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RESUMO GERAL 
 
VICENTE, Michele Cagnin. Cultivo in vitro de Pleroma spp. e a Difusão de Métodos de 
Propagação de Plantas na Educação Básica. 2024. 166f. Tese (Doutorado em Fitotecnia); 
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 
2024. 
 
Pleroma spp., espécies de elevado interesse ornamental, apresentam sementes diminutas e 
frequentemente sem embrião, implicando em baixos percentuais de germinação e dificuldades 
de manuseio em relação a semeadura convencional. Como alternativa ao método seminal, a 
propagação dessas espécies vem sendo realizada através de estacas ou alporques. Contudo 
estes métodos apresentam alguns empecilhos como a impossibilidade de produção de mudas 
em escala comercial e em determinadas épocas do ano, dificuldade de manutenção 
fitossanitária das mudas e a necessidade do uso de fitorreguladores como auxinas. Nesse 
sentido, a propagação in vitro ou micropropagação surge como alternativa aos métodos 
tradicionais de propagação, principalmente daquelas de difícil propagação através dos 
métodos convencionais. Diante disso, os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar a 
aplicabilidade da técnica de propagação de plantas in vitro na germinação de sementes e 
produção de mudas de Pleroma granulosum, Pleroma heteromallum e Pleroma mutabile; 2) 
avaliar a possibilidade de produção de mudas de Pleroma heteromallum  in vitro a partir da 
organogênese direta e indireta; e 3) investigar as contribuições de uma Oficina Pedagógica no 
processo de ensino-aprendizado dos conteúdos de botânica durante as aulas de Ciências do 
Ensino Fundamental. Para etapa de cultivo in vitro os ensaios foram organizados em 
delineamento inteiramente casualizado e as unidades experimentais dispostas em B.O.D., sob 
temperatura de 25±1°C e fotoperíodo de 16 horas, por diferentes períodos de tempo. No 
ensaio de germinação de sementes utilizaram-se os substratos Multiplant®, papel para 
germinação, vermiculita e meio MS com 25% da concentração original de sais. Para etapa de 
desenvolvimento das plântulas in vitro os meios utilizados foram o MS ou WPM com 100% 
ou 50% da concentração original de sais. Enquanto que para os ensaios de organogênese 
utilizou-se o meio MS com 100% da concentração original de sais suplementado ou não com 
PVP, carvão ativo e com os fitorreguladores BAP, AIB ou 2,4-D. Os ensaios de 
aclimatização, quando realizados, foram organizados em delineamento inteiramente 
casualizado. Sendo as mudas dispostas em vasos contendo substratos Multiplant®, perlita ou 
vermiculita e levadas para casa de vegetação por 30 dias. A Oficina pedagógia constou-se de 
parte teórica e prática, com aplicação de um formulário diagnóstico aplicado antes e depois da 
parte prática. Os resultados indicaram que a germinação in vitro pode maximizar a 
germinação de sementes das espécies estudadas, especialmente de P. heteromallum. A 
produção de mudas de P. heteromallum in vitro a partir de sementes e da organogênese direta 
(via microestacas) e indireta (via explante foliar) é possível. Constatou-se a ocorrência de 
anomalias fisiológicas em plântulas de P. granulosum e P. mutabile que interferem 
negativamente no desenvolvimento in vitro dessas espécies. A utilização de oficinas 
pedagógicas contribuiu positivamente para o ensino e aprendizado, tornando dinâmicos os 
conteúdos de reprodução de plantas. Conclui-se que a técnica de propagação in vitro 
apresentou viabilidade na produção de mudas e conservação de P. heteromallum e que a 
oficina pedagógica foi capaz de beneficiar o ensino e aprendizado dos conteúdos de botânica, 
reforçando a importância das parcerias entre universidades e escolas através da extensão 
universitária.  
 
Palavras-chave: Melastomataceae. Reprodução vegetal. Ensino e aprendizado. 
 



 
 

GENERAL ABSTRACT 
 
VICENTE, Michele Cagnin. In vitro cultivation of Pleroma spp. and the dissemination of 
plant propagation methods in basic education. 2024. 166f. Thesis (Ph.D. in plant 
science); Agronomy Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 
2024. 
 
Pleroma spp., species of high ornamental interest, have tiny seeds that are often embryoless, 
resulting in low germination rates and handling difficulties compared to conventional sowing. 
As an alternative to the seed method, propagation of these species has been carried out 
through cuttings or air layering. However, these methods present some obstacles, such as the 
impossibility of producing seedlings on a commercial scale and at certain times of the year, 
difficulty in phytosanitary maintenance of the seedlings, and the need to use phytoregulators 
such as auxins. In this sense, in vitro propagation or micropropagation emerges as an 
alternative to traditional propagation methods, especially for those that are difficult to 
propagate through conventional methods. Therefore, the objectives of this study were: 1) to 
evaluate the applicability of the in vitro plant propagation technique in seed germination and 
seedling production of Pleroma granulosum, Pleroma heteromallum, and Pleroma mutabile; 
2) to evaluate the possibility of producing Pleroma heteromallum seedlings in vitro from 
direct and indirect organogenesis; and 3) to investigate the contributions of a Pedagogical 
Workshop to the teaching-learning process of botany content during Elementary School 
Science classes. For the in vitro cultivation stage, the trials were organized in a completely 
randomized design and the experimental units were arranged in B.O.D., at a temperature of 
25±1°C and a 16-hour photoperiod, for different periods of time. In the seed germination test, 
the Multiplant® substrates, germination paper, vermiculite and MS medium with 25% of the 
original salt concentration were used. For the in vitro seedling development stage, the media 
used were MS or WPM with 100% or 50% of the original salt concentration. While for the 
organogenesis tests, MS medium with 100% of the original salt concentration was used, 
supplemented or not with PVP, activated charcoal and with the phytoregulators BAP, AIB or 
2,4-D. The acclimatization trials, when performed, were organized in a completely 
randomized design. The seedlings were placed in pots containing Multiplant®, perlite or 
vermiculite substrates and taken to a greenhouse for 30 days. The pedagogical workshop 
consisted of theoretical and practical parts, with the application of a diagnostic form applied 
before and after the practical part. The results indicated that in vitro germination can 
maximize the germination of seeds of the species studied, especially P. heteromallum. The 
production of P. heteromallum seedlings in vitro from seeds and direct organogenesis (via 
microcuttings) and indirect organogenesis (via leaf explant) is possible. The occurrence of 
physiological anomalies in P. granulosum and P. mutabile seedlings was observed, which 
negatively interfered with the in vitro development of these species. The use of pedagogical 
workshops contributed positively to teaching and learning, making the contents of plant 
reproduction dynamic. It is concluded that the in vitro propagation technique showed viability 
in the production of seedlings and conservation of P. heteromallum and that the pedagogical 
workshop was able to benefit the teaching and learning of botany contents, reinforcing the 
importance of partnerships between universities and schools through university extension. 
 
 
Keywords: Melastomataceae. Plant reproduction. Teaching and learning. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL  

 Melastomataceae é uma família com distribuição pantropical, incluindo 177 gêneros e 
aproximadamente 5.750 espécies, no Brasil é a quinta maior família entre as angiospermas, 
com 69 gêneros e 1.430 espécies, das quais aproximadamente 973 são endêmicas 
(GOLDENBERG et al., 2023). As espécies desta família distribuem-se por todo o território 
brasileiro, com maior riqueza nos domínios da Amazônia, do Cerrado e da Mata Atlântica, 
onde também se concentram a maioria dos endemismos (GOLDENBERG et al., 2012; 
MARTINELLI e MORAES, 2013). Os gêneros Miconia, Leandra e Pleroma são os mais 
representativos e com alto grau de endemismo (PEREIRA et al., 2015; SOUZA e LORENZI, 
2012). A destruição de habitats, considerando o avanço desordenado de centros urbanos e 
áreas rurais, assim como o elevado número de espécies endêmicas com distribuição restrita e 
pontual, são os principais fatores de ameaça às Melastomataceae na natureza (MARTINELLI 
e MORAES, 2013). 

No geral, as plantas dessa família apresentam porte herbáceo, arbustivo ou arbóreo, 
menos frequentemente epífitas ou lianas, folhas opostas e simples, inflorescência cimosa ou 
paniculada, flores vistosas e frutos do tipo cápsula ou baga (SOUZA e LORENZI, 2012). São 
espécies de grande importância ecológica, por estarem no grupo das pioneiras, compondo o 
banco de sementes do solo e sendo o principal grupo observado nas clareiras florestais. Em 
função disso, estudos recomendam o uso de espécies dessa família para o enriquecimento e 
recuperação de áreas degradadas (CAMPOS et al., 2009; SOUZA e LORENZI, 2012; SILVA 
et al., 2016; CUEVAS-REYES et al., 2017). A importância econômica de espécies de 
Melastomataceae também inclui o uso para fins ornamentais, produção de frutos comestíveis, 
madeira para construção, tintas e uso medicinal (PRUDENTE et al., 2016; SILVA et al., 
2016; BOMFIM et al., 2022).  

Espécies do gênero Pleroma, popularmente conhecidas por quaresmeiras, apresentam 
flores vistosas, o que lhes conferem alto valor ornamental, propiciando seu cultivo em locais 
públicos e privados, embelezando parques, jardins e áreas urbanas (SOUZA e LORENZI, 
2012; MARTINELLI et al., 2018). O uso de plantas ornamentais nativas no paisagismo tem 
sido crescente nos últimos anos. Ressalta-se forte tendência da aplicação dessas plantas em 
parques e jardins como forma de valorizar os recursos genéticos nativos e/ou regionais e 
promover a conscientização e preservação ecológica; além disso, são menos exigentes em 
manutenções/cuidados, em função da rusticidade e adaptação, representando, portanto, um 
diferencial comparado a outras espécies (GOMES et al., 2020; GRANEMANN et al., 2017).  
 Pleroma spp. produzem muitas sementes, no entanto, essas são diminutas, menores 
que 0,5 mm, semelhantes à areia fina, e os cotilédones são foliáceos, praticamente sem 
reservas para garantir o início do desenvolvimento das plantas jovens (CARREIRA e 
ZAIDAN, 2007; LORENZI, 2008). Ademais, as espécies desse gênero costumam apresentar 
grande número de sementes abortadas, ausência de embriões na semente e baixa taxa de 
germinação (LORENZI, 2008; PEREIRA et al., 2015). Simão et al. (2007) em estudos com 
Tibouchina mutabilis (sinonímia botânica Pleroma mutabili) verificaram que a espécie produz 
grande quantidade de sementes, entretanto, com aproximadamente 60 a 80% delas sem o 
embrião.  Zaia e Takaki (1998) observaram que, aproximadamente, 70 a 80% das sementes de 
Tibouchina pulchra (sinonímia botânica Pleroma raddianum) e Tibouchina granulosa 
(sinonímia botânica Pleroma granulosum) não completaram o desenvolvimento embrionário. 
Estes fatos demonstram que a propagação sexuada tradicional dessas espécies é pouco 
eficiente, considerando-se a exploração dessas plantas para fins comerciais. 

Estudos demonstram que a propagação in vitro tem proporcionado algumas vantagens 
em relação aos métodos convencionais de propagação das mais diferentes espécies. A técnica 
tem possibilitado maior eficiência na germinação de sementes bem como a produção de um 
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elevado número de plantas que podem ser obtidas a partir de um único indivíduo, em espaço 
físico e tempo reduzido, além de assegurar um material livre de patógenos e com alta 
uniformidade (PÊGO et al., 2015; PRUDENTE et al., 2016; BONFÁ, 2019; RODRIGUES et 
al., 2019; PLESSIS et al., 2020). Genericamente, a técnica consiste no cultivo de sementes ou 
porções de tecidos (explantes) de uma planta, num meio de cultura nutritivo, em condições 
assépticas e sob condições ambientais controladas, cuja última etapa da propagação é a 
aclimatização (etapa ex vitro) das plântulas (DALPIAZ et al., 2019; FARIA et al., 2020). Foi 
Knudson, em 1922, quem desenvolveu o primeiro procedimento prático descrito para 
germinar sementes de orquídeas in vitro. Knudson inoculou sementes de orquídeas de 
Cattleya, Laelia e Epidendrum sobre um meio de cultura constituído de sacarose, ágar e sais, 
alcançando um percentual de germinação muito superior aos 5% que geralmente ocorre na 
natureza. Seu experimento foi pioneiro e até hoje serve de base para a propagação in vitro de 
diferentes espécies.  

Como exemplo de estudos que buscam otimizar a produção de mudas de 
Melastomataceae através da técnica de propagação in vitro temos os trabalhos de CID et al. 
(1997) com Miconia spp.; Zeng et al. (2008) com Tigridiopalma magnifica; Elavazhagan 
e Arunachalam (2010) com Memecylon edule;  Kozak e Wnuk (2012) com Tibouchina 

urvilleana; Elinorovololona e Martial (2014) com Medinilla mandraken; Prudente et al. 
(2016) e Prudente et al. (2017)  com Miconia ligustroides; Lawarence e Murugan (2017) com 
Osbeckia áspera; Cárdenas-Burgos et al. (2019) com Bucquetia glutinosa; Fernández-
Sánchez et al., (2020) com Tibouchina grossa, Miconia ligustrina e Miconia squamulosa; 
Karimah et al. (2020), Nauli et al. (2020), Putri et al. (2020) e Zakiyah et al. (2020)  com 
Melastoma malabathricum; Cárdenas-Burgos et al. (2023) com Miconia ligustrina. 

Embora o cultivo in vitro de plantas ou micropropagação apresente uma gama de 
aplicabilidades, ainda é uma técnica de propagação de plantas pouco conhecida pela 
sociedade como um todo (ALVES et al., 2018). Em vista disso e frente ao crescente e 
constante avanço tecnológico, diferentes técnicas de propagação de plantas merecem ser 
discutidas em ambientes promotores da aprendizagem e do desenvolvimento humano, como o 
ambiente escolar, sobretudo por estudantes da Educação Básica (SOUZA e CONTE, 2020). A 
compreensão das formas de reprodução das plantas e da importância desses métodos no nosso 
cotidiano, adicionalmente, pode contribuir para superação da Disparidade na Consciêntização 
Botânica (DCB), tendência de não notar as plantas no ambiente, subestimando sua 
importância (BROWNLEE et al., 2021; SOUSA e SUDÉRIO, 2023). 

Um protocolo de propagação in vitro para P. granulosum, P. heteromallum e P. 

mutabile é desconhecido na literatura. Logo, estudos sobre a propagação in vitro dessas 
espécies, além de oferecerem a possibilidade de produção de mudas em larga escala de forma 
homogênea para plantios comerciais, apresentam-se como uma opção eficaz para futura 
aplicação de abordagens biotecnológicas de produção e conservação dessas espécies. 

Com isso, desenvolveu-se o presente trabalho de tese considerando-se as seguintes 
hipóteses científicas: a) A propagação in vitro (micropropagação) é uma técnica alternativa 
aos métodos convencionais de propagação sexuada e assexuada de P. granulosum, P. 

heteromallum e P. mutabile. b) Oficinas pedagógicas contribuem para o ensino e aprendizado 
dos diferentes métodos de propagação de plantas no ensino de Ciências Naturais na Educação 
Básica. 

Para testar e validar estas hipóteses, o presente estudo foi estruturado em seis 
capítulos, com os seguintes objetivos: 

I. Avaliar a eficiência da germinação de sementes de P. granulosum, P. heteromallum 
e P. mutabile propagadas por métodos convencionais (ex vitro) e em sistema in vitro em 
diferentes substratos. 

https://ascidatabase.com/author.php?ascicat=ALL&author=Tamizhamudu&mid=&last=Elavazhagan
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II. Investigar os aspectos morfogênicos do desenvolvimento in vitro e posterior 
aclimatização de plântulas de P. heteromallum. 

III. Investigar os aspectos morfogênicos do desenvolvimento in vitro de plântulas de 
P. mutabile e de P. granulosum e posterior aclimatização das mudas. 

IV. Investigar a resposta de explantes foliares de P. heteromallum cultivados in vitro 
em meio Murashige e Skoog (MS) suplementado com diferentes combinações de BAP (6-
benzilaminupurina), AIB (ácido indol-3-butírico); 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético); 
PVP (polivinilpirrolidona) ou carvão ativo. 

V. Avaliar a resposta morfogênica de microestacas de P. heteromallum cultivadas in 

vitro e, posteriormente, o desempenho das plântulas durante a aclimatização. 
VI. Analisar as potencialidades da oficina pedagógica “Popularização dos métodos de 

propagação de plantas no Ensino de Ciências” no processo de ensino e aprendizado dos 
conteúdos de botânica durante aulas de Ciências do 7° ano do Ensino Fundamental.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
  
2.1 Pleroma granulosum (Desr.) D. Don 
 Pleroma granulosum (Desr.) D. Don. (sinonímia botânica Tibouchina granulosa) 
popularmente conhecido como quaresmeira (Figura 1), é nativa do Brasil, endêmica do bioma 
Mata Atlântica, descrita nos estados da Bahia, Rio de Janeiro, São Paulo, Minas Gerais e 
Paraná (ZAIA e TAKAKI, 1998; LORENZI, 2008). Apresenta características que a leva ser 
amplamente utilizada em paisagens urbanas, sendo recomendável em projetos paisagísticos de 
parques e jardins, bem como na arborização de ruas estreitas e sob redes elétricas (LOPES et 
al., 2005). Podendo atingir até 12 metros de altura, com tronco de 30-40 cm de diâmetro, os 
ramos são distais, quadrangulares e alados. As folhas são simples, opostas cruzadas, 
lanceoladas ou elípticas a oblongas, medindo aproximadamente 15-20 cm de comprimento, 
pubescentes com indumento escabro nas duas faces, mais visível na face superior (LOPES et 
al., 2005; LORENZI, 2008; MEYER et al., 2010; FREITAS et al., 2016).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Exemplar da espécie Pleroma granulosum (Desr.) D. Don. Visão geral da planta 
(A); Detalhe das folhas e flores (B); Detalhe dos frutos tipo cápsula (C); Sementes (D) Barra: 
1.0 cm. (Fonte: (A) Google imagens, 2023; (B), (C) e (D) Autora, 2021). 
 
 Florescem geralmente duas vezes ao ano entre junho-agosto e dezembro-março, suas 
flores são bissexuadas e pentâmeras, com pétalas de coloração roxas a róseas, estando 
dispostas em panículas terminais e axilares. O amadurecimento dos frutos se dá entre junho-
agosto e abril-maio. Os frutos são do tipo cápsula deiscente, com muitas e diminutas sementes 
do tipo ortodoxa, em um 1 kg de semente contém aproximadamente 3.300.000 unidades 
(LORENZI, 2008; MOROZESK et al., 2014). 

Zaia e Takaki (1998) em seu estudo com germinação de sementes de T. granulosa 
verificaram que o tempo mínimo necessário para a germinação das sementes da espécie foi de 
sete dias, com a percentagem máxima de germinação ocorrendo a partir do oitavo dia e 
percentual de germinação relativamente baixo, em torno de 15%. Esses autores verificaram, 
com auxílio de microscópio, que grande parte das sementes que não germinaram não possuía 

B A 

C D 
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embrião. Os autores também constataram que as sementes da espécie apresentavam forte 
dependência da luz (branca ou vermelha) para iniciarem o processo de germinação, 
apresentando resposta nula quando colocadas no escuro ou sob irradiação vermelho-extremo 
(VE), resposta típica de sementes de espécies pioneiras (ZAIA e TAKAKI, 1998). 

 Latoh et al. (2018), ao estudarem a propagação vegetativa via estaquia caulinar de P. 

granulosum em diferentes estações do ano, verificaram que a melhor resposta de 
enraizamento ocorreu no verão, cujo percentual foi de 45,25%. Os autores sugeriram que o 
uso do ácido indolbutírico (AIB), uma auxina sintética, seja recomendado para a espécie nas 
concentrações de 1500 mg L-1 e 3000 mg L-1. Bortolini et al. (2008) utilizaram estacas 
caulinares semi-lenhosas de T. granulosa colhidas na primavera com 10 cm de comprimento e 
duas folhas reduzidas à metade na porção distal, sendo suas bases tratadas com diferentes 
concentrações de AIB (0 mg L-1, 1500 mg L-1 e 3000 mg L-1). Esses autores verificaram que o 
percentual geral de enraizamento das estacas foi de 16,67% e que a concentração de 3.000 mg 
L-1 de AIB promoveu a maior indução do sistema radicular, embora as estacas sem aplicação 
de AIB tenham apresentado o maior comprimento médio de raízes (BORTOLINI et al., 
2008).  

Levando-se em consideração os entraves da propagação convencional desta espécie, 
via sexuada e assexuada, estudos que permitam conhecer técnicas de propagação alterativas e 
que possam tornar a propagação sexuada e assexuada da espécie mais eficaz, tornanam-se 
relevantes. 
 
2.2 Pleroma heteromallum (D. Don) D. Don  

Pleroma heteromallum (D. Don) D. Don (Sinonímia botânica Tibouchina 

heteromalla; Tibouchina grandifolia), nome popular orelha-de-onça (Figura 2), é endêmica 
do Brasil, presente nas regiões Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste, ocorrendo em Alagoas, 
Bahia, Ceará, Espírito Santo, Goiás, Minas Gerais, Paraíba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio 
Grande do Norte, de forma isolada ou através de pequenas populações dispersas 
(GUIMARÃES, 2024). Apresenta importância ecológica, sobretudo na recuperação de áreas 
degradadas, uma vez que se trata de uma espécie pioneira, além do valor ornamental, neste 
caso sendo indicada para uso individual e na composição de renques e cercas vivas 
(CAMPOS et al., 2009; CÉZAR et al., 2009; KUSTER et al., 2009; CUEVAS-REYES et al., 
2017). 
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Figura 2. Exemplar da espécie Pleroma heteromallum (D. Don) D. Don. Visão geral da 
planta (A); Detalhe das folhas e flores (B); Detalhe dos frutos tipo cápsula (C); Sementes (D) 
Barra: 1.0 cm. (Fonte: Autora, 2021). 

 
P. heteromallum  é uma espécie perene, de porte arbustivo, variando de 1 a 3 metros 

de altura (LORENZI, 2015), os ramos jovens se apresentam na forma quadrangular a 
subcilíndricos, ramos adultos cilíndricos, ambos seríceos, as folhas são opostas, pecioladas 
(pecíolos de 1-2,5 cm de comprimento) com lâminas de 10-21 cm de comprimento, 
codiformes, pilosas, ápice agudo a obtuso, base arredondada, margem inteira discolores, face 
abaxial mais clara; face adaxial densamente serícea; inflorescência tirsóide, com flor terminal, 
composta de 15–27 flores; flores pentâmeras, com número de 10 estames, pétalas roxas; fruto 
do tipo cápsula, serícea; as sementes são diminutas, medindo cerca de 0,6 x 0,4 mm e são do 
tipo ortodoxas (CAMPOS et al., 2009; MEYER et al., 2010; LORENZI, 2015; FREITAS et 
al., 2016; LATOH et al., 2018). As plantas devem ser cultivadas a pleno sol, em canteiros de 
terra fértil, sendo sensível a geadas (LORENZI, 2015). A floração da espécie é assíncrona e 
ocorre entre os meses de janeiro e junho, o amadurecimento dos frutos, entre abril e setembro, 
sendo as abelhas da espécie Xylocopa brasilianorum o principal polinizador da espécie 
(CAMPOS et al., 2009). Tradicionalmente, é propagada por estacas, que devem ser 
preparadas e postas para enraizar, preferencialmente, após o florescimento (LORENZI, 2015).  

Estudos do sistema reprodutivo de P. heteromallum realizado por Campos et al. (2009) 
indicaram que a espécie é facultativa xenogâmica (polinização cruzada facultativa), com 
maior formação de frutos por polinização cruzada (44,6%) do que por autopolinização 
(12,7%). Nesse estudo Campos et al., (2009) constataram que, embora esta espécie não seja 
apomítica, o índice de auto-incompatibilidade (ISI) encontrado foi de 0,28, ou seja, embora 
autocompatível, se encontra muito próximo do limite de auto-incompatibilidade (ISI = 0,25). 
Logo, para uma reprodução bem sucedida, a formação de frutos é bastante dependente da 
visitação por seus polinizadores. Estas constatações corroboram com o exposto por Lorenzi 

C D
  

A B 



7 
 

(2008), Simão e Takaki (2008), Cézar et al. (2009), Pereira et al. (2015) e  Latoh et. al. 
(2019), quando mencionam que algumas espécies da família Melastomataceae costumam 
apresentar grande número de sementes abortadas, ausência de embriões na semente e baixa 
taxa de germinação. Campos et al. (2009) sugerem em seu trabalho que a propagação via 
sexual (sementes) da espécie é pouco eficiente, averiguando que a taxa total de germinação de 
sementes para a espécie foi de 56%, ocorrendo a partir do 6º dia estendendo-se até o 30° dias, 
sob temperatura de 25±1 °C em estufa tipo B.O.D. e seguindo as Regras de Análise de 
Sementes (RAS), sendo observado para os tratamentos polinização aberta (ao acaso-controle) 
68%; polinização cruzada manual 81% e autopolinização manual 20% de germinação de 
sementes. 

Estudos realizados por e Latoh et al. (2018) e Latoh et al. (2019) apontaram, por 
exemplo, que P. heteromallum é uma espécie tradicionalmente propagada por estacas. 
Contudo, a propagação assexuada por estaquia limita a quantidade de mudas e pode propiciar 
a disseminação de doenças (VENTURA et al., 2017), o que seria um problema, fatos estes 
que sugerem a técnica de propagação in vitro como uma alternativa na multiplicação dessa 
espécie. 
 
2.3 Pleroma mutabile (Vell.) Triana   

Pleroma mutabile (Vell.) Triana (sinonímia botânica Tibouchina mutabilis), nome 
popular manacá-da-serra (Figura 3), é endêmica do Brasil, sendo nativa do bioma Mata 
Atlântica, ocorrendo principalmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e São 
Paulo (SIMÃO et al., 2007; LORENZI, 2008).  

 
  

 
 

 
 
 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 3. Exemplar da espécie Pleroma mutabile (Vell.) Triana. Visão geral da planta (A); 
Detalhe das flores (B); Detalhe das folhas e dos frutos tipo cápsula (C); Cápsulas e sementes 
(D) Barra: 1.0 cm. (Fonte: Autora, 2021). 
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É uma planta muito ramificada, podendo atingir até 10 m de altura, apresentando 
folhas simples, opostas cruzadas, lanceoladas ou oblongo-lanceoladas, com superfície 
marcada pelas nervuras, medindo 4-9 cm de comprimento e margem inteira com tricomas 
estrigosos (LORENZI, 2015; GUIMARÃES, 2024). Quando propagada por via vegetativa, 
adquire a forma arbustiva ou anã (manacá-da-serra-anão), não ultrapassando 3 m de altura e 
florescendo com menos de 0,5 m (LORENZI, 2015). As flores são solitárias, menos 
frequentemente agrupadas em rácemos axilares e apicais, pentâmeras, bissexuadas, 
inicialmente apresentam coloração branca, ficando lilases e finalmente adquirem coloração 
roxo-escuras, podendo florescer no inverno e no verão (LORENZI, 2015; GUIMARÃES, 
2024). Os frutos são do tipo cápsula deiscente (1,1-1,2x1cm), com inúmeras sementes 
diminutas, por exemplo, um 1 kg de sementes contém aproximadamente 3.300.000 a 3.800.00 
unidades (LORENZI, 2008). Além da importância ecológica, P. mutabile é muito utilizada 
em jardins, parques e na arborização urbana, devido à beleza de suas flores e pequeno porte, 
sendo também utilizadas na recuperação de áreas degradadas e reflorestamento (SIMÃO et 
al., 2007; LORENZI, 2008; SIMÃO e TAKAKI, 2008; LORENZI, 2015). 

Simão et al. (2007) em estudos com germinação de sementes de P. mutabile 

verificaram que as mesmas necessitam de luz para germinar, não apresentando nenhum outro 
tipo de dormência e que o início da abertura natural das cápsulas e a mudança de coloração 
para verde amarelado claro do ápice e do pecíolo das cápsulas, são indicadores de fácil 
observação que podem ser utilizados para identificar o período de maturação fisiológica das 
sementes. Entretanto, os autores sugerem que devido às sementes serem anemocóricas e 
muito pequenas, que as colheitas dos frutos sejam realizadas antes da abertura das cápsulas, 
mantendo-as dentro do fruto para secagem e em condições ambiente. De acordo com Lorenzi 
(2008), embora a espécie seja do grupo das pioneiras, o desenvolvimento da espécie é 
moderado, sendo o desenvolvimento inicial das mudas lento e complicado, devido ao 
tamanho diminuto das mesmas. É uma espécie comumente propagada vegetativamente, via 
alporquia (LORENZI, 2015).  

Assim a propagação in vitro ou micropropagação mostra-se como técnica interessante 
para suprir as dificuldades propagativas desta espécie, sobretudo para produção em grande 
escala.  

 
2.4 Propagação de plantas in vitro  

A propagação de plantas in vitro, também denominada micropropagação, é uma 
técnica recente, visto que os primeiros passos foram dados no início do século XX e os 
maiores avanços foram notados a partir da segunda metade desse mesmo século 
(CARVALHO e VIDAL, 2003). Teve início nos anos 30, sendo impulsionada nos anos 70 
com um crescente interesse tanto na aplicação a nível comercial como por seu papel auxiliar 
em programas de melhoramento genético. Knudson (1922) foi quem desenvolveu o primeiro 
procedimento prático descrito para germinar sementes de orquídeas in vitro e a primeira 
aplicação comercial relatada na literatura foi feita por Georges Morel (1960) ao 
micropropagar orquídeas (CARVALHO et al., 2006). Desde então, a técnica vem assumindo 
papel importante na propagação em larga escala de espécies de interesse econômico, 
principalmente para aquelas caracterizadas por um longo período de maturação, baixa 
viabilidade de sementes e de difícil propagação através dos métodos convencionais, além de 
permitir a obtenção de plantas livres de fitopatógenos e o escalonamento de produção durante 
todo o ano e em espaço reduzido (JARDIM, 2006; PRUDENTE et al., 2016; CAMPOS et al., 
2019;  RODRIGUES et al., 2019; ALVES e NASCIMENTO 2020; FARIA et al., 2020). 

As vantagens de usar a propagação in vitro para otimizar e até mesmo solucionar 
problemas de propagação e também a conservação de algumas espécies vegetais vem sendo 
discutidas nas últimas décadas, sobretudo no que versa espécies ornamentais e florestais 
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(PRUDENTE et al., 2016; CAMPOS et al., 2019; LIMA et al., 2020; VICENTE e ARAUJO, 
2020). A técnica consiste no cultivo de sementes ou porções de tecidos (explantes) de uma 
planta, num meio de cultura nutritivo, em condições assépticas e sob condições ambientais 
controladas (DALPIAZ et al., 2019; FARIA et al., 2020). A técnica de propagação vegetativa 
in vitro consiste em promover a regeneração de uma parte qualquer (explante) retirada de uma 
planta-matriz a fim de formar um novo indivíduo, tendo como princípio fisiológico a 
totipotência celular (PRUDENTE et al., 2016). Sendo uma técnica muito relevante quando o 
objetivo é suprir as exigências do mercado por plantas uniformes, idênticas à planta matriz e 
de início de floração precoce, ou seja, de reduzida fase juvenil e, por isso, de grande 
importância quando se deseja a preservação de características agronômicas desejáveis 
(NIENOW et al., 2010). As desvantagens estão relacionadas à diminuição da variabilidade 
genética da população, que é indesejável do ponto de vista da restauração ecológica e banco 
de germoplasmas (SOUSA et al., 2015). 

 A propagação vegetativa de espécies pode envolver condições ex vitro (estaquia, 
miniestaquia, alporquia, divisão de touceira, bulbos ou estolões) ou in vitro pela 
micropropagação, porém, ambas apresentam vantagens e desvantagens. No geral, a primeira 
oferece vantagens por ser de menor custo, pois exige um menor uso de tecnologias e mão de 
obra menos qualificada, sendo por isso mais acessível e adotada pelos viveiros e empresas do 
setor florestal (DIAS et al., 2012). Enquanto que a segunda permite a garantia de mudas de 
qualidade fitossanitária e sua produção massal a partir de um único e pequeno explante e em 
espaço reduzido, permitindo ganhos econômicos de produção e uma baixa razão custo-
benefício, com taxa de multiplicação que pode alcançar de 100 a 1000 vezes superior que as 
convencionais técnicas de propagação vegetativa (ZENG et al., 2008; 
ELINOROVOLOLONA e MARTIAL, 2014).  

Através desta revisão de literatura verificou-se que as pesquisas que tratam da 
propagação in vitro via semente ou via vegetativa de espécies Melastomataceae são escassas. 

 
2.4.1 Germinação de sementes in vitro  
 Entende-se por germinação de sementes todos os eventos que acontecem entre o início 
da embebição da semente e a emergência do embrião, em geral a radícula (TAIZ et al. 2017), 
característica esta que marca, em nível fisiológico, o final da germinação propriamente dita e 
o início do crescimento da plântula (KERBAUY, 2019).  
 Quando falamos em embebição de sementes devemos levar em consideração o 
potencial osmótico (ψs), uma propriedade das soluções. O potencial osmótico (ψs) é 
particularmente importante em estágios iniciais de absorção de água pelas sementes secas, 
principalmente o de embebição, e quando se considera a água retida no solo ou substrato 
(KERBAUY, 2019). Este processo é fundamental e um dos mais importantes para a 
germinação de sementes de todas ou quase todas as espécies, uma vez que desencadeia uma 
série de mudanças fisiológicas, que em conjunto com outros fatores, culminará na germinação 
da semente (GUIMARÃES et al., 2013).   
 Entretanto, o sucesso da germinação de sementes depende de fatores intrínsecos, como 
a viabilidade do embrião e concentrações hormonais, e externos, como umidade, temperatura, 
luz, oxigênio, pH e da concentração de sais e de fitorreguladores no meio de cultura 
(KERBAUY, 2019).  
 Uma semente viável pode não germinar, mesmo se as condições ambientais forem 
favoráveis, devido a um fenômeno denominado dormência da semente. Este parece fornecer 
um período adicional para a dispersão da semente a distâncias geográficas e/ou temporal, 
além de permitir a sobrevivência da plântula pela inibição da germinação sob condições não 
favoráveis (TAIZ et al., 2017). A dormência pode ser classificada em primária ou secundária, 
a primeira parece estar envolvida principalmente com as concentrações endógenas de ácido 
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abscísico (ABA), ocorrendo ao final da maturação, ainda na planta mãe; a segunda se instala 
após o desligamento da semente da planta mãe, quando há um ambiente desfavorável ao 
processo germinativo (PRUDENTE et al., 2016; TAIZ et al., 2017; ALVES et al., 2019; 
KERBAUY, 2019).  
 Sabe-se que as concentrações endógenas de hormônios também estão envolvidas no 
processo de germinação de sementes, sobretudo de ácido abscísico (ABA) e giberelina (GA). 
A razão ABA:GA, é um dos fatores endógenos determinantes na germinação/dormência de 
sementes, uma vez que ABA exerce um efeito inibitório, enquanto a giberelina exerce uma 
influência positiva sobre a germinação de sementes (TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019). 
Prudente et al. (2016) testaram os meios de cultura WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) e MS 
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementados com GA (0,0; 5,77; 11,54; 17,31; 23,08 
μM) na germinação in vitro de Miconia ligustroides, verificando que as concentrações de GA 
fornecidas não incrementaram na germinação das sementes e que, inclusive, o maior 
percentual de germinação foi obtido com o meio de cultura MS isento de GA. Dentre os 
trabalhos pesquisados durante esta revisão de literatura não foi verificado a necessidade do 
uso de fitorreguladores como, por exemplo, giberelinas no processo de indução de 
germinação de sementes de espécies de Melastomataceae. 
 
2.4.2 Propagação vegetativa in vitro (micropropagação) 

A propagação vegetativa in vitro está baseada na capacidade de totipotência celular, 
termo proposto em 1902 pelo botânico Gottlieb Haberlandt para descrever a potencialidade 
intrínseca de uma célula vegetal, em momentos diferentes e sob estímulos apropriados, de 
originar um indivíduo (planta) completo (RODRIGUES e KERBAUY, 2009). Teoricamente, 
todas as células são capazes de expressar totipotência, no entanto, na prática essa capacidade é 
influenciada pelos diferentes estados fisiológicos, bioquímicos e de desenvolvimento celular 
e, neste caso, esta capacidade é denominada de competência (ANDRADE, 2002). Os 
fenômenos morfogenéticos observados durante a propagação vegetal in vitro são resultantes 
da desdiferenciação, diferenciação ou rediferenciação de células do explante inicial que 
podem dar início aos processos de formação de órgãos ou embriões, respectivamente, 
organogênese e embriogênese somática (PAIVA e PAIVA, 2001; COUTO, 2018).  

Tanto organogênese quanto a embriogênese podem ser diretas ou indiretas. Na direta o 
órgão vegetal é induzido e se desenvolve diretamente de um explante, isto é, sem passar por 
uma fase de calo; na indireta, há uma fase inicial de proliferação e crescimento de calo, 
seguida por indução e desenvolvimento de brotos ou raízes (ANDRADE, 2002; COUTO, 
2018). Conceitualmente, calo é um aglomerado de células não diferenciadas e em contínua 
proliferação celular, que quando cultivados em meio de cultura apropriado, acrescido com 
reguladores de crescimento, propiciará a formação de brotos, raiz ou até mesmo de frutos 
(JARDIM, 2006). Logo, a micropropagação através da via direta tende a apresentar resultados 
em menor tempo, produzir elevada quantidade de plantas sem nenhuma instabilidade genética 
e geneticamente estáveis e idênticas à planta mãe, enquanto que a via indireta consiste em um 
método de cultura de tecidos vegetal dito “desvantajoso”, a depender do objetivo da pesquisa, 
por se tratar de um processo mais demorado e por criar variedades somaclonais 
morfofisiolologicamente anormais (FARIA et al., 2020).  

Basicamente três fatores afetam a regeneração da planta in vitro: o biológico (genótipo 
e o tipo e condição fisiológica do explante); a condição da cultura (concentrações de 
fitorreguladores vegetais, sacarose, pH, dentre outros) e o físico (principalmente temperatura, 
luminosidade e fotoperíodo) (ANDRADE, 2002; COUTO, 2018; BONFÁ, 2019). Lima et al. 
(2015) constataram que a germinação in vitro da espécie Mouriri elliptica não foi eficaz sob 
as condições experimentais aplicadas em seus estudos. Entretanto, Prudente et al. (2016) e 
Prudente et al. (2017), concluíram que a propagação in vitro se mostrou uma alternativa 
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adequada para a conservação e produção de mudas para fins de comercialização de Miconia 

ligustroides. Wang et al. (2015) obtiveram sucesso na cultura de ovário in vitro de Medinilla 

formosana. Logo, o sucesso da propagação in vitro depende do correto estabelecimento de 
todos esses fatores entre si e, para tanto, se faz necessários estudos que versam as maiores 
informações possíveis para plantas de uma determinada família, gênero, espécie ou até 
mesmo variedade. 

Foi Toshio Murashige, em 1974, que desenvolveu o conceito de estádios de 
desenvolvimento na micropropagação, detalhando os procedimentos necessários, desde o 
estabelecimento in vitro dos explantes, até o restabelecimento das plantas em condições de 
campo.  Desde então, um protocolo de propagação in vitro de plantas é comumente dividido 
em cinco fases, e o conjunto de todas essas fases formam um protocolo completo de 
propagação in vitro (COUTO, 2018), sendo elas: 
Fase 0 – Seleção e preparo da planta matriz; 
Fase I – Compreende a desinfestação e introdução do material vegetal em cultivo in vitro, em 
condições assépticas; 
Fase II – Multiplicação in vitro, ocorrendo a indução e multiplicação de brotos com uso de 
diferentes fitorreguladores vegetais; 
Fase III – Compreende o enraizamento dos brotos obtidos na fase anterior com uso ou não de 
fitorreguladores. Essa fase também pode ser realizada sob condições ex vitro; e 
Fase IV – Aclimatização, nessa fase as plântulas obtidas são transferidas das condições in 

vitro para o ambiente ex vitro, geralmente para condições de casa de vegetação ou estufas 
climatizadas. Trata-se de uma etapa crítica, representando, em muitos casos, as maiores 
perdas no cultivo in vitro de muitas espécies.  

Entretanto, essas fases podem variar conforme as peculiaridades de cada espécie, 
podendo ser necessária uma fase adicional de alongamento das partes aéreas antes do 
enraizamento, ou o esquema pode ser simplificado eliminando-se a etapa de enraizamento in 

vitro, manipulando-se as partes aéreas como microestacas, as quais enraizam diretamente no 
substrato de transplante (CARVALHO e VIDAL, 2003). 
 Do mesmo modo, o sucesso da propagação vegetativa in vitro de plantas depende de 
vários fatores, tanto intrínsecos, relacionados à própria planta, quanto extrínsecos, ligados às 
condições ambientais, como por exemplo, o tipo de explante, qualidade fitossanitária, 
componentes e suas concentrações no meio de cultura, temperatura e luminosidade (DIAS et 
al., 2012; KARIMAH et al., 2020).  Dentre os fatores internos destaca-se como exemplo a 
concentração dos hormônios vegetais, que varia de acordo com a espécie e o estádio de 
desenvolvimento da planta (DIAS et al., 2012). Os explantes podem possuir certa quantidade 
endógena de hormônios promotores ou inibidores de enraizamento, sendo necessário um 
balanceamento adequado entre eles para o sucesso da propagação.  
  
2.4.3 Assepsia do explante e fatores químicos, físicos e biológicos envolvidos na 
propagação in vitro  
 O material cultivado in vitro tem que estar livre de microrganismos que possam 
interferir durante o processo, caso contrário, culminaria na contaminação do meio e, 
consequentemente, na perda de todo material propagativo (CARVALHO e VIDAL, 2003; 
ANDRADE, 2002). Para tanto, antes da inoculação em meio de cultura os explantes/sementes 
devem passar pela etapa de desinfestação. Nesta etapa os mesmos são submetidos a uma série 
de procedimentos e produtos que devem torná-los isentos de microrganismos em sua 
superfície externa (ANDRADE, 2002). Os procedimentos e agentes desinfestantes utilizados 
são os mais diversificados; os produtos mais utilizados são soluções à base de hipoclorito de 
sódio ou de cálcio, água oxigenada, cloreto de benzalcônio, coquetéis de fungicidas e 
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antibióticos, e até mesmo combinações dos vários produtos e com diferentes tempos de 
exposição (COUTO, 2018; JARDIM, 2006). 

Levando-se em consideração a sensibilidade do tecido a ser desinfestado, geralmente, 
a concentração da solução e o tempo de exposição são itens manipulados de maneira 
inversamente proporcional (JARDIM, 2006), uma vez que a maior dificuldade nessa fase 
reside na obtenção de explantes vegetais descontaminados sem conduzi-los à morte. 
Efetivamente, um dos maiores entraves no estabelecimento in vitro de espécies lenhosas está 
na dificuldade de se obter tecidos livres de contaminações provocadas por fungos e bactérias e 
a frequente ocorrência de oxidações provocadas por compostos fenólicos (BAVARESCO et 
al., 2017). 
 O meio de cultura tem grande influência no desenvolvimento vegetal, pois é 
responsável por fornecer as condições ideais de nutrição e as características físico-químicas 
adequadas para o seu desenvolvimento (VICENTE et al., 2020). Por exemplo, as soluções de 
sais e açúcares do meio de cultivo influenciam o crescimento celular e a morfogênese pelas 
propriedades osmóticas e, consequentemente, o estabelecimento de plantas in vitro (PÊGO, 
2009).  Na germinação in vitro, as soluções de sais e açúcares que compõem os meios de 
cultivo não exercem efeito somente nutritivo, mas também influenciam osmoticamente na 
absorção de água durante a fase inicial de embebição (PIERINE et al., 2019).  
 Os meios de cultura se baseiam nas exigências nutricionais das plantas, devendo ser o 
mais adequado às necessidades de cada espécie e etapas in vitro, logo, não existe um meio de 
cultura padrão, que seja ideal para o balanço nutricional das diferentes espécies, mas o meio 
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com diferentes concentrações de sais tem sido 
frequentemente utilizado para muitas espécies (VICENTE et al., 2020; CORDEIRO et al., 
2014; PÊGO, 2009). É possível verificar na literatura o uso de infinitas combinações de 
macro e micronutrientes, vitaminas, fitorreguladores vegetais, açúcares, ágar-ágar, carvão 
ativo, PVP (polivinilpirrolidona), entre outros, na composição dos meios de cultura 
(VICENTE, 2019).   
 No geral, auxina e citocinina são dois grupos de fitorreguladores mais comumente 
utilizados em cultura de tecidos de plantas. A adição dos mesmos no meio de cultura é útil 
para regular a célula na divisão, alongamento e diferenciação e formação de 
órgãos (KARIMAH et al., 2020). A razão auxina/citocinina em meio de cultura é 
determinante para a resposta organogênica. Geralmente, altas razões auxina/citocinina 
induzem à formação de raízes adventícias, enquanto baixas razões induzem à formação de 
brotos. Em meios com razões intermediárias de auxina/citocinina ocorre proliferação celular 
desorganizada (calos) (CARVALHO et al., 2006).  Em geral, explantes apicais apresentam 
nível de auxina mais alto que os explantes intermediários ou medianos (RIBEIRO et al., 
2007).  
 Dentre os fatores físicos, temperatura e luz podem ser considerados uns dos mais 
importantes. As sementes de espécies da família Melastomataceae apresentam uma faixa de 
temperatura de germinação relativamente alta. Prudente et al. (2012) verificaram que a 
espécie Tibouchina clavata germina entre 15 a 35 °C, sendo que a temperatura ótima ocorre 
no intervalo de 20 a 30 °C, não apresentando germinação em 40 °C. De forma semelhante, 
Carreira e Zaidan (2007) verificaram que a maior germinabilidade das sementes das espécies 
Miconia albicans, Miconia langosdorffii, Miconia rubiginosa, Miconia stenostachya, 
Schizocetron elegans e Tibouchina gracilis foi obtida nas temperaturas entre 20 ºC e 30 ºC, 
com alterações na velocidade média de germinação, e as temperaturas de 15 ºC e 35 ºC 
afetaram negativamente a germinação das mesmas. Andrade (1995) verificou que dentre as 
temperaturas testadas na germinação de sementes de Leandra breviflora, Tibouchina 

benthamiana, Tibouchina grandifolia e Tibouchina moricandiana, a temperatura ótima para a 
germinação de sementes de todas as espécies foi de 30°C. O autor também verificou a 
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redução ou a ausência de germinação nas temperaturas de 15 e 35°C. Andrade e Pereira 
(1994) em estudo com Tibouchina moricandiana também verificaram que a temperatura 
ótima para a germinação de sementes desta espécie foi de 30°C, e que temperaturas de 20 e 
35°C causaram o decréscimo no percentual e na velocidade de germinação.  
 Sabe-se que a luz é um sinal importante para quebrar a dormência nas sementes pela 
ativação de um pigmento fotorreceptor denominado de fitocromo. Este pigmento apresenta 
duas formas fotorreversíveis: a) a forma V (Fv) que percebe comprimentos de onda do 
vermelho (pico máximo de absorção 660 nm); b) a forma VE (Fve) que percebe o vermelho-
extremo (pico máximo de absorção 730 nm) (TAIZ et al. 2017; KERBAUY, 2019). A 
fotoconversão da forma do fitocromo Fv a Fve é induzida por comprimento de onda no 
vermelho (V) e por luz azul, enquanto que a reversão de Fve a Fv é induzida por comprimento 
de onda no vermelho-extremo (VE) e também pelo escuro (CARREIRA e ZAIDAN, 2007; 
KERBAUY, 2019).  

Além da qualidade da luz, as respostas ao fitocromo também podem depender da 
quantidade, intensidade e fotoperíodo. Este pigmento é o sensor primário para a germinação 
regulada por luz, por isso, em algumas espécies as sementes permanecem dormentes se estão 
enterradas abaixo de uma profundidade na qual a luz penetra ou até mesmo quando tais 
sementes estão na superfície do solo ou próximas a ela, a quantidade de sombra do dossel da 
vegetação (razão V:VE que a semente recebe), além disso, a forma Fve deste pigmento 
(fisiologicamente ativa) é muito instável  e pequenas alterações podem afetar a germinação 
(CARREIRA e ZAIDAN, 2007; TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019;)  

Estudos com germinação de sementes de diferentes espécies de Melastomataceae 
demonstraram que, em geral, as mesmas apresentam fotoblastismo positivo, ou seja, não 
germinam ou apresentam baixo percentual de germinação na ausência de luz como, por 
exemplo, Tibouchina clavata (PRUDENTE et al., 2012); Tibouchina heteromalla (CAMPOS 
et al., 2009); Tibouchina stenocarpa (FAVA e ALBUQUERQUE, 2009); Tibouchina 

mutabilis (SIMÃO e TAKAKI, 2008; SIMÃO et al., 2007);  Tibouchina multiflora (GARCIA 
et al., 2006); Tibouchina pulchra e Tibouchina granulosa (ZAIA e TAKAKI, 
1998);Tibouchina benthamiana, Tibouchina grandifolia e Tibouchina moricandiana 

(ANDRADE, 1995); Tibouchina moricandiana (ANDRADE e PEREIRA, 1994); Tibouchina 

urvilleana (KRAEMER et al., 2000); Tibouchina sellowiana (BARBOSA et al., 1988) e 
Tibouchina fothergillae (PINTO et al., 1984). 
 Apesar das culturas in vitro apresentarem uma baixa taxa fotossintética e o carbono 
necessário ser fornecido através de carboidratos, tendo como principal fonte a sacarose, a luz 
é necessária para regular o processo de morfogênese como a formação de brotos e a iniciação 
de raízes. Em algumas espécies, o escuro ou a baixa intensidade luminosa durante os 
primeiros dias após a inoculação podem reduzir a oxidação fenólica dos explantes (MILDE, 
1998). Cada espécie ou variedade se comporta de maneira diferente, e têm grande influência a 
idade da planta e suas condições prévias no campo, a época da coleta, o tipo de explante, a 
posição que este ocupa na planta e uma larga lista de aspectos, próprios do material vegetal, 
que dificilmente podem ser controlados em sua totalidade (CARVALHO e VIDAL, 2003). O 
que reafirma a necessidade de estudos que permitam conhecer os fatores inerentes a cada 
espécie para a obtenção de sucesso no processo de regeneração, multiplicação e 
estabelecimento da espécie de interesse in vitro. 
 O efeito do fotoperíodo e da temperatura sobre a germinação de sementes pode estar 
relacionado com a biossíntese de giberelinas, uma vez que esta biossíntese é fortemente 
regulada por fatores ambientais, como fotoperíodo e temperatura, os quais podem alterar os 
níveis de giberelinas bioativas por afetarem passos específicos da rota biossintética 
(KERBAUY, 2019).  
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2.4.4 Aclimatização 
A fase final da propagação in vitro é conhecida como aclimatização, durante a qual as 

mudas resultantes são transferidas de condições in vitro para condições ex vitro, normalmente 
em casa de vegetação. Esta é uma etapa crítica que causa as maiores perdas no cultivo in vitro 
de muitas espécies. A passagem das mudas das condições in vitro para ex vitro torna-se crítica 
devido fatores como o estresse hídrico, taxa fotossintética, absorção de nutrientes e 
fitossanidade (PAIVA e PAIVA, 2001). Nessa etapa, as plantas passam por adaptações 
bioquímicas, anatômicas e morfológicas, alterando os processos fisiológicos até então 
adaptados para as condições de sobrevivência in vitro (VICENTE e ARAUJO, 2020). 

O estresse hídrico resulta da elevada transpiração das plantas durante a transferência 
para a condição ex vitro. A baixa eficiência em regular a transpiração excessiva ocorre 
porque, em geral, as plantas in vitro possuem estômatos pouco funcionais, reduzido 
espessamento da cutícula e da parede das células epidérmicas, pequeno desenvolvimento do 
mesófilo foliar, com muitos espaços intercelulares e ausência ou reduzido número de tricomas 
na epiderme (LIMA-BRITO et al., 2016). 

A atividade fotossintética das plantas in vitro é limitada principalmente pela reduzida 
intensidade luminosa, baixa concentração de CO2 no recipiente de cultivo e presença de 
sacarose no meio de cultura que é, em geral, a única ou principal fonte de carbono para o 
crescimento e desenvolvimento das plantas neste ambiente (LIMA-BRITO et al., 2016). As 
raízes de plantas provenientes da propagação in vitro são fracas e pouco funcionais, uma vez 
que no meio de cultura as plântulas, em geral, encontram facilmente disponíveis todos os 
suprimentos necessários para seu desenvolvimento (ZANDONÁ et al., 2014). Além disso, 
plântulas propagadas em condições in vitro, ou seja, em condições assépticas são, portanto, 
privadas de potenciais microrganismos patogênicos, mas também daqueles que possam 
apresentar efeitos benéficos ao seu desenvolvimento (VICENTE e ARAUJO, 2020). 

Dentre os trabalhos de propagação in vitro com Melastomataceae que elucidaram a 
etapa de aclimatização é citado Lawarence e Murugan (2017), que aclimatizaram plântulas de 
Osbeckia aspera sob ambiente natural em Ponmudi/Índia e terra de jardim e alcançaram 90% 
de sobrevivência de plantas. Prudente et al. (2016) averiguaram índice de sobrevivência em 
torno de 55% para Miconia ligustroides, atribuindo a baixa taxa de sobrevivência à 
fragilidade dos tecidos foliares dessa espécie, o que, possivelmente, dificultou seu 
estabelecimento ex vitro. Wang et al. (2015), em estudos com germinação e desenvolvimento 
in vitro de Medinilla formosana, relataram que houve sucesso na aclimatização das mudas 
provenientes de cultivo in vitro a partir de sementes, entretanto, os autores não dão maiores 
detalhes do material e métodos utilizados nesta etapa. Zeng et al. (2008) aclimatizaram 
trezentas plântulas bem desenvolvidas de Tigridiopalma magnifica provenientes do cultivo in 

vitro; as mesmas foram dispostas em vasos de plantio contendo uma mistura de areia, turfa 
peneirada e perlita (1: 1: 1; v/v) e transferidas para casa de vegetação. Após 30 dias 86% das 
mudas sobreviveram, não demosntrando qualquer variação fenotípica em comparação com as 
plantas de origem. A etapa de aclimatização é fundamental nessa técnica, visto que se trata de 
uma das etapas mais crítica na micropropagação de plantas. Pode-se verificar que protocolos 
completos de micropropagação para Melastomataceae são escassos na literatura. 

 
2.5 Ensino e aprendizado de botânica na Educação Básica 

 O ensino de botânica, em todos os níveis acadêmicos, tem sido motivo de 
preocupação em nosso país, caracterizando-se como excessivamente teórico, desestimulante e 
subvalorizado no conjunto das Ciências Biológicas (SALATINO e BUCKERIDGE, 2016). 
Nesse contexto, a escola deve promover um processo de ensino e aprendizagem apoiado em 
um currículo dinâmico e atual, distanciando-se do ensino tradicional baseado em currículos 
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lineares e de práticas meramente memorísticas, que transformam o Ensino de Ciências, não 
em descobertas, mas sim, em simples memorização de conteúdos (SANTOS et al., 2020).  

De acordo com Ursi et al., (2018), em muitas circunstâncias, o ensino e aprendizado 
dos conteúdos de Botânica são ofertados de forma descontextualizada, sendo esse 
provavelmente um dos fatores que causam maior desinteresse e dificuldade de aprendizagem 
por parte dos estudantes. A “cegueira botânica” também é uma das hipóteses defendidas por 
Salatino e Buckeridge (2016) para explicar tais dificuldades no Ensino de Botânica. 
Atualmente denominada “Disparidade na Conscientização Botânica (DCB)”, trata-se da 
tendência de não notar as plantas no ambiente, subestimando sua importância (BROWNLEE 
et al., 2021).  

Estudos relatam a dificuldade e, por conseguinte, o desinteresse de professores e 
estudantes no ensino e aprendizado desses conteúdos (SALATINO e BUCKERIDGE, 2016; 
URSI et al., 2018; VINHOLI JÚNIOR et al., 2018; SOUSA e SUDÉRIO, 2023). A 
dificuldade pode estar ligada à formação inicial e continuada dos professores ou ao pouco 
interesse por esses conteúdos, o que leva a uma abordagem superficial dos assuntos 
(OLIVEIRA et al., 2022). Nessa perspectiva, a aproximação entre universidades e a escolas 
através da extensão universitária desempenha um papel fundamental na formação de 
profissionais qualificados e na disseminação do conhecimento para a comunidade, 
impactando positivamente a sociedade como um todo (SOUZA e CONTE, 2020). 

No Ensino Fundamental (EF), os conteúdos de Botânica estão presentes na disciplina 
de Ciências da Natureza desde os anos iniciais até os anos finais (BRASIL, 2018). De acordo 
com a Base Nacional Comum Curricular (BNCC) de 2018, os conteúdos de reprodução de 
plantas deverão ser ministrados no 2° e 8° ano do EF, respectivamente, onde os alunos 
deverão adquirir uma série de habilidades, entre elas: “(EF02CI06) Identificar as principais 
partes de uma planta (raiz, caule, folhas, flores e frutos) e a função desempenhada por cada 
uma delas, e analisar as relações entre as plantas, o ambiente e os demais seres vivos.” 
(BRASIL, 2018, p. 335). “(EF08CI07) Comparar diferentes processos reprodutivos em 
plantas e animais em relação aos mecanismos adaptativos e evolutivos” (BRASIL, 2018, p. 
349).  
  Segundo Oliveira e Santos (2022) a aprendizagem significativa depende de duas 
condições: da disposição que o aluno precisa ter para aprender e da contextualização do 
conteúdo escolar, este que deve condizer com a realidade do aluno. Para que o processo de 
aprendizagem seja significativo, além da contextualização do conteúdo escolar com a 
realidade do aluno, também se faz necessário à aplicação de metodologias dinâmicas e 
interativas (MORAIS et al., 2019; SANTOS e AÑEZ, 2021; URSI et. al., 2018). 
É  fundamental propor situações educativas voltadas à promoção e construção coletiva do 
conhecimento, à integração de alunos e professores, que permitam a aprendizagem por meio 
da interação e da troca de conhecimento entre os participantes (SANTOS et al., 2020). 

Estudos demonstram que o uso de material concreto em sala de aula é uma forma de 
apresentar ao aluno uma maneira mais fácil e palpável de aprender tornando a aula 
participativa e proveitosa (SILVA e SILVA, 2017). Dessa maneira, a utilização de oficinas 
pedagógicas mostra-se como importante estratégia metodológica, unindo teoria e prática de 
maneira lúdica e vivenciada, possibilitando o ensino e aprendizado mais interessante dos 
conteúdos de Botânica (FELICETI et al., 2021; OLIVEIRA e SANTOS, 2022), sobretudo dos 
diferentes métodos de propagação de plantas. 
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3 CAPÍTULO I 
 

GERMINAÇÃO IN VITRO DE SEMENTES DE P. granulosum, P. heteromallum E P. 
mutabile  
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3.1 RESUMO 
 

Pleroma granulosum, Pleroma heteromallum e Pleroma mutabile são plantas nativas do 
Brasil de importância ecológica e ornamental. Essas espécies apresentam elevada produção de 
sementes, no entanto, estas são diminutas e frequentemente inviáveis o que incorre em baixas 
porcentagens de germinação por técnicas convencionais. A propagação in vitro surge como 
alternativa para aumentar a porcentagem de germinação quando outros métodos tradicionais 
são ineficientes. O trabalho objetivou avaliar a eficiência da germinação de sementes de P. 

granulosum, P. heteromallum e P. mutabile propagadas por método convencional (ex vitro) e 
em sistema in vitro em diferentes substratos. As sementes utilizadas foram colhidas de plantas 
matrizes cultivadas na cidade de Mendes/RJ e levadas para laboratório onde se retirou, 
manualmente, as impurezas. Em sequência, as sementes foram dispostas em tubos criogênicos 
totalizando 04 frascos (repetições) contendo 0,01 g de sementes cada. Os frascos foram 
transferidos para câmara de fluxo onde foram realizados os procedimentos de desinfestação e 
semeadura para cada um dos tratamentos. O experimento foi organizado em delineamento 
inteiramente casualizado e constituído de quatro tratamentos: vasos de polipropileno contento 
o substrato Multiplant® (T1); dupla camada de papel tipo germitest (T2); frascos contendo 
vermiculita (T3) e frascos contendo meio MS com 25% da concentração original de sais (T4). 
Os recipientes foram levados para B.O.D., onde permaneceram por 21 dias, sob temperatura 
de 25±1°C e fotoperíodo de 16 horas. Para o tratamento ex vitro (T1) os procedimentos de 
desinfestação das sementes e semeadura foram realizados em laboratório e em sequência os 
vasos foram acondicionados em casa de vegetação, onde permaneceram pelo mesmo período 
de tempo. Após esse período realizou-se os testes de germinação de repetições pesadas. Os 
resultados alcançados sugerem que a germinação in vitro possibilita a maximização da 
germinação de sementes das espécies estudadas, quando comparado ao método de propagação 
tradicional. O uso do meio Murashige e Skoog (MS) possibilitou a obtenção do maior número 
de sementes germinadas em todas as espécies estudadas. A germinação in vitro é uma técnica 
alternativa e viável que poderá vir a ser utilizada para subsidiar futuras aplicações 
biotecnológicas para micropropagação ou conservação dessas espécies. 
 
Palavras-chave: Melastomataceae. Produção de mudas. Micropropagação.  
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3.2 ABSTRACT 
 

Pleroma granulosum, Pleroma heteromallum and Pleroma mutabile are plants native to 
Brazil of ecological and ornamental importance. These species have high seed production, 
however, these are tiny and often unviable, which results in low germination percentages 
using conventional techniques. In vitro propagation appears as an alternative to increase 
the germination percentage when other traditional methods are inefficient. The work 
aimed to evaluate the germination efficiency of  P. granulosum, P. heteromallum and P. 
mutabile seeds propagated by conventional method (ex vitro) and in vitro system on 
different substrates. The seeds used were collected from mother plants grown in the city of 
Mendes/RJ and taken to the laboratory where impurities were manually removed. Next, 
the seeds were placed in cryogenic tubes totaling 04 vials (replications) containing 0.01 g 
of seeds each. The bottles were transferred to the flow chamber where the disinfestation 
and seeding procedures were carried out for each of the treatments. The experiment was 
organized in a completely randomized design and consisted of four treatments: 
polypropylene pots containing the Multiplant® substrate (T1); double layer of germitest 
paper (T2); flasks containing vermiculite (T3) and flasks containing MS medium with 
25% of the original salt concentration (T4). The containers were taken to B.O.D., where 
they remained for 21 days, at a temperature of 25±1°C and a photoperiod of 16 hours. For 
the ex vitro treatment (T1), the seed disinfestation and sowing procedures were carried out 
in the laboratory and then the pots were placed in a greenhouse, where they remained for 
the same period of time. After this period, heavy replication germination tests were carried 
out. The results achieved suggest that in vitro germination makes it possible to maximize 
seed germination of the species studied, when compared to the traditional propagation 
method. The use of Murashige and Skoog (MS) medium made it possible to obtain the 
largest number of germinated seeds in all species studied. In vitro germination is an 
alternative and viable technique that could be used to support future biotechnological 
applications for micropropagation or conservation of these species. 
 
Keywords: Melastomataceae. Seedling production. Micropropagation.  
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3.3 INTRODUÇÃO 
 

Pleroma é um gênero da família Melastomataceae de grande valor ecológico e 
ornamental, cuja algumas espécies são porpularmente conhecidas como quaresmeira (LATOH 
et. al., 2022; SANTOS et al., 2022).  No geral, espécies deste gênero produzem muitas 
sementes por planta. Entretanto, as sementes são diminutas, fato que dificulta a coleta e 
manuseio, além de existir grande número de sementes sem embrião, conferindo baixa taxa de 
germinabilidade ou ainda baixa sobrevivência de plântulas após a germinação (BORTOLINI 
et al., 2008; CÉZAR et al., 2009; NIENOW et al., 2010; NICKNICH et al., 2013; DUARTE et 
al., 2019; FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 2020). O pequeno tamanho das sementes e a 
ausência ou tamanho reduzido do endosperma tornam o embrião mais suscetível, 
praticamente sem reservas para garantir o início do desenvolvimento das plântulas 
(CARREIRA e ZAIDAN, 2007; FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 2020).  

Como alternativa ao método seminal, a propagação dessas espécies vem sendo 
realizada através da propagação vegetativa, via estaquia, miniestaquia caulinar ou alporquia 
(FRAGOSO et al., 2017; LATOH et al., 2018; DUARTE et al., 2019; LATOH et. al., 2019; 
BASTOS et al., 2020; LATOH et. al., 2022). Essas são técnicas, geralmente, mais rápidas que 
a produção de mudas por sementes, além de viabilizarem a obtenção de plantas idênticas à 
planta matriz (LATOH et. al., 2022). Contudo, em alguns casos também apresentam 
empecilhos, como por exemplo, a impossibilidade de produção de mudas em escala comercial 
e em determinadas épocas do ano (LATOH et. al., 2022), a dificuldade de manutenção 
fitossanitária das estacas ou alporques e a necessidade do uso de fitorreguladores como 
auxinas (SILVA et al., 2019; BASTOS et al., 2020). 

Nesse sentido, a propagação in vitro surge como alternativa aos métodos tradicionais 
de propagação, apresentando uma gama de aplicações para culturas de interesse agronômico 
ou florestal, principalmente daquelas de difícil propagação através dos métodos convencionais 
(AFONSO et al., 2018; HASNAIN et al., 2022; SOARES et al., 2023).  

Após a germinação in vitro as mudas obtidas podem ser utilizadas como explantes na 
morfogênese in vitro e na multiplicação massal para aplicação comercial ou de conservação 
ex situ visando a conservação de recursos naturais (APÓSTOLO et al., 2016; PÊGO et al., 
2015a). A germinação in vitro permite alcançar altos índices de germinação de sementes, 
quando comparada com outras técnicas de semeadura, por exemplo, utilizando substratos 
como papel (PÊGO et al., 2015b). Essa técnica também permite, simultaneamente, produção 
de mudas em larga escala, em qualquer época do ano, num pequeno espaço e com qualidade 
fitossanitária, além de permitir a conservação de recursos genéticos e servir de subsídio ao 
melhoramento de plantas (AFONSO et al., 2018; FARIA et al., 2020; PLESSIS et al., 2020; 
SILVA et al., 2021; HASNAIN et al., 2022; SOARES et al., 2023). A germinação in vitro, no 
entanto, apresenta certas limitações como, dificuldade na assepsia do explante, surgimento de 
anomalias fisiológicas ou genéticas nas plantas, alta mortalidade de mudas durante a etapa de 
adaptação às condições ex vitro, custos com o material de cultura, eletricidade e mão de obra 
(ALBINO et al., 2019; SILVA et al., 2021; HASNAIN et al., 2022; SOARES et al., 2023). 

Mediante a estratégia reprodutiva de espécies de Melastomataceae, em produzir 
grande quantidade de diminutas sementes, entretanto com baixa taxa de germinação e baixa 
probabilidade de estabelecimento das plântulas através dos métodos tradicionais de 
propagação (PRUDENTE et al., 2016; FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 2020; SILVA et al., 
2022).  

Estudos da germinação de sementes de Pleroma spp. in vitro poderão contribuir para 
ampliar a taxa de germinação de sementes dessas espécies e, adicionalmente,  possibilitará a 
produção de mudas in vitro, em escala comercial e com qualidade fitossanitária, além de 



30 
 

fornecer subsídio para futuras aplicações biotecnológicas e de conservação dessas espécies 
florestais nativas. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da germinação in vitro de sementes de 
Pleroma granulosum, Pleroma heteromallum e Pleroma mutabile em diferentes substratos, 
visando ampliar as taxas de germinação de sementes dessas espécies.  
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 3.4 MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.4.1 Seleção de plantas matrizes, cápsulas e sementes 

As plantas matrizes de P. granulosum, P. heteromallum e P. mutabile utilizadas nesta 
pesquisa encontram-se disponíveis no município de Mendes/RJ (22°31’36” S; 43°43’58” W). 
O clima da região, segundo dados oficiais da Prefeitura Municipal de Mendes (2024), é 
classificado como Tropical de Altitude-Cwa, com temperatura média anual de 24°C, 
pluviosidade média anual de 1395 mm e a altitude média de 446 m. 

As cápsulas de sementes foram coletadas manualmente de cinco plantas matrizes de 
cada espécie, no ano de 2020, entre os meses de abril-junho para P. granulosum e P. 

heteromallum e maio-julho para P.mutabile. Utilizou-se como parâmetro o período de 
abertura natural das cápsulas. Após a coleta, as mesmas foram colocadas dentro de sacos de 
papel e secas à sombra em temperatura ambiente. Posteriormente, foram levadas para o 
Laboratório de Epidemiologia e Patologia de Sementes (LabEPS) do Departamento de 
Fitotecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) - Seropédica/RJ para 
condução dos experimentos.  

 
3.4.2 Desinfestação das sementes e semeadura em diferentes substratos 

No laboratório as cápsulas de P. granulosum, P. heteromallum e P. mutabile foram 
agitadas manualmente sobre papel sulfite branco para que as sementes pudessem se 
desprender do interior das cápsulas. Retiraram-se, manualmente, as impurezas e procedeu-se 
com a homogeneização das sementes. Em sequência, as sementes foram dispostas em tubos 
plásticos com tampa tipo parafuso com capacidade de 1,8 mL (Tubos criogênicos IMEC®), 
totalizando 04 frascos (repetições) contendo 0,01 g de sementes cada, adaptado de Fava e 
Albuquerque (2009). Os frascos foram transferidos para câmara de fluxo laminar e, com 
auxílio de seringas descartáveis com agulhas acopladas, as sementes foram submetidas à 
desinfestação em solução comercial de hipoclorito de sódio (Qboa®) a 1% contendo três gotas 
de Tween® 20, por 1 minuto. Em seguida, estas foram enxaguadas três vezes em água 
destilada e autoclavada antes da semeadura nos diferentes tratamentos. Durante o processo de 
desinfestação, as sementes que ficavam sobre a solução desinfetante e sobre a água de tríplice 
lavagem eram descartadas juntamente com a solução e com a água residual, antes de serem 
inoculadas sobre os diferentes substratos. 

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e 
constituído de quatro tratamentos: vasos de polipropileno (80 mL) contento o substrato 
comercial Multiplant® (60% de casca de pinus, 15% de vermiculita e 25% de húmus e terra 
vegetal) – controle negativo (T1); dupla camada de papel tipo germitest embebido com água 
destilada autoclavada 2,5  vezes  a  sua  própria  massa e dispostos em placas de Petri – 
controle positivo (T2); frascos de vidro (40 mL) contendo vermiculita embebida com água 
destilada autoclavada 2,5  vezes  a  sua  própria  massa (T3); e em frascos de vidro (40 mL) 
contendo meio de cultura Murashige e Skoog (1962)  com vitaminas (Phygenera®) (meio MS) 
com 25% da concentração original de sais (T4). Ao meio de cultura foram adicionados 15 g L-

1 de sacarose (Neon P.A. Laderquímica) e 8 g L-1 de Agar (MicroMED ISOFAR). O pH do 
meio foi ajustado para 5,8±0,1, antes da adição do ágar e a autoclavagem foi realizada por 20 
minutos a 121°C e 1,2 atm.   

Os procedimentos de desinfestação das sementes e semeadura foram realizados em 
câmara de fluxo laminar. Os frascos e as placas de Petri tiveram as bordas protegidas com 
filme transparente de PVC, sendo mantidos por 21 dias em estufa tipo B.O.D. (EletroLab 
Modelo EL 212) sob temperatura de 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas. Houve exceção para o controle negativo (T1), cujos procedimentos de 
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desinfestação das sementes e semeadura foram realizados em laboratório e em sequência os 
vasos foram acondicionados em casa de vegetação, onde permaneceram pelo mesmo período 
de tempo.  

A unidade experimental foi constituída dos vasos de polipropileno, placas de Petri ou 
frascos de vidro, conforme o tratamento, com quatro repetições cada, totalizando 16 unidades 
experimentais. Os experimentos de P. granulosum e P. heteromallum foram realizados 
simultaneamente, o experimento com P. mutabile em data posterior. Na Figura 4 tem-se o 
aspecto da semeadura sobre meio de cultura (T4). 

 

 
Figura 4.  Aspecto das sementes de P. heteromallum sobre meio de cultura no 7° dia após a 
inoculação. Barra: 1 cm (Fonte: Autora, 2021). 
 
3.4.3 Teste de germinação de sementes 

Aos 21 dias após semeadura (DAS), foi realizado o teste de germinação das sementes, 
considerando como germinadas as sementes que apresentaram a emissão de raiz primária e a 
abertura da plúmula ao fim do período do teste. O teste de germinação utilizado foi o de 
repetições pesadas, com uso de tabela de tolerância, conforme Regras para Análise de 
Sementes (BRASIL, 2009) e Instruções para Análise de Sementes de Espécies Florestais 
(BRASIL, 2013).  
 O teste de repetições pesadas consiste em calcular o número total de sementes 
germinadas (soma das sementes germinadas nas quatro repetições) e, em sequência, calcula-se 
a diferença entre o maior e o menor valor de sementes germinadas entre as repetições.  Faz-se 
a interpretação na tabela de tolerância (Tabela 1).  

A tolerância deve ser verificada através do resultado da diferença entre o maior e o 
menor valor de sementes germinadas entre as repetições. Se o valor encontrado for menor ou 
igual ao valor de tolerância da tabela, o teste é considerado válido, sendo este resultado 
superior à tolerância indicada, o teste de germinação deverá ser repetido (BRASIL, 2009). O 
resultado do teste é considerado confiável se a diferença entre a maior e menor contagem total 
das repetições estiver dentro dos limites de tolerância conforme tabela de tolerância. 
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Tabela 1. Tabela de tolerância para testes de germinação em repetições pesadas (número de 
sementes germinadas) (BRASIL, 2009 p.387). 

Número total de 
sementes germinadas 
nas quatro repetições 

Tolerância* 
Número total de 

sementes germinadas 
nas quatro repetições 

Tolerância* 

A (0-160) B A (maior que 160) B 
0 - 6 4 161 – 174 27 
7 - 10 6 175 – 188 28 
11 -14 8 189 – 202 29 
15 - 18 9 203 – 216 30 
19 - 22 11 217 – 230 31 
23 - 26 12 231 – 244 32 
27 - 30 13 245 – 256 33 
31 - 38 14 257 – 270 34 
39 - 50 15 271 – 288 35 
51 - 56 16 289 – 302 36 
57 - 62 17 303 – 321 37 
63 - 70 18 322 – 338 38 
71 - 82 19 339 – 358 39 
83 - 90 20 359 – 378 40 
91 - 102 21 379 – 402 41 
103 - 112 22 403 – 420 42 
113 - 122 23 421 – 438 43 
123 - 134 24 439 – 460 44 
135 - 146 25 > 460 45 
147 - 160 26 ----  

*Tolerâncias máximas admitidas para comparação de resultados relativos a cada repetição de um mesmo teste, a 
5% de probabilidade.  
 

O número de sementes germinadas por tratamento foi submetido ao teste de 
normalidade Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade. Em seguida foi realizada a análise de 
variância a 5% e, quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade, com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Foi observado que os resultados de germinação, para todas as espécies de Pleroma 

estudadas, se mantiveram dentro da tolerância máxima admitida pelas Regras para Análise de 
Sementes (BRASIL, 2009) e Instruções para Análise de Sementes de Espécies Florestais 
(BRASIL, 2013). No entanto, não houve germinação das sementes dispostas sobre o substrato 
comercial Multiplant® (T1) para nenhuma das espécies testadas.  

Os valores médios do número de sementes germinadas em 0,01 g de sementes de P. 

granulosum considerando os diferentes tratamentos estão apresentados na Tabela 2. 
Observou-se a germinação total de 11, 66 e 120 sementes germinadas sobre papel germitest 
(T2), sobre vermiculita (T3) e sobre meio de cultura MS (T4), respectivamente. O teste de 
comparação de médias demonstrou que houve diferença significativa entre os tratamentos, 
sendo a germinação in vitro sobre meio de cultura MS superior aos demais. A germinação in 

vitro sobre vermiculita mostrou ser superior a germinação sobre papel germitest.  
 

Tabela 2. Número de sementes germinadas em 0,01g de sementes de Pleroma granulosum 

aos 21 dias após semeadura sobre substrato comercial Multiplant® (T1); sobre papel germitest 
disposto em placa de Petri (T2); in vitro sobre vermiculita (T3) e in vitro sobre meio de 
cultura MS (T4) (Seropédica/RJ, 2021). 

Tratamento 
R1 R2 R3 R4 Total Diferença entre 

repetições 
Tolerância 
da Tabela Média* 

Unidade 
Multiplant® (T1) 0 0 0 0 0 0 - 0,0 c 
Papel (T2) 1 0 5 5 11 4 8 2,75 c  
Vermiculita (T3) 16 16 20 14 66 6 18 16,50 b  
Meio MS (T4) 34 27 29 30 120 7 23 30,00 a 

*médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
Coeficiente de variação (%) = 19,01.   

 
Pesquisas demonstraram que a germinação das espécies T. pulchra (sinonímia 

Pleroma raddianum) e T. granulosa (sinonímia P. granulosum), embebidas em água e 
dispostas sobre papel de filtro, ocorreram a partir do 8° e 15° dia, respectivamente (Zaia e 
Takaki, 1998). Esses autores observaram a germinação máxima em torno de 30% para T. 

pulchra e 15% para T. granulosa, sendo que as sementes não germinadas apresentavam 
ausência de embrião, conforme verificado visualmente com o uso de microscópio óptico nas 
sementes que não germinaram. 

Para a espécie P. heteromallum, os valores médios para número de sementes 
germinadas em 0,01 g de sementes para os diferentes tratamentos encontram-se na Tabela 3. 
Observou-se a germinação total de 101, 72 e 413 sementes para os tratamentos T2, T3 e T4, 
respectivamente. O teste de comparação de médias demonstrou que houve diferença 
significativa entre os tratamentos, sendo T4 (sobre meio MS) superior aos demais, seguido de 
T2 (sobre papel germitest) e de T3 (sobre vermiculita).   

Os resultados encontrados neste trabalho indicam que a germinação de sementes de P. 

heteromallum in vitro, sobre meio de cultura MS, pode incrementar em até quatro vezes o 
percentual médio de germinação de sementes, quando comparado com a germinação sobre 
papel germitest dispostos em placa Petri.  
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Tabela 3. Número de sementes germinadas em 0,01g de sementes de Pleroma heteromallum 

aos 21 dias após semeadura sobre substrato comercial Multiplant® (T1); sobre papel germitest 
disposto em placa de Petri (T2), in vitro sobre vermiculita (T3) e in vitro sobre meio de 
cultura MS (T4) (Seropédica/RJ, 2021). 

Tratamento 
R1 R2 R3 R4 Total Diferença entre 

repetições 
Tolerância da 

Tabela Média* 

unid. 
Multiplant® (T1) 0 0 0 0 0 0 - 0,00 d 
Papel (T2) 26 20 27 28 101 8 21 25,25 b 
Vermiculita (T3) 19 18 15 20 72 5 19 18,00 c 
Meio MS (T4) 105 109 96 103 413 13 42 103,25 a 
*médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
Coeficiente de variação (%) = 9.38.  

 
Os resultados encontrados para o tratamento T2 corroboram com o trabalho de Fava e 

Albuquerque (2009), que observaram o número médio de 32 sementes germinadas em 0,01g 
de sementes de Tibouchina stenocarpa (nome popular quaresmeirinha). A semeadura foi 
realizada em caixas de plástico transparente (tipo gerbox), sobre papel mata borrão, sendo 
utilizadas quatro subamostras, cada uma com 0,01g de sementes, espalhadas sobre o 
substrato. As caixas foram mantidas fechadas e colocadas em câmaras de germinação sob 
temperatura de 25°C e fotoperíodo de 8 horas. 

Campos et al. (2009) relataram baixa eficiência na propagação via sexual de P. 

heteromallum, com taxa total de germinação de sementes de 56%. Entretanto, diferentemente 
dos resultados obtidos neste trabalho, Campos et al. (2009) constataram 68% de sementes 
germinadas para o tratamento controle, isto é, sementes provenientes da polinização natural, 
postas para germinar sobre folhas de papel filtro dispostos em placas de Petri e armazenadas 
em estufa tipo B.O.D., sob temperatura de 25°C ±1. 

Prudente et al. (2012) avaliaram o poder germinativo de sementes de Tibouchina 

clavata, dispostas sobre papel filtro, na presença e ausência de luz, constituindo dois 
tratamentos com quatro repetições de 0,01 g de sementes. Os experimentos foram conduzidos 
sob diferentes temperaturas constantes (15, 20, 25, 30, 35 e 40°C) em germinadores com luz 
branca fluorescente e fotoperíodo de 12 h e também na presença e ausência de luz sob 
temperatura de 25°C e fotoperíodo de 12 h. Os autores constatarm que sob temperatura de 
25°C ocorreu o melhor desempenho germinativo (63%), considerando a porcentagem e a 
velocidade da germinação. Na presença de luz, houve germinação de 46% das sementes de T. 

clavata, enquanto que na ausência de luz não houve germinação. Levando em consideração a 
produtividade de sementes por planta, esses pesquisadores consideram uma boa porcentagem 
de germinação. 

Para P. mutabile observou-se a germinação total de 123 sementes em T4. Para os 
demais tratamentos não houve germinação de sementes (Tabela 4).  

 
Tabela 4. Número de sementes germinadas em 0,01g de sementes de Pleroma mutabile aos 
21 dias após semeadura sobre substrato comercial Multiplant® (T1); sobre papel germitest 
disposto em placa de Petri (T2), in vitro sobre vermiculita (T3) e in vitro sobre meio de 
cultura MS (T4) (Seropédica/RJ, 2021). 

Tratamento 
R1 R2 R3 R4 Total Diferença entre 

repetições 
Tolerância da 

Tabela Média* 

unid. 
Multiplant® (T1) 0 0 0 0 0 0 - 0,0 
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Papel (T2) 0 0 0 0 0 0 - 0,0 
Vermiculita (T3) 0 0 0 0 0 0 - 0,0 
Meio MS (T4) 25 40 30 28 123 15 24 30,75 
*mediante aos resultados obtidos, não foi realizada análise estatística.  

 
Simão et al. (2007) avaliaram a eficiência de germinação de sementes frescas e de 

sementes secas de T. mutabilis (sinonímia P. mutabile) aos 7, 14, 21 e 28 dias após a antese. 
Os mesmos verificaram que nas sementes secas, conforme metodologia utilizada neste 
trabalho, o tempo de germinação foi menor e a distribuição da mesma ocorreu de forma 
acumulada, com a maioria germinando do 7º ao 15º dia e alcançando 87% de sementes 
germinadas aos 21 dias. Para germinação das sementes, quatro placas de Petri foram forradas 
com duas folhas de papel filtro umedecidas com água destilada, com 25 sementes por placa. 
Entretanto, os autores realizaram uma pré-seleção de sementes, passando as mesmas por 
peneira de malha de 0,35 cm de diâmetro e em sequência embebendo-as em água destilada 
por 24 horas na presença de luz, para então selecionar aquelas que apresentavam embrião 
visível e só então realizarem o teste de germinação de sementes. Esses fatores possivelmente 
justificam as diferenças entre os resultados aqui observados e os observados por esses autores. 

Simão e Takaki (2008) constataram que do lote de sementes utilizado em pesquisa de 
germinação de sementes de T. mutabilis sobre dupla camada de papel filtro, embebido em 
água e dispostos em placa de Petri, apenas 20 a 40% das sementes apresentavam embrião. As 
sementes germinaram em ampla faixa de temperatura (15 a 35 °C), porém as maiores 
porcentagens de germinação, 76,7 e 61,4%, ocorreram na faixa de 25 a 30 °C, 
respectivamente. Esses autores também selecionaram as sementes utilizando uma peneira de 
malha de 0,35 cm de diâmetro antes da realização do teste de germinação. 

O aspecto da germinação de sementes para as espécies P. granulosum, P. 

heteromallum e P. mutabile nos tratamentos T2, T3 e T4 encontram-se nas Figuras 5, 6 e 7, 
respectivamente.  

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Aspecto da germinação de sementes de P. granulosum (A) e P. heteromallum (B) 
sobre dupla camada de papel germitest dispostos em placas de Petri (Fonte: Autora, 2021).  
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Figura 6. Aspecto da germinação de sementes de P. granulosum (A) e P. heteromallum (B) 
in vitro sobre vermiculita (Fonte: Autora, 2021).  
 

 
Figura 7. Aspecto da germinação de sementes de P. granulosum (A); P. heteromallum (B); e 
P. mutabile (C) in vitro sobre meio MS (Fonte: Autora, 2021).  
 

Constatou-se que plântulas de P. granulosum e P. heteromallum germinadas sobre 
meio de cultura (T4) e sobre vermiculita (T3) apresentaram maior desenvolvimento quando 
comparadas àquelas germinadas sobre papel germitest disposto em placa de Petri (T2).  

A germinação de sementes resulta da interação de fatores genéticos, ambientais e 
tecnológicos (WENNECK et al., 2021). Sementes de Pleroma spp. são diminutas, com pouco 
ou nenhum endosperma, este que, além de atuar como tecido de reserva, confere proteção ao 
embrião (FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 2020.) Dentre os fatores ambientais que exercem 
influência na germinação de sementes podemos considerar a temperatura, luz, profundidade 
de semeadura, pH, concentração de sais, umidade e tipo de solo/substrato (REZVANI et al., 
2018).  

Visto que pequenas variações ambientais podem interferir na capacidade germinativa 
de sementes, sugere-se que as condições ambientais de casa de vegetação, bem como as 
características do substrato Multiplant® podem não ter sido adequadas na promoção do 
processo de germinação de sementes sob as condições estabelecidas. Mendes-Rodrigues et al. 
(2010) avaliaram o potencial germinativo de sementes de Miconia ferruginata 

(Melastomataceae) provenientes de diferentes altitudes e verificaram que a germinabilidade 
de sementes produzidas entre 795 e 861 m foi inferior a 8%, enquanto que sementes 
produzidas entre 876 e 905 m apresentaram germinabilidade acima de 31%.  Segundo esses 

B C 

A 

A 

B 
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autores os gradientes altitudinais determinam alterações na temperatura, umidade do ar e do 
solo, iluminação, velocidade do vento, profundidade e natureza dos solos e que essas 
diferenças podem influenciar o desenvolvimento das plantas na produção e germinação de 
sementes. Os autores ainda sugeriram que o efeito altitudinal na germinação de sementes de 
M. ferruginata parece estar ligado às condições do solo, indicando alta correlação entre 
germinação de sementes e teores de alumínio contidos no mesmo. 

Fernández-Sánchez et al. (2020) em estudos com Tibouchina grossa obtiveram o 
percentual de germinação de sementes de 21 e 44% para àquelas germinadas sobre papel filtro 
em condições de laboratório e sobre substrato (turfa, terra e casca de arroz) em casa de 
vegetação, respectivamente. Segundo esses autores, possivelmente, a maior germinação de 
sementes foi obtida em casa de vegetação uma vez que em condições de laboratório, houve 
variação de temperatura de 20/10°C dia/noite que afetou o metabolismo fisiológico das 
sementes com redução de atividade enzimática. Contudo, as mudas de T. grossa provenientes 
de germinação em laboratório morreram no primeiro mês de monitoramento e aquelas que 
germinaram da forma tradicional morreram no segundo mês de acompanhamento. 

Estudos apontam que as sementes de Melastomataceae, sobretudo Pleroma spp., são 
fotoblásticas positivas, estando a taxa de germinação de sementes influenciada pela 
quantidade e qualidade de luz disponível e a faixa de temperatura entre 20 e 30°C a mais 
eficiente na germinação de sementes para maior parte das espécies (LOPES et al., 2005; 
GARCIA et al., 2006; CARREIRA e ZAIDAN, 2007; SIMÃO et al., 2007; SIMÃO e 
TAKAKI, 2008; FAVA e ALBUQUERQUE, 2009; PRUDENTE et al., 2012; SILVA et al., 
2022). Salienta-se que grande parte dos estudos de germinação de sementes de Pleroma spp. 
são realizados em condições de laboratório, sendo as mesmas postas para germinar sobre 
papel filtro dispostos em caixas tipo gerbox ou placas de Petri e mantidas sob condições 
controladas através de câmara de germinação (ZAIA e TAKAKI, 1998; LOPES et al., 2005; 
GARCIA et al., 2006; SIMÃO et al., 2007; SIMÃO e TAKAKI, 2008; CAMPOS et al., 2009; 
FAVA e ALBUQUERQUE, 2009; PRUDENTE et al., 2012).  

Pesquisas envolvendo diferentes espécies vegetais indicam que o cultivo in vitro 
promoveu maior taxa de germinação de sementes, pois além das condições ambientais 
controladas, possivelmente os nutrientes presentes no meio de cultura contribuíram para o 
estabelecimento das plântulas após o processo de germinação.  

De acordo com Afonso et al. (2018), a germinação de sementes in vitro geralmente é 
mais eficiente que em condições ex vitro, possivelmente em função das condições do cultivo 
in vitro oferecer maior controle do ambiente do que em condições de casa de vegetação. Nery 
et al. (2008) realizaram estudos comparando a germinação in vitro e ex vitro de Tabebuia 

serratifolia (Bignoniaceae) e observaram que o maior percentual de germinação de sementes 
foi obtido através do método in vitro, independente do meio de cultura (MS e WPM) testado. 
Ademais, esses autores constataram que a capacidade germinativa in vitro ocorreu aos 39 dias 
após a antese, enquanto a máxima germinação ex vitro ocorreu aos 53 dias, sugerindo a maior 
eficiência na germinação de sementes pelo sistema in vitro. O mesmo foi observado por 
Coelho et al. (2001) com sementes de Pterodon pubescens (Fabaceae) apresentando o 
tegumento removido, cuja germinação in vitro sobre meio MS líquido com metade da 
concentração original de sais foi de 95%, enquanto na ex vitro de 55%.  

Santos et al. (2011), em estudo da germinação de sementes de Caryocar brasiliense 
(Caryocaraceae) em condições in vitro e ex vitro sobre papel filtro, também observaram o 
maior percentual de germinação e maior índice de velocidade de germinação naquelas 
cultivadas in vitro sobre meio WPM. Abbade et al. (2010) estudando a germinação de 
Tabebuia roseo-alba (Bignoniaceae) também obtiveram melhores porcentagens de sementes 
germinadas no cultivo in vitro sobre meio MS, quando comparadas com o ex vitro sobre 
diferentes substratos (areia, terra, terra + areia e Plantmax®). 
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Diferentemente, Apóstolo et al. (2016) não observaram diferença significativa entre os 
métodos de germinação de sementes ex vitro (substrato solo: turfa: perlita - 1:1:1) e in vitro 
(sobre meio WPM) na propagação de Handroanthus impetiginosus e Handroanthus 

ochraceus (Bignoniaceae), exceto para Handroanthus lapacho cujo percentual de germinação 
in vitro foi significativamente superior ao ex vitro. 

Flores et al. (2018) obtiveram sucesso na propagação de Dyckia vicentensis 
(Bromeliaceae) in vitro utilizando meio MS com 50% da concentração original de sais ou, 
alternativamente, ex vitro usando substrato comercial. No entanto, esses autores constataram 
que a germinação in vitro apresentou vantagens sobre o método convencional ex vitro, como 
maior velocidade e uniformidade durante a germinação, além de produção de mudas mais 
vigorosas, com maior número de folhas e biomassa, juntamente com maior taxa de 
sobrevivência das plantas em casa de vegetação. Resultados estes que corroboram com os 
observados por Bhattacharya e Khuspe (2001), os quais constataram que sob condições de 
cultivo in vitro ocorre incremento no percentual de germinação e no índice de velocidade de 
germinação de sementes de diferentes cultivares de Carica papaya, comparada à condição ex 

vitro. 
Plessis et al. (2020) observaram que o melhor desempenho em termos de parâmetros 

de germinação de Hibiscus coddii subsp. barnardii (Malvaceae) ocorreu para sementes 
germinadas em papel filtro, meio Gelrite® sólido e em concentrações mais baixas de meio MS 
(¼, ½ e ¾), entretanto, esses tratamentos se mostraram insustentáveis para o estabelecimento 
das mudas in vitro. Assim, Plessis et al. (2020) constataram que o meio MS com 100% da 
concentração original de sais é o tratamento mais adequado para a produção in vitro de mudas 
de H. coddii, devido ao melhor desempenho de crescimento das mudas. 

Zambrano-Arteaga et al. (2022) avaliaram a eficiência de germinação de sementes de 
Carludovica palmata (Cyclanthaceae) in vitro em meio MS semissólido; e ex vitro, em três 
diferentes substratos (solo, turfa e mistura 1:1 solo-turfa). Esses autores verificaram que a 
técnica de germinação de sementes in vitro proporcionou os maiores percentuais de 
germinação, mostrando que este método é mais eficiente para a produção de mudas da 
palmeira em comparação aos protocolos convencionais. Zambrano-Arteaga et al. (2022) 
sugeriram que em condições ex vitro é mais difícil controlar variáveis como luz, temperatura e 
até níveis de oxigênio, fatores que de uma forma ou de outra poderiam afetar os processos de 
germinação das sementes de C. palmata. 

Sementes pequenas e leves possuem pouca energia armazenada por isso, geralmente, 
são dependentes de luz para a sua germinação e produção de biomassa, ou seja, para 
realização de fotossíntese e crescimento da plântula (SALOMÃO et al., 2023). Logo, 
sementes pequenas como as de Melastomataceae, que possuem pouca reserva de nutrientes, 
quando cultivadas em meio de cultura como o MS, podem ter o processo de estabelecimento 
das plântulas beneficiado pela disponibilidade de macro e micronutrientes, vitaminas e 
aminoácidos no meio (BURGOS et al., 2023). 
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3.6 CONCLUSÃO 
 

A germinação in vitro de sementes de P. granulosum, P. heteromallum e P. mutabile 
sobre meio MS foi superior aos demais tratamentos testados. 

A germinação in vitro de sementes de Pleroma spp. é uma técnica alternativa 
promissora, por permitir um incremento no percentual médio de germinação de sementes, 
quando comparada aos métodos convencionais de propagação. 

O estudo serve de base para pesquisas que visem o desenvolvimento de outras técnicas 
biotecnológicas para Pleroma spp. 
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4 CAPÍTULO II 
 

DESENVOLVIMENTO IN VITRO E ACLIMATIZAÇÃO DE PLÂNTULAS DE 
Pleroma heteromallum  
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4.1 RESUMO 

Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don. é endêmica do Brasil e se caracteriza por suas flores 
roxas e folhas cordiformes bastante pilosas, muito ornamentais, sendo popularmente 
conhecida como orelha-de-onça. Estudos sobre a propagação dessa espécie limitam-se à 
propagação vegetativa tradicional por estaquia. Assim, a micropropagação da espécie pode ser 
considerada um importante avanço técnico científico que possibilitará a produção de mudas 
em escala comercial, com qualidade fitossanitária, além de fornecer subsídios para futuras 
aplicações biotecnológicas. O objetivo deste trabalho foi investigar os aspectos do 
desenvolvimento in vitro e posterior aclimatização de plântulas micropropagadas de P. 

heteromallum. Para tanto, foram realizados dois experimentos. No primeiro experimento, 
plântulas de P. heteromallum obtidas a partir da germinação in vitro foram transferidas para 
diferentes meios de cultivo (MS100; MS50; WPM100 e WPM50) e cultivadas durante 60 
dias. As plântulas obtidas foram aclimatizadas nos substratos Mutiplant®, Vermiculita e 
Perlita durante 30 dias. No segundo experimento, as plântulas obtidas a partir da germinação 
in vitro foram transferidas para diferentes meios de cultivo (MS100; MS50; WPM100 e 
WPM50) e cultivadas durante 60 dias. As plântulas obtidas foram aclimatizadas no substrato 
Mutiplant® durante 30 dias. Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente 
casualizado. Após 60 dias de cultivo in vitro foram avaliadas a massa fresca total (MF), o 
número de folhas (NF), o comprimento da parte aérea (CPA), o número de raiz (NR), o 
comprimento da maior raiz (CMR) e o número de nós (NN) das plântulas. Ao final da 
aclimatização das mudas avaliou-se o percentual de sobrevivência (PS), a massa fresca total 
(MF), o número de folhas (NF), o comprimento da maior folha (CMF), comprimento da parte 
aérea (CPA), o comprimento da maior raiz (CMR) e o número de nós (NN) das mudas. Para 
ambos os experimentos, todos os meios de cultivo mostraram-se adequados para o 
desenvolvimento das plântulas in vitro. O percentual geral de sobrevivência de mudas durante 
a aclimatização foi de 54% e 92%, respectivamente, para o primeiro e segundo experimento. 
Os resultados observados indicam que o cultivo in vitro de P. heteromallum pode ser uma 
técnica de propagação alternativa promissora aos métodos tradicionais de propagação desta 
espécie. 
 

Palavras-chave: Tibouchina heteromalla (sin.). Produção de Mudas. Micropropagação. 
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4.2 ABSTRACT 

Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don. It is endemic to Brazil and is characterized by its 
purple flowers and very hairy cordiform leaves, very ornamental, being popularly known as 
jaguar ear. Studies on the propagation of this species are limited to traditional vegetative 
propagation by cuttings. Thus, micropropagation of the species can be considered an 
important scientific technical advance that will enable the production of seedlings on a 
commercial scale, with phytosanitary quality, in addition to providing subsidies for future 
biotechnological applications. The objective of this work was to investigate aspects of the in 
vitro development and subsequent acclimatization of micropropagated P. heteromallum 
seedlings. To this end, two experiments were carried out. In the first experiment, P. 
heteromallum seedlings obtained from in vitro germination were transferred to different 
culture media (MS100; MS50; WPM100 and WPM50) and cultivated for 60 days. The 
seedlings obtained were acclimatized in Mutiplant®, Vermiculite and Perlite substrates for 30 
days. In the second experiment, the seedlings obtained from in vitro germination were 
transferred to different culture media (MS100; MS50; WPM100 and WPM50) and cultivated 
for 60 days. The seedlings obtained were acclimatized in the Mutiplant® substrate for 30 
days. The experiments were carried out in a completely randomized design. After 60 days of 
in vitro cultivation, total fresh mass (MF), number of leaves (NF), length of shoot (CPA), 
number of roots (NR), length of the longest root (CMR) were evaluated. and the number of 
nodes (NN) of the seedlings. At the end of seedling acclimatization, the percentage of survival 
(PS), total fresh mass (MF), number of leaves (NF), length of the largest leaf (CMF), length 
of the aerial part (CPA), the length of the longest root (CMR) and the number of nodes (NN) 
of the seedlings. For both experiments, all culture media were suitable for in vitro seedling 
development. The overall percentage of seedling survival during acclimatization was 54% and 
92%, respectively, for the first and second experiments. The results observed indicate that the 
in vitro cultivation of P. heteromallum can be a promising alternative propagation technique 
to traditional propagation methods for this species. 
 
Keywords: Tibouchina heteromalla (syn.). Seedlings production. Micropropagation. 
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4.3 INTRODUÇÃO 

Melastomataceae é uma família com distribuição pantropical, incluindo 177 gêneros e 
5.750 espécies, sendo a quinta maior família dentre as angiospermas no Brasil, com cerca de 
70 gêneros e mais de 1.400 espécies, das quais aproximadamente 915 são endêmicas 
(SANTOS et al., 2022). Dentre os gêneros que ocorrem no Brasil destaca-se o Pleroma, que 
apresenta grande importância ecológica e valor ornamental, abrangendo as espécies 
popularmente conhecidas como quaresmeiras, devido ao seu florescimento ocorrer próximo 
ao período religioso da Quaresma (LORENZI, 2015; LATOH et al., 2022). Dentre as 
espécies desse gênero destaca-se a Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don, um arbusto 
semilenhoso, perene, nativo do Brasil, que se caracteriza por suas flores roxas e folhas 
cordiformes bastante pilosas, muito ornamentais, sendo popularmente conhecido como 
orelha-de-onça (CAMPOS et al., 2009; LORENZI, 2015).  

O interesse em identificar plantas nativas que possam ser produzidas comercialmente 
vem aumentando entre os produtores de plantas ornamentais. As principais vantagens do uso 
de espécies nativas incluem melhor adaptação, maior resistência a pragas e doenças e 
manutenção do ecossistema local por meio da preservação da fauna e flora nativas de cada 
região (STUMPF et al., 2015). No entanto, o sucesso da comercialização de determinada 
espécie depende da eficiência na produção de mudas (BASTOS et al., 2020). Espécies do 
gênero Pleroma produzem grande número de sementes por planta, entretanto, além do 
tamanho diminuto, o poder germinativo das sementes pode ser bastante variável e irregular 
(CARVALHO, 2010). Por isso, a propagação vegetativa via estaquia vem sendo a opção 
comumente utilizada na propagação dessas espécies (PEREIRA et al., 2015; LATOH et al., 
2018; LATOH et. al., 2019; BASTOS et al., 2020; LATOH et. al., 2022). A produção de 
mudas por estacas, no entanto, também apresenta entraves, como a limitação de produção de 
mudas em larga escala, sazonalidade de produção, além de propiciar a disseminação de 
doenças (SILVA et al., 2019), fatores que se tornam problema quando o objetivo é a produção 
de mudas de qualidade fitossanitária e em escala comercial. 

 Nesse contexto, a produção de mudas in vitro constitui um avanço em relação aos 
métodos convencionais de propagação, possibilitando maior eficiência na germinação de 
sementes (PLESSIS et al., 2020; PRUDENTE et al., 2017), produção de um elevado número 
de plantas que podem ser obtidas a partir de um único indivíduo, em espaço físico e tempo 
reduzido, além de assegurar um material livre de patógenos e com alta uniformidade (SILVA 
et al., 2021; SOARES et al., 2023).  

Destaca-se, no entanto, que os estudos sobre a propagação de P. heteromallum têm se 
limitado à propagação vegetativa tradicional por estaquia (LATOH et al., 2018; LATOH et 
al., 2019; LATOH et al., 2022). Logo, estabelecer um protocolo para a micropropagação de P. 

heteromallum tornam-se um importante avanço técnico-científico que poderá impulsionar a 
produção de mudas, servindo ainda de subsídio para futuras aplicações biotecnológicas como, 
por exemplo, multiplicação in vitro, melhoramento e transformação genética, conservação e 
preservação da espécie.  

O objetivo deste trabalho foi investigar o desenvolvimento in vitro de plântulas de P. 

heteromallum e posterior aclimatização das mudas, com o intuito de ampliar os métodos de 
propagação da espécie. 
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4.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.4.1 Local de realização dos experimentos  
Os experimentos de cultivo in vitro foram conduzidos no Laboratório de Epidemiologia e 

Patologia de Sementes (LabEPS) do Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).  

Os experimentos de aclimatização foram conduzidos no município de Mendes/RJ 
(22°31’36” S; 43°43’58” W). Durante o período de aclimatização registrou-se a temperatura e a 
umidade relativa do ar local com auxílio de termo-higrômetro digital (Import HTC-1) e a 
intensidade luminosa local com auxilio de luxímetro digital (Instrutherm LD-400). 
 
4.4.2 Desenvolvimento in vitro de Pleroma heteromallum e aclimatização das mudas nos 
substratos Multiplant®, Perlita e Vermiculita 

Plântulas de P. heteromallum provenientes da semeadura in vitro em meio de cultura 
Murashige e Skoog (1962) com vitaminas (Phygenera®) (MS) com 25% da concentração 
original de sais, acrescido de 15 g L-1 de sacarose (NEON P.A. Laderquímica) e 8 g L-1 de 
ágar (MicroMED ISOFAR), após 21 dias da semeadura, foram transferidas para os meios de 
cultura MS ou WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) (Phygenera®), ambos com 100% ou 50% 
da concentração original de sais. Todos os meios de cultura foram suplementados com 30 g L-

1 de sacarose, 1 g L-1 de carvão ativo em pó e solidificado com 7,5 g L-1 de ágar. O pH do 
meio foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar e autoclavado por 20 minutos a 121°C 
e 1,2 atm. 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo os 
tratamentos constituídos de quatro meios de cultura: meio MS com 100% da concentração 
original de sais (MS100); meio MS com 50% da concentração original de sais (MS50), meio 
WPM com 100% da concentração original de sais (WPM100) e meio WPM com 50% da 
concentração original de sais (WPM50), com quatro repetições por tratamento. A unidade 
experimental foi constituída de frascos de vidro de 200 mL, contendo aproximadamente 20 
mL do meio de cultivo e cinco plântulas por frasco. Os frascos foram mantidos em B.O.D. 
sob temperatura de 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 fornecida por 
lâmpadas do tipo fluorescente tubular e fotoperíodo de 16 horas (Figura 8). 

 
Figura 8. Repicagem de plântulas de Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don sobre meio de 
cultivo para desenvolvimento in vitro (A); Frascos em B.O.D. contendo plântulas de P. 

heteromallum (B) na etapa de desenvolvimento in vitro (Seropédica/RJ, 2021). 
 
Após 60 dias de cultivo in vitro as plântulas obtidas foram retiradas do meio de cultura 

e tiveram suas raízes lavadas em água corrente até a completa eliminação do meio de cultura. 

A B 
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Foi avaliada a massa fresca total (MF), o número de folhas (NF), o comprimento da parte 
aérea (CPA), o número de raiz (NR), o comprimento da maior raiz (CMR) e o número de nós 
(NN).  

As plântulas obtidas in vitro foram transferidas para vasos de polietileno (n°6 – 80 
mL), mantendo os tratamentos iniciais (MS100; MS50; WPM100 e WPM50) combinados 
com três diferentes tipos de substrato: comercial Mutiplant® (C), Perlita (P) e Vermiculita 
(V), em todas as combinações possíveis, resultando em 12 tratamentos, com quatro repetições 
cada. Posteriormente, os vasos foram levados para aclimatização em casa de vegetação cuja 
cobertura era composta por telhas de polipropileno translúcidas. O experimento foi instalado 
em delineamento inteiramente casualizado e cada unidade experimental (vaso) foi composta 
por uma planta vaso-1 (Figura 9). Os substratos das plantas foram molhados manualmente, em 
dias alternados, com auxílio de proveta graduada, de modo a fornecer o mesmo volume de 
água por vaso.  

 

 

Figura 9. Aclimatização de plântulas de Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don provenientes 
de cultivo in vitro em meio MS e WPM, ambos com 50% e 100% da concentração original de 
sais, combinados com três diferentes tipos de substrato (comercial Mutiplant®, Perlita e 
Vermiculita) (Mendes/RJ, 2021). 
 

Durante o período de aclimatização registrou-se a temperatura média de 25,9°C 
(máxima 34,3°C - mínima 20,4°C), umidade relativa do ar média de 52% (máxima 72% - 
mínima 34%) e intensidade luminosa média local de 77143,15 lux. Após 30 dias de 
aclimatização, foi avaliado o percentual de sobrevivência (PS), a massa fresca total (MF), o 
número de folhas (NF), o comprimento da maior folha (CMF), comprimento da parte aérea 
(CPA), o comprimento da maior raiz (CMR) e o número de nós (NN) das mudas. 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade e quando significativos foram transformados [(x + 1)0,5]. A análise de variância 
(ANAVA) foi realizada ao nível de 5% de probabilidade e, quando significativa, as médias 
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises foram realizadas 
com auxílio do software estatístico Sisvar 5.8 (FERREIRA, 2011). 

Além da ANAVA e do teste de comparação de médias, utilizou-se a técnica de 
principal component analysis (PCA) a fim de avaliar o comportamento das variáveis respostas 
em função dos tratamentos aplicados.  Para tanto foi feito o escalonamento das médias obtidas 
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de cada um dos tratamentos, a fim de uniformizar as unidades das variáveis. O estimador 
utilizado foi (xi - μxi) / σxi). Utilizou-se a correlação de Pearson (1901) para estimativa da 
matriz de similaridade. Para realização dessas análises estatísticas utilizou-se o software R (R 
CORE TEAM, 2021). 

4.4.3 Desenvolvimento in vitro de Pleroma heteromallum e aclimatização de mudas no 
substrato Multiplant® 

A etapa in vitro do experimento anterior foi repetida, tendo sido considerado o número 
de repetições igual a cinco para cada um dos tratamentos desta etapa.  

Para a etapa de aclimatização, diante dos resultados anteriormente observados, 
utilizou-se apenas o substrato comercial Multiplant® para aclimatização das mudas, sendo 
mantidos os quatro tratamentos in vitro (plântulas provenientes do cultivo in vitro nos meios 
MS 50% e 100% e WPM 50% e 100%), sendo 12 repetições cada, totalizado 48 observações 
(Figura 10). 

 
Figura 10. Aclimatização de plântulas de Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don 
provenientes do cultivo in vitro em meio MS e WPM, ambos com 50% e 100% da 
concentração original de sais, em substrato comercial Multiplant® (Mendes/RJ, 2022). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



53 
 

4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.5.1 Desenvolvimento in vitro de Pleroma heteromallum e aclimatização das mudas nos 
substratos Multiplant®, Perlita e Vermiculita 

O teste de normalidade foi significativo para as variáveis número de folhas, 
comprimento de parte aérea e número de nós, de modo que as mesmas foram transformadas 
antes da realização da análise de variância. A análise de variância mostrou resultado 
significativo para as variáveis NR, CMR e NN. O número de raiz foi maior nos tratamentos 
MS50 e WPM50, enquanto que comprimento da maior raiz foi superior para WPM50 e 
número de nós inferior para WPM100 (Tabela 5) pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
 
Tabela 5. Resultado do teste de comparação de médias para massa fresca total (MF), número 
de folhas (NF), número de raízes (NR), número de nós (NN), comprimento de parte aérea 
(CPA) e comprimento da maior raiz (CMR) após 60 dias de desenvolvimento in vitro de P. 

heteromallum em diferentes meios de cultivo (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  MF    NF NR NN   CPA CMR  
  g   un   cm 

MS100  0.11ns  5.40ns 4.16b 2.71ab  1.87ns 2.52b  
MS50  0.06ns  7.74ns 6.49a 3.25ab  2.02ns 2.41b  
WPM100  0.06ns  4.77ns 2.65b 2.13b  1.75ns 1.48b  
WPM50   0.07ns  8.05ns 6.53a 3.98a  2.19ns 4.26a  
Média Geral   0.07  6.49 4.96 3.02  1.96 2.67  
CV (%)   41.99  25.06 20.52 24.45  12.69 21.69  
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; ns – não significativo pelo teste F (P≤0,05); CV: Coeficiente de variação.  

 
O resultado obtido a partir da PCA para a fase de cultivo in vitro das plântulas indicou 

que os dois primeiros componentes explicam 94,67% da variabilidade existente entre os 
tratamentos aplicados (meios de cultura) e as variáveis analisadas, sendo que o primeiro 
componente principal (PC1) explica 77,74% e a segundo componente principal (PC2) 16,93% 
dessa variabilidade. 

Pode-se observar que o tratamento MS100 apresentou correlação positiva com a 
variável MF e negativa com todas as demais. Para o tratamento com meio MS50 pode-se 
observar correlação positiva para as variáveis NF, NR, e CMR. O meio WPM contendo 100% 
da concentração de sais mostrou correlação negativa para todas as variáveis analisadas. Para 
as variáveis NF e NR os tratamentos MS50 e WPM50 foram semelhantes entre si. (Figura 
11).  
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Figura 11.  Gráfico obtido a partir da técnica de principal component analysis (PCA) que 
descreve a relação entre os tratamentos aplicados e as variáveis analisadas durante a etapa de 
desenvolvimento in vitro de Pleroma heteromallum. PC1 e PC2 correspondem aos 
componentes principais. O posicionamento de cada variável no gráfico representa seu 
comportamento em relação às demais e aos tratamentos aplicados, de modo que uma maior 
proximidade entre as variáveis indica uma maior correlação entre elas, bem como aos 
tratamentos aplicados. 
Legenda: Meio de cultura MS com 100% da concentração original de sais (MS100); Meio de cultura MS com 
50% da concentração original de sais (MS50); Meio de cultura WPM com 100% da concentração original de sais  
(WPM100); Meio de cultura WPM com 50% da concentração original de sais (WPM50).  

 
  O meio de cultura exerce influência no estabelecimento e desenvolvimento das 

plântulas in vitro, refletindo também na etapa de aclimatização. Meios de cultura que contêm 
altos níveis de sais, como, por exemplo, o MS, frequentemente inibem a indução e o 
crescimento de raízes, comprimento de parte aérea, número de folhas e de brotações (LEMES 
et al., 2016). Plessis et al. (2020) observaram maior número médio de nós por plântula em 
meio MS diluído (¼, ½ e ¾) em comparação ao meio MS com 100% da concentração original 
de sais no cultivo in vitro de Hibiscus coddii. Oliveira et al. (2023) observaram 
desenvolvimento superior das plântulas de Cyrtopodium aliciae cultivadas em meio Vacin e 
Wendt, entretanto, as mudas mais resistentes e com melhor desempenho durante a etapa de 
aclimatação foram as que apresentaram maior massa fresca em meio MS com metade da 
concentração de sais.  

Após o período de aclimatização, constatou-se efeito significativo do meio de cultura 
sobre as variáveis NF e CPA e efeitos do substrato para a variável CMR. Foi observada 
interação significativa (meio de cultura x substrato) para as variáveis MF, CMF e NN. Não 
houve diferença significativa para a variável PS (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Resumo da análise de variância para massa fresca total (MF), número de folhas 
(NF), comprimento da maior folha (CMF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento 
da maior raiz (CMR), número de nós (NN) e percentual de sobrevivência (PS) das mudas de 
P. heteromallum após 30 dias de aclimatização em casa-de-vegetação (Seropédica/RJ, 2022). 

  Quadrado médio 

MS 100 MS 50 

(77,74%) 

(1
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Fonte de 
Variação 

(FV) 

  PS   MF   CPA CMF CMR   NF NN 

  %   g   cm   un 

Meio de 
Cultura  0.1001ns  0.0874*  1.2377* 0.5920* 1.6226ns  1.8639* 0.5203* 

Substrato  0.08936ns  0.0293*  0.3828ns 0.1266ns 2.4995*  0.9870ns 0.2770ns 
Interação   0.04647ns   0.0287*   0.5910ns 0.2016* 1.1533ns   1.1112ns 0.3566* 

Média 
Geral   1.2244   1.0960   1.6251 1.3364 1.9606   1.8240 1.4545 

CV (%)   15.44   8.27   31.12 19.45 42.16   37.76 26.12 
*Significativo pelo teste F (P≤0,05); ns – não significativo pelo teste F (P≤0,05); CV: 
Coeficiente de variação.  

 
O teste de comparação de médias (Tabela 7) indicou que não houve diferença 

significativa para a variável CPA entre as mudas provenientes dos tratamentos MS100 e 
WPM100, contudo, este último também não diferiu dos tratamentos MS50 e WPM50.  Para a 
variável CMR as mudas cultivadas em substrato Vermiculita apresentaram as maiores médias 
quando comparadas àquelas cultivadas no substrato Perlita. No entanto, o comprimento médio 
de raízes das mudas aclimatizadas em substrato Comercial não diferiu significativamente dos 
tratamentos Vermiculita e Perlita. Por sua vez, realizando o desdobramento das médias para 
as variáveis MFT e CMF, constatou-se a superioridade das mudas provenientes do tratamento 
MS100 quando cultivadas em substrato Comercial. Quanto a variável NN verificou-se que 
mudas provenientes do tratamento WPM100 e cultivadas em subratrato Vermiculita foram as 
que aprentaram as maiores médias em relação aos substratos Comercial e Perlita. Enquanto 
que as mudas provenientes do tratamento MS100 e cultivadas em subratrato Comercial 
aprentaram as maiores médias para a variável NN em relação aos demais tratamentos 
cultivados nesse mesmo substrato.  

 
Tabela 7. Resultado do teste de comparação de médias para massa fresca total (MF), 
comprimento da maior folha (CMF), número de nós (NN), número de folhas (NF), 
comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento da maior raiz (CMR), em função da fonte 
de variação (FV), após 30 dias de aclimatização de mudas de P. heteromallum em casa-de-
vegetação (Seropédica/RJ, 2022). 

Fonte de Variação: Interação 
Massa fresca total (g)(1) 

Meio de Cultura 
Substrato 

Média Geral 
Vermiculita Perlita Comercial 

MS100 1.11aB 1.17aB 1.39aA 1.22 
MS50 1.09aA 1.04aA 1.00bA 1.04 
WPM100 1.10aA 1.01aA 1.09bA 1.07 
WPM50 1.05aA 1.02aA 1.09bA 1.05 
Média Geral 1.09 1.06 1.14 1.10 

Comprimento da maior folha (g)(1) 

Meio de Cultura 
Substrato 

Média Geral 
Vermiculita Perlita Comercial 

MS100 1.45aB 1.50aB 2.02aA 1.66 
MS50 1.43aA 1.21aA 1.00bA 1.21 
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WPM100 1.48aA 1.10aA 1.35bA 1.31 
WPM50 1.22aA 1.12aA 1.16bA 1.17 
Média Geral 1.39 1.23 1.38 1.34 

Número de nós (un)(1) 

Meio de Cultura 
Substrato 

Média Geral 
Vermiculita Perlita Comercial 

MS100 1.55aA 1.55aA 2.06aA 1.72 
MS50 1.62aA 1.43aA 1.00bA 1.35 
WPM100 1.87aA 1.10aB 1.56abAB 1.51 
WPM50 1.29aA 1.18aA 1.25bA 1.24 
Média Geral 1.58 1.32 1.47 1.45 

Fonte de Variação: Meio de cultura 
Meio de Cultura Número de folhas (un)(2) Comprimento de parte aérea (cm)(2) 
MS100 2.33a 2.08a 
MS50 1.63ab 1.46b 
WPM100 1.91ab 1.61ab 
WPM50 1.42b 1.35b 
Média Geral 1.82 1.63 

 Fonte de Variação: Substrato 
Substrato Comprimento da maior raiz (cm)(2)   
Comercial            1.80ab   
Perlita            1.67b   
Vermiculita            2.41a   
Média Geral            1.9606   
(1)médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e letra maiúscula na linha não diferem 
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. (2)médias seguidas da mesma letra na 
coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.   

 
Não houve diferença significativa para a variável percentual de sobrevivência. A 

porcentagem média geral de sobrevivência das mudas foi de 54%. Entretanto, pode-se 
observar que o percentual de sobrevivência para mudas provenientes de cultivo in vitro em 
meio MS com 100% da concentração original de sais foi de 83%, independentemente do 
substrato utilizado na fase de aclimatização (Tabela 8).  

 
Tabela 8.  Percentual de sobrevivência (PS) em função dos meios de cultura utilizados na 
etapa de cultivo in vitro e do substrato de aclimatização, após 30 dias de aclimatização de P. 

heteromallum. 

Tratamento Substrato Média Geral 
Vermiculita Perlita Comercial 

 % 
MS 100 75 75 100 83 
MS 50 75 50 0 42 
WPM 100 100 25 50 58 
WPM 50 50 25 25 33 
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Média Geral 75 44 44 54 
 
Observou-se que mudas cultivadas em meio MS com 100% da concentração original 

de sais apresentaram caule de coloração verde e com diâmetro maior, quando comparadas às 
hastes das mudas cultivadas nos demais tratamentos, cujos caules eram brancos e com aspecto 
estiolado (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Plântulas de Pleroma heteromallum obtidas após 60 dias de cultivo in vitro em 
meio de cultura MS com 100% da concentração original de sais (MS100); em meio MS com 
50% da concentração original de sais (MS50); em meio de cultura WPM com 100% da 
concentração original de sais (WPM100) e em meio de cultura WPM com 50% da 
concentração original de sais (WPM50) Barra: 1.0 cm (Seropédica/RJ, 2021). 

 
Para a fase de aclimatização das plântulas o resultado obtido a partir da PCA indicou 

que os dois primeiros componentes explicam 85,23% da variabilidade existente entre os 
tratamentos aplicados (meios de cultura e substratos) e as variáveis analisadas, sendo que o 
primeiro componente principal (PC1) explica 75,94% e o segundo componente principal 
(PC2) 9,28% dessa variabilidade. Com excessão ao tratamento MS50, todos os tratamentos 
contendo substrato comercial apresentaram correlação positiva com as variáveis CMF e MF, 
sobretudo o tratamento MS100C. Os tratamentos contendo o substrato vermiculita 
apresentaram correlação positiva com a variável percentual de sobrevivência (PS), sobretudo 
o tratamento WPM100 (Figura 13). 

MS 100 MS 50 
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Figura 13. Gráfico obtido a partir da técnica de principal component analysis PCA que 
descreve a relação entre os tratamentos (meios de cultura) aplicados durante a etapa de 
desenvolvimento in vitro e os tratamentos (substratos) aplicados durante a etapa de 
aclimatização de Pleroma heteromallum. PC1 e PC2 correspondem aos componentes 
principais. O posicionamento de cada variável no gráfico representa seu comportamento em 
relação às demais e os tratamentos aplicados, de modo que uma maior proximidade entre as 
variáveis indica uma maior correlação entre elas, bem como aos tratamentos aplicados. 
Legenda: Meio de cultura MS com 100% da concentração original de sais e substrato perlita (MS100P); Meio de 
cultura MS com 100% da concentração original de sais e substrato vermiculita (MS100V); Meio de cultura MS 
com 100% da concentração original de sais e substrato comercial (MS100C); Meio de cultura MS com 50% da 
concentração original de sais e substrato perlita (MS50P); Meio de cultura MS com 50% da concentração 
original de sais e substrato vermiculita (MS50V); Meio de cultura MS com 50% da concentração original de sais 
e substrato comercial (MS50C); Meio de cultura WPM com 100% da concentração original de sais  e substrato 
perlita (WPM100P); Meio de cultura WPM com 100% da concentração original de sais  e substrato vermiculita 
(WPM100V); Meio de cultura WPM com 100% da concentração original de sais  e substrato comercial 
(WPM100C); Meio de cultura WPM com 50% da concentração original de sais e substrato perlita (WPM50P); 
Meio de cultura WPM com 50% da concentração original de sais e substrato vermiculita (WPM50V); Meio de 
cultura WPM com 50% da concentração original de sais e substrato comercial (WPM50C).  
 

Visualmente, foi possível verificar a superioridade das mudas de P. heteromallum 
cultivadas in vitro em meio MS com 100% da concentração original de sais cultivadas em 
substrato comercial, após 30 dias de aclimatização (Figura 14).  
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Figura 14. Mudas de Pleroma heteromallum após 30 dias de aclimatização nos diferentes 
substratos. Barras: 1.0 cm (Seropédica/RJ, 2021).  
Meio de cultura MS com 100% da concentração de sais (MS 100); Meio MS com 50% da concentração de sais 
(MS 50); Meio de cultura WPM com 100% da concentração de sais (WPM 100); Meio de cultura WPM com 
50% da concentração de sais (WPM 50); Substrato Comercial (C); Perlita (P); Vermiculita (V) (Seropédica/RJ, 
2021).  
 
4.5.2 Desenvolvimento in vitro de Pleroma heteromallum e aclimatização das mudas no 
substrato Multiplant® 

O teste de normalidade foi significativo para a variável comprimento da maior raiz, de 
modo que a mesma foi transformada antes da realização da análise de variância. A análise de 
variância mostrou resultado significativo apenas para as variáveis NF e NN. Pelo teste Tukey, 
ao nível de 5% de probabilidade, o número médio de folhas foi maior para o tratamento 
MS50. Os tratamentos MS100 e WPM50 não diferiram entre si. Enquanto que o menor 
número de folhas foi observado no tratamento WPM100. Para a variável NN a média do 
tratamento WPM100 mostrou-se inferior à dos demais tratamentos. Os tratamentos MS50, 
WPM50 e MS100 apresentaram os maiores valores e não diferiram estatisticamente entre si 
(Tabela 9).  
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Tabela 9.  Médias de massa fresca (MF), número de folhas (NF), número de raiz (NR), 
número de nós (NN), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de maior folha (CMF) 
e comprimento de maior raiz (CMR) após 60 dias de desenvolvimento in vitro de Pleroma 

heteromallum em diferentes meios de cultura (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  MF    NF NR NN   CPA CMF CMR 
  g   un   cm 

MS100  0.50ns  9.08b 8.50ns 4.03a  4.77ns 1.18ns 4.15ns 
MS50  0.64ns  13.55a 10.35ns 5.20a  5.01ns 1.10ns 5.44ns 
WPM100  0.66ns  2.70c 9.33ns 2.14b  4.12ns 1.08ns 4.53ns 
WPM50   0.40ns   10.04b 7.56ns 4.65a   6.04ns 1.00ns 6.83ns 
Média Geral   0.55   8.84 8.94 4.00   4.99 1.09 5.24 
CV (%)   51.46   17.72 29.62 16.65   23.82 25.89 29.83 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. ns – não significativo 
pelo teste F (P≤0,05). Meio de cultura MS com 100% da concentração de sais (MS 100); Meio MS com 50% da 
concentração de sais (MS 50); Meio de cultura WPM com 100% da concentração de sais (WPM 100); Meio de 
cultura WPM com 50% da concentração de sais (WPM 50).  
 
  Na Figura 15 têm-se as plântulas de P. heteromallum obtidas após 60 dias de cultivo in 

vitro em meio de cultura MS com 100% da concentração original de sais (MS100); em meio 
MS com 50% da concentração original de sais (MS50); em meio de cultura WPM com 100% 
da concentração original de sais (WPM100) e em meio de cultura WPM com 50% da 
concentração original de sais (WPM50).  
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Figura 15. Plântulas de Pleroma heteromallum obtidas após 60 dias de cultivo in vitro em 
meio de cultura MS com 100% da concentração original de sais (MS 100); em meio MS com 
50% da concentração original de sais (MS 50); em meio de cultura WPM com 100% da 
concentração original de sais (WPM 100) e em meio de cultura WPM com 50% da 
concentração original de sais (WPM 50) Barras: 1 cm (Seropédica/RJ, 2022). 

MS100 

MS50 

WPM100 
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Na etapa de aclimatização das mudas observou-se a morte de 75% e 100% das 
plântulas oriundas do cultivo in vitro nos tratamentos WPM100 e WPM50, respectivamente, 
logo esses tratamentos foram desconsiderados para a análise estatística. Para os tratamentos 
MS100 e MS50, obteve-se o percentual de 100% e 83% de sobrevivência das mudas, 
respectivamente. 

O teste de normalidade foi significativo para as variáveis NF, NR, NN, CMR e PS, de 
modo que as mesmas foram transformadas antes da realização da análise de variância.  A 
análise de variância mostrou que não houve diferença significativa entre as variáveis 
analisadas (Tabela 10).  

 
Tabela 10. Médias de massa fresca (MF), número de folhas (NF), número de raiz (NR), 
número de nós (NN), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento da maior folha 
(CMF), comprimento de maior raiz (CMR) e percentual de sobrevivência (PS) após 30 dias de 
aclimatização de plântulas de Pleroma heteromallum, oriundas de cultivo in vitro em meio 
MS com 100% e 50% da concentração original de sais (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  MF    NF NR NN   CPA CMF CMR   PS 
  g   un   cm   % 

MS100  0.46ns  7.50ns 13.08ns 3.17ns  5.07ns 2.43ns 6.17ns 
 

100ns 
MS50  0.41ns  5.90ns 9.10ns 2.80ns  5.00ns 2.09ns 5.80ns 

 

83ns 
Média Geral   0.43   6.70 11.09 2.98   5.03 2.26       5.98   92 
CV (%)   46.70   32.44 54.83 26.03   24.70 25.18 46.89   30.03 
 ns - não significativo pelo teste F (P≤0,05). CV: coeficiente de variação. Meio de cultura MS com 100% da 
concentração de sais (MS 100); Meio MS com 50% da concentração de sais (MS 50). 
 

Na Figura 16 têm-se as mudas de P. heteromallum oriundas dos tratamentos MS100, 
MS50 e WPM100, após 30 dias de aclimatização em substratos comercial Mutiplant®. 
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Figura 16. Mudas de Pleroma heteromallum após 30 dias de aclimatização em substrato 
comercial Multiplant® Barras: 1.0 cm (Seropédica/RJ, 2022). Cultivo in vitro em meio de 
cultura MS com 100% da concentração de sais (MS100); Meio MS com 50% da concentração 
de sais (MS50); Meio de cultura WPM com 100% da concentração de sais (WPM100).  

 
 
A aclimatação é uma etapa crítica na propagação in vitro de plantas, podendo haver 

alta taxa de mortalidade das mudas, embora pesquisas indiquem que é possível obter sucesso 
durante essa etapa (NADAL et al., 2022).  Pêgo et al. (2014) registraram apenas 25,6% de 
sobrevivência das plantas de Syngonanthus elegans (Eriocaulaceae) no processo de 
aclimatação. O índice de sobrevivência de plântulas de Miconia ligustroides 
(Melastomataceae) oriundas de cultivo in vitro foi de aproximadamente 55% em condições ex 

vitro (PRUDENTE et al., 2016). Diferentemente, Lawarence e Murugan (2017) verificaram 
90% de sobrevivência de mudas de Osbeckia aspera (Melastomataceae) aclimatizadas em 
ambiente natural. Logo, a realização de experimentos é de suma importância para aumentar a 
eficiência do processo para diferentes gêneros e espécies.  

MS100 

MS50 

WPM100 
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Os resultados obtidos neste trabalho servem de subsídios para futuras abordagens de 
cultivo in vitro de P. heteromallum, sobretudo com vista à propagação vegetativa in vitro, o 
que possibilitaria a produção de mudas de qualidade fitossanitária, em escala comercial e em 
qualquer época do ano.  
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4.6 CONCLUSÃO 
 

O cultivo in vitro das plântulas de P. heteromallum em meio de cultura MS com 
100% da concentração original de sais e, posteriormente, aclimatização das mesmas em 
substrato comercial Multiplant®, mostrou-se o tratamento mais adequado, sob as condições 
deste experimento. 

A técnica de propagação in vitro pode vir a ser uma alternativa futura ao método de 
propagação via estaquia para P. heteromallum.   
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5 CAPÍTULO III 
 

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE PLÂNTULAS DE Pleroma granulosum e 
Pleroma mutabile (MELASTOMATACEAE) 
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5.1 RESUMO 
 
Espécies do gênero Pleroma, popularmente conhecidas por quaresmeiras, apresentam flores 
vistosas que lhes conferem alto valor ornamental. Espécies dessa família costumam apresentar 
grande número de sementes, contudo essas são diminutas e geralmente muitas delas são 
inviáveis, tornando o sucesso da propagação sexuada limitado ao considerar a exploração de 
mudas para fins comerciais. A propagação in vitro é uma alternativa para otimizar o processo 
de produção de mudas em larga escala, com qualidade fitossanitária, em pequeno espaço 
físico e qualquer época do ano.  O objetivo deste trabalho foi investigar o desenvolvimento in 

vitro de plântulas de Pleroma granulosum e Pleroma mutabile como alternativa para 
produção de mudas dessas espécies. Plântulas de P. granulosum foram cultivadas in vitro 
durante 60 dias, o delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2, sendo  
dois meios de cultura (MS100 e MS50) combinados com dois sistema de cuntivo in vitro 
(autotrófico e fotoautotrófico). Ao final desse período as mudas obtidas foram levadas para 
aclimatização por 30 dias. O experimento com as plântulas de P. mutabile foi constituído em 
delineamento inteiramente casualizado, sendo essas cultivadas in vitro durante 60 dias, em 
quatro meios de cultura (MS 100, MS50; WPM100 e WPM50). Ao final dos 60 dias devido 
às condições debilitadas das plântulas não foi possível prosseguir para a etapa de 
aclimatização. O meio MS com metade da concentração original de sais demontrou-se o mais 
adequado para o desenvolvimento das plântulas de P. mutabile e P. granulosum in vitro.  
Plântulas de P. granulosum cultivadas sob sistema autotrófico apresentanram médias 
superiores para o percentual de sobrevivência de mudas, massa fresca total e comprimento da 
maior raiz. Constatou-se o surgimento de pretuberâncias brancas no limbo foliar de ambas as 
espécies, sendo essas mais acentuadas em P. mutabile. Ao final da aclimatização constatou-se 
morte de 100% das mudas de P. granulosum. Outros estudos precisam ser realizados a fim de 
compreender as eventuais transformações morfofisiológicas que possam ocorrer com essas 
espécies em condições de cultivo in vitro de modo a viabilizar o sucesso dessa técnica como 
alternativa para a produção de mudas de P. mutabile e P. granulosum. 
 
Palavras-chave: Tibouchina (sin.). Propagação in vitro. Produção de mudas.  
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5.2 ABSTRACT 
 

Species of the genus Pleroma, popularly known as lentils, have showy flowers that give them 
high ornamental value. Species in this family usually have a large number of seeds, however 
these are tiny and many of them are generally unviable, making the success of sexual 
propagation limited when considering the exploitation of seedlings for commercial purposes. 
In vitro propagation is an alternative to optimize the process of producing seedlings on a large 
scale, with phytosanitary quality, in a small physical space and at any time of the year. The 
objective of this work was to investigate the in vitro development of P. mutabile and P. 
granulosum seedlings as an alternative for producing seedlings of these species. P. 
granulosum seedlings were cultivated in vitro for 60 days, the design was completely 
randomized in a 2 x 2 factorial scheme, with two culture media (MS100 and MS50) combined 
with two in vitro culture systems (autotrophic and photoautotrophic). At the end of this 
period, the seedlings obtained were taken for acclimatization for 30 days. The experiment 
with P. mutabile seedlings was a completely randomized design, cultivated in vitro for 60 
days, in four culture media (MS100, MS50; WPM100 and WPM50). At the end of 60 days, 
due to the weakened condition of the seedlings, it was not possible to proceed to the 
acclimatization stage. The MS medium with half the original salt concentration proved to be 
the most suitable for the development of P. mutabile and P. granulosum seedlings in vitro. P. 

granulosum seedlings grown under an autotrophic system showed higher averages for the 
percentage of seedling survival, total fresh mass and length of the largest root. It was noted 
the appearance of white protuberances on the leaf blade of both species, these being more 
pronounced in P. mutabile. At the end of acclimatization 100% of P. granulosum seedlings 
died. Other studies need to be carried out in order to understand the possible 
morphophysiological transformations that may occur with these species under in vitro 
cultivation conditions in order to enable the success of this technique as an alternative for the 
production of P. mutabile and P. granulosum seedlings. 
 
Keywords: Tibouchina (syn.). In vitro propagation. Seedling production.  
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5.3 INTRODUÇÃO  
 

No Brasil, o gênero Pleroma  engloba 159 espécies das quais 156 são endêmicas, de 
porte arbustivo ou arbóreo, destacando-se pela produção de flores vistosas de pétalas lilases, 
roxas, róseas ou brancas reunidas numa inflorescência, cuja emissão ocorre geralmente no 
período da quaresma, motivo pelo qual são popularmente chamadas de quaresmeiras 
(GUIMARÃES, 2023). Pleroma granulosum (Desr.) D. Don (sin.: Tibouchina granulosa) e 
Pleroma mutabile (Vell.) Triana (sin.: Tibouchina mutabillis) ocorrem naturalmente no bioma 
Mata Atlântica e, além da importância ecológica, destacam-se pelo potencial ornamental 
(LORENZI, 2008; LORENZI, 2015). 

No geral, sementes de Pleroma spp. são diminutas, fato que dificulta a coleta e 
manuseio, além de existir grande número de sementes abortadas, conferindo baixa taxa de 
germinabilidade e, consequentemente, inviabilizando a produção escalonada de mudas via 
sexuada a partir dos métodos convencionais (BORTOLINI et al., 2008; CÉZAR et al., 2009; 
CARVALHO, 2010; NIENOW et al., 2010; NICKNICH et al., 2013; PEREIRA et al., 2015; 
DUARTE et al., 2019; FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 2020; LATOH et al., 2022). 
Mediante o exposto, Pleroma spp. são comumente propagadas assexuadamente, via técnica de 
estaquia ou alporquia (CÉZAR et al., 2009; RIBEIRO et al., 2007; NIENOW et al., 2010; 
NICKNICH  et al., 2013; LORENZI, 2015; FRAGOSO et al., 2017; LATOH et al., 2022). 
Entretanto, a produção de mudas via estaquia ou alporquia apresentam algumas limitações 
como, por exemplo, a impossibilidade de produção de mudas em escala comercial, a 
sazonalidade de produção de mudas, a necessidade do uso de fitorreguladores em 
determinadas situações e a dificuldade na manutenção da qualidade fitossanitária e da 
variabilidade genética das mudas (DIAS et al., 2012; SILVA et al., 2019).  

A propagação in vitro ou micropropagação surge como alternativa tanto para a 
multiplicação de genótipos de interesse quanto para a conservação de recursos genéticos pela 
germinação in vitro de sementes, independente da época do ano, além de garantir a produção 
de mudas com alta qualidade fitossanitária e em larga escala (ANSILIERO et al., 2020; 
SILVA et al., 2021; HASNAIN et al., 2022). Contudo, a técnica também apresenta alguns 
entraves, dentre eles, o surgimento de desordens morfofisiológicos, ou seja, formação 
de plântulas de morfologia, anatomia e fisiologia anormais e altas taxas de mortalidade das 
mudas durante a etapa de aclimatização (HAZARIKA, 2006; AL-KHAYRI e NAIK, 2017; 
SOUZA et al., 2023). Diferentes estratégias estão sendo investigadas para eliminar ou 
amenizar esses problemas, como controle e ajuste de variáveis que incluem a umidade relativa 
no interior dos frascos de cultivo; trocas com o ambiente de vapor d’água e gases, como 
etileno; espectro luminoso; concentração e tipo do agente gelificante; concentração e tipo de 
fitorreguladores (VASCONCELOS et al., 2012; AL-KHAYRI e NAIK, 2017; 
POLIVANOVA e BEDAREV, 2022). 

Frente à dificuldade de obtenção de mudas de P. granulosum (nome popular 
quaresmeira) e P. mutabile (nome popular manacá da serra) a partir de sementes por métodos 
convencionais. Visto que a propagação de Pleroma spp. têm se limitado à propagação 
vegetativa tradicional (BORTOLINI et al., 2008; CÉZAR et al., 2009; NIENOW et al., 2010; 
PEREIRA et al., 2015; LATOH et al., 2018; LATOH et al., 2019; LATOH et al., 2022). A 
propagação in vitro dessas espécies torna-se uma alternativa interessante, além de possibilitar 
futuras aplicações biotecnológicas como, por exemplo, a multiplicação in vitro, o 
melhoramento vegetal e a conservação in vitro dessas espécies.  

O objetivo deste trabalho foi investigar o desenvolvimento in vitro de plântulas de P. 
granulosum e P. mutabile e posterior aclimatização das mudas. 
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5.4 MATERIAL E MÉTODOS  
 
5.4.1 Local de realização dos experimentos 
 Os experimentos de cultivo in vitro foram conduzidos no Laboratório de 
Epidemiologia e Patologia de Sementes (LabEPS) do Departamento de Fitotecnia, Instituto de 
Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Durante a etapa de 
desenvolvimento das plântulas in vitro, os frascos do experimento com Pleroma granulosum 
foram mantidos em sala de crescimento vegetal do Departamento de Silvicultura, Instituto de 
Floresta da UFRRJ.  

O experimento de aclimatização com Pleroma granulosum foi conduzido no 
município de Mendes/RJ (22°31’36” S; 43°43’58” W). Durante o período de aclimatização 
registrou-se a temperatura e a umidade relativa do ar local com auxílio de termo-higrômetro 
digital (Import HTC-1) e a intensidade luminosa local com auxílio de luxímetro digital 
(Instrutherm LD-400). 
 
5.4.2 Desenvolvimento in vitro de Pleroma mutabile 
 Aos 21 dias após a semeadura (DAS), plântulas de P. mutabile provenientes da 
semeadura in vitro foram transferidas para os meios de cultura MS (MURASHIGE e 
SKOOG, 1962) (Phygenera®) e WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) com vitaminas - Woody 
Plant Basic Medium (Phygenera®), ambos com 50 e 100% da concentração original de sais. 
Todos os meios de cultura foram suplementados com 30 g L-1 de sacarose (NEON® P.A. 
Laderquímica), 1 g L-1 de carvão ativo em pó (NEON® P.A. Laderquímica) e 7,5 g L-1 de ágar 
bacteriológico (MicroMED ISOFAR). O pH do meio foi ajustado para 5,8±0,1 antes da 
adição do ágar e autoclavado por 20 minutos a 121°C e 1,2 atm.  
 O experimento foi constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os 
tratamentos foram compostos por quatro meios de cultura: MS com 50% da concentração 
original de sais (MS50); MS com 100% da concentração original de sais (MS100); WPM com 
100% da concentração original de sais (WPM100) e WPM com 50% da concentração original 
de sais (WPM50), com cinco repetições por tratamento. A unidade experimental foi 
constituída de frascos de vidro de 200 mL, contendo aproximadamente 20 mL do meio de 
cultivo e cinco plântulas por frasco, totalizando 25 plântulas para cada tratamento e 100 
plântulas no experimento.  

Os frascos foram fechados com tampa transparente de polipropileno e as bordas 
protegidas com filme transparente de PVC e mantidos em B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) 
sob temperatura de 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 fornecida por 
lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo de 16 horas 
(Figura 17). 
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Figura 17. Frascos em B.O.D. contendo plântulas de Pleroma mutabile na etapa de 
desenvolvimento in vitro (Seropédica/RJ, 2021). 

 
Após 60 dias de cultivo in vitro as plântulas obtidas foram retiradas do meio de 

cultura e tiveram suas raízes lavadas em água corrente até a completa eliminação do meio de 
cultura. Foi avaliada a massa fresca total (MFT), o número de folhas (NF), o comprimento da 
parte aérea (CPA), o número de raízes (NR), o comprimento da maior raiz (CMR) e o número 
de nós (NN).  Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, a 
5% de probabilidade e quando significativo os dados foram transformadas [(x + 1)0,5] antes de 
realização da análise de variância. Em seguida foi realizada a análise de variância a 5% e, 
quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 

Devido às condições debilitadas das plântulas, ao final das avaliações biométricas, não 
foi possível prosseguir para a etapa de aclimatização das mudas. 

 
5.4.3 Desenvolvimento in vitro de Pleroma granulosum 

Plântulas de P. granulosum provenientes da semeadura in vitro foram transferidas para 
o meio de cultura Murashige e Skoog (1962) (Phygenera®) (MS) com 50 e 100% da 
concentração original de sais. Os meios de cultura foram suplementados com 1 g L-1 de carvão 
ativo em pó (NEON® P.A. Laderquímica) e 8 g L-1 de ágar bacteriológico (MicroMED 
ISOFAR). O pH do meio foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar e autoclavado por 
20 minutos a 121°C e 1,2 atm.  
 Os tratamentos foram constituídos por duas concentrações do meio de cultura MS 
(100% ou 50% da concentração original de sais) combinados com 30 g L-1 ou 0 g L-1 de 
sacarose (NEON® P.A. Laderquímica). Os frascos contendo meio de cultura MS que foram 
combinados com 30 g L-1 de sacarose foram fechados com tampa transparente de 
polipropileno e as bordas protegidas com filme transparente de PVC (sistema autotrófico). 
Enquanto que os frascos contendo meio de cultura MS que foram combinados com 0 g L-1 de 
sacarose continham uma perfuração de diâmetro de 1.0 cm na tampa e foram cobertos com 
curativo adesivo (Band-Aid – Johnson & Johnson® – 2.2 x 2.2 cm) como adaptação às 
membranas desenvolvidas por SALDANHA et al. (2012) (sistema fotoautotrófico). 

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2 x 2 sendo  
dois meios de cultura (MS100 e MS50) combinados com dois sistema de cuntivo in vitro 
(autotrófico e fotoautotrófico). Cada tratamento teve cinco repetições, totalizando 20 unidades 
experimentais. A unidade experimental foi constituída de frascos de vidro de 200 mL, 
contendo aproximadamente 20 mL do meio de cultivo e duas plântulas por frasco.  

A B 
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Os mesmos foram mantidos em sala de crescimento vegetal do Departamento de 
Silvicultura, Instituto de Floresta da UFRRJ, sob temperatura de aproximadamente 25±1°C, 
irradiância de aproximadamente 35 μmol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas LED tubular brancas 
– potência 18W-6500K (ASUS® Modelo T8W18W) e fotoperíodo de 16 horas (Figura 18). 

 
 

  
Figura 18. Frascos em sala de crescimento vegetal contendo plântulas de Pleroma 

granulosum na etapa de desenvolvimento in vitro (A); em destaque frasco com perfuração de 
1.0 cm de diâmetro na tampa coberto com curativo adesivo Band-Aid® (B) (Seropédica/RJ, 
2022). 
 

Após 60 dias de cultivo in vitro as plântulas obtidas foram retiradas do meio de 
cultura e tiveram suas raízes lavadas em água corrente até a completa eliminação do meio de 
cultura. Foi avaliada a massa fresca total (MF), o número de folhas (NF), o número de raízes 
(NR), o número de nós (NN), o comprimento da parte aérea (CPA), o comprimento da maior 
folha (CMF), a largura da maior folha (LMF) e o comprimento da maior raiz (CMR). Os 
dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade 
e quando significativo os dados foram transformadas [(x + 1)0,5] antes de realização da análise 
de variância.  Em seguida foi realizada a análise de variância a 5% e, quando significativas, as 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com auxílio do software 
SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 

Um total de 21 plântulas obtidas in vitro foram transferidas ao acaso para vasos de 
polietileno (n°6 – 80 mL) preenchidos com substrato comercial Mutiplant®, cada unidade 
experimental (vaso) foi composta por uma planta. Os vasos foram levados para aclimatização 
em casa de vegetação, cuja cobertura era composta por telhas de polipropileno translúcidas. O 
substrato das mudas foi molhado manualmente, em dias alternados, com auxílio de proveta 
graduada, de modo a fornecer o mesmo volume de água por vaso. O experimento foi 
constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Não foi realizada análise 
estatística devido à morte de 100% das mudas ao final do período de aclimatização.    
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.5.1 Desenvolvimento in vitro de Pleroma mutabile  

O teste de normalidade foi significativo para a variável NR, de modo que a mesma foi 
transformada antes da realização da análise de variância. A análise de variância mostrou 
resultado significativo para as variáveis MF, NF e NN. O teste de comparação de médias 
indicou que a massa fresca total das plântulas do tratamento MS50 foi estatisticamente 
superior aos demais tratamentos, enquanto que a menor massa fresca total encontrada foi 
daquelas cultivadas sobre meio WPM50. A massa fresca total das plântulas cultivadas nos 
tratamentos MS100 e WPM100 não diferiram estatisticamente daquelas cultivadas em meio 
MS50 e WPM50. Quanto às variáveis NF e NN o tratamento MS50 mostrou-se superior ao 
tratamento MS100.  Os tratamentos WPM100 e WPM50 não diferiram estatisticamente dos 
tratamentos MS50 e MS100 (Tabela 11).  

 
Tabela 11. Médias de massa fresca total (MF), número de folhas (NF), número de raiz (NR), 
número de nós (NN), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento da maior folha (CMF) 
e comprimento da maior raiz (CMR) de Pleroma mutabile após 60 dias de cultivo in vitro nos 
diferentes meios de cultura (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  MF   NF NR NN   CPA CMF CMR 
  g   un   cm 

MS100  0.30 ab  7.16 b 3.45 ns 2.40 b  1.95 ns 0.54 ns 4.51 ns 
MS50  0.57 a  10.96 a 5.17 ns 3.68 a  3.13 ns 0.67 ns 5.63 ns 
WPM100  0.33 ab  8.40 ab 3.46 ns 3.09 ab  2.15 ns 0.45 ns 3.89 ns 
WPM50   0.24 b   8.68 ab 4.16 ns 3.39 ab   2.74 ns 0.44 ns 2.95 ns 
Média Geral   0.36   8.80 4.06 3.14   2.49 0.53 4.24 
CV(%)   41.28   18.73 29.84 22.10   26.95 27.60 41.85 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns – 
não significativo pelo teste F (P≤0,05). MS100, meio de cultura MS com 100% da concentração de sais; MS50, 
meio MS com 50% da concentração de sais; WPM100, meio de cultura WPM com 100% da concentração de 
sais e WPM50, meio de cultura WPM com 50% da concentração de sais. 

 
Durante a etapa de desenvolvimento in vitro de plântulas de P. mutabile observou-se o 

surgimento de “estruturas brancas” no limbo foliar de todas as plântulas, além do nanismo das 
mesmas. Essas estruturas surgiram aproximadamente no 30° dia de cultivo das plântulas in 

vitro, estando presentes tanto na face adaxial quanto na abaxial e principalmente nas margens 
das folhas. (Figura 19).  



77 
 

 
 
Figura 19. Frasco com plântulas de Pleroma mutabile e imagens do limbo foliar através de 
microscopia eletrônica (Seropédica/RJ, 2022). Barras: 1.0 cm. 

 
Foi realizado o corte histológico das estruturas brancas (Figura 20 - A) e, com auxílio 

de microscópio, foi averiguado que essas são proliferações celulares da planta. As células 
presentes nessas estruturas são ricas de uma substância aparentemente oleaginosa (Figura 20 - 
B). Verificou-se também a presença de tricomas (Figura 20 - C).   
 

A B 
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Figura 20. Corte histológico da estrutura branca presente no limbo das folhas de P. mutabilis 

cultivadas in vitro (A); Células presentes nessas estruturas apresentando gotículas oleaginosas 
(B); Presença de tricoma (C) (Imagens: Luiz Ricardo Tozin – Seropédica/RJ, 2022). 

 
Na Figura 21 é possível observar a presença das pretuberâncias brancas e o aspecto de 

nanismo nas plântulas de P. mutabile independentemente do meio de cultura testado. 
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Figura 21. Plântulas de Pleroma mutabile obtidas após 60 dias de cultivo in vitro em meio de 
cultura MS com 100% da concentração original de sais (MS 100); em meio MS com 50% da 

WPM 50 

WPM 100 

MS 50 

MS 100 
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concentração original de sais (MS 50); em meio de cultura WPM com 100% da concentração 
original de sais (WPM 100) e em meio de cultura WPM com 50% da concentração original de 
sais (WPM 50) Barras: 1.0 cm (Seropédica/RJ, 2022). 
 

Dentre os meios de cultivo testado, o meio MS com metade da concentração original 
de sais, mostrou-se o mais adequado para o desenvolvimento das plântulas de P. mutabile, 
entretanto, fazem-se necessários ajustes nas condições de cultivo a fim de promover com 
sucesso a produção de mudas dessa espécie in vitro. 

 
5.5.2 Desenvolvimento in vitro de Pleroma granulosum 

Durante o cultivo in vitro, verificou-se a contaminação de um frasco do tratamento T2 
(MS50CS), porém, este não foi descartado.  

O teste de normalidade foi significativo para as variáveis percentual de sobrevivência 
e número de nós. Constatou-se efeito significativo do meio de cultura sobre as variáveis PS, 
NF, NR, NN, CPA e CMR e efeito significativo do sistema de cultivo para as variáveis PS, 
MF, e CMR. Foi observada interação significativa (meio de cultura x sistema de cultivo) para 
a variável LMF. Não houve diferença significativa para a variável CMF (Tabela 12). 
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Tabela 12. Resumo da análise de variância para percentual de sobrevivência (PS), massa fresca total (MF), número de folhas (NF), número de 
raízes (NR), número de nós (NN), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento da maior folha (CMF), largura da maior folha (LMF) e 
comprimento da maior raiz (CMR) de mudas de Pleroma granulosum após 60 dias de cultivo em diferentes meios de cultura e sistemas de 
cultivo in vitro (Seropédica/RJ, 2022). 

Fonte de Variação (FV) 
PS   MF NF NR NN   CPA CMF LMF CMR 
%   g un   cm 

Meio de Cultura 80.0000*  0.0001ns 46.5125* 38.3645*       7.8125*        7.6261*       0.4805ns       0.2101ns       26.7961* 

Sistema de Cultivo 45.0000*  0.0294* 7.8125ns       7.5645ns       2.1125ns        4.0051ns       0.0845ns       0.0101ns    33.6701*       

Interação 20.0000ns  0.0068ns 2.8125ns       0.5445ns       0.3125ns        4.8511ns       1.7405ns       0.5611*       11.0261ns       

Média Geral 75.0000   0.1172 6.1250      5.1650       2.6750        2.9175 1.3750      0.8525       4.8775       
CV (%) 6.91   3.16 20.19 20.24  15.65   17.84 15.32 10.39 21.15 

CV: coeficiente de variação. 
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O resultado de teste de comparação de médias para o fator meio de cultura indicou as 
maiores médias para o tratamento MS50 em relação às variáveis PS, NF, NR, NN, CPA e CMR 
(Tabela 13). O fator sistema de cultivo in vitro apresentou as maiores médias para as variáveis 
PS, MF e CMR para o sistema autotrófico (Tabela 14).  Enquanto que a variável largura da 
maior folha apresentou a maior média para plântulas cultivadas em meio MS50 e sistema 
fotoautotrófico (Figura 15). 

 
Tabela 13. Teste de comparação de médias para percentual de sobrevivência (PS), número de 
folhas (NF), número de raízes (NR), número de nós (NN), comprimento de parte aérea (CPA) e 
comprimento da maior raiz (CMR) em função do meio de cultura após 60 dias de cultivo in 

vitro de plântulas de Pleroma granulosum (Seropédica/RJ, 2022). 

Meio de Cultura 
 Média das variáveis 
  PS   NF NR NN   CPA CMR 
  %   un   cm 

MS100   55.00 b   4.60 b 3.78 b 2.05 b   2.30 b 3.72 b 
MS50   95.00 a   7.65 a 6.55 a 3.30 a   3.54 a 6.04 a 

Média Geral   75.00   6.13 5.17 2.68   2.92 4.88 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade.   

 
Tabela 14. Teste de comparação de médias para percentual de sobrevivência (PS), massa 
fresca total (MF) e comprimento da maior raiz (CMR) em função do sistema de cultivo após 60 
dias de cultivo in vitro de plântulas de Pleroma granulosum (Seropédica/RJ, 2022). 

Sistema de 
Cultivo 

  Média das variáveis  
  PS   MF   CMR 
  %   g   cm 

Autotrófico    90.00 a   0.16 a   6.18 a 
Fotoautotrófico    60.00 b   0.08 b   3.58 b 

Média Geral   75.00   0.12   4.88 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade.   

 
Tabela 15. Teste de comparação de médias para largura da maior folha (LMF) da interação 
(meio de cultura x sistema de cultivo) para largura da maior folha (LMF) após 60 dias de 
cultivo in vitro de plântulas de Pleroma granulosum (Seropédica/RJ, 2022). 

Largura da maior folha (cm) 
Meio de 
Cultura 

Sistema de Cultivo Média 
Geral Autotrófico Fotoautotrófico 

MS100 0.94 aA 0.56 bA 0.75 
MS50 0.81 aA 1.10 aA 0.96 

Média Geral 0.88 0.83 0.85 
Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e letra maiúscula na linha não diferem 
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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No tratamento composto de meio MS com 100% da concentração original de sais e 0 g 
L-1 de sacarose (T3) apenas três plântulas se desenvolveram, as demais apresentaram aspecto 
“albinao”. O aspecto das plântulas de P. granulosum após 60 dias de cultivo podem ser 
observados na Figura 22.  

 

 

 

 

MS100CS 

MS50CS 

MS100SS 
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Figura 22. Plântulas de P. granulosum obtidas após 60 dias de cultivo in vitro em meio MS 
com 100% da concentração original de sais e 30 g L-1 de sacarose (MS100CS); meio MS com 
50% da concentração original de sais e 30 g L-1 de sacarose (MS50CS); meio MS com 100% 
da concentração original de sais e 0 g L-1 de sacarose (MS100SS); e meio MS com 50% da 
concentração original de sais e 0 g L-1 de sacarose (MS50SS) (Seropédica/RJ, 2022). 
 

Assim como P. mutabile, verificou-se a presença de protuberâncias brancas nas folhas 
de P. granulosum, porém a anomalia mostrou-se menos acentuada (Figura 23 - A). Após 24 
horas de transferência das plântulas das condições in vitro para condições ex vitro, verificou-
se que no local da anomalia ocorria necrose foliar e, posteriormente, a senescência da folha 
(Figura 23 - B). 

 

Figura 23. Protuberâncias em folhas de P. granulosum cultivadas in vitro. Momento de 
transferência das condições in vitro para condições ex vitro em substrato comercial (A); 
Detalhe do limbo foliar com necrose após 24 horas de transferência das plântulas das 
condições in vitro para condições ex vitro (B). 

A presença das pretuberâncias brancas no limbo foliar prejudicou o desenvolvimento 
das plântulas in vitro, sobretudo na etapa de aclimatização das mudas. Após 15 dias de 

MS50SS 
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aclimatização observou-se a morte de aproximadamente 50% das mudas e ao final dos 30 dias 
de aclimatização observou-se 100% de morte das mesmas (Figura 24).  

 

 
Figura 24. Plântulas de Pleroma granulosum oriundas de cultivo in vitro no 15° dia de 
aclimatização (Mendes/RJ, 2022).  

 
A heterogeneidade de respostas vegetais durante o cultivo in vitro é promovida não só 

por fatores genéticos, mas também por modificações das condições de cultivo in vitro 
(FOGAÇA et al., 2007). Plantas cultivadas in vitro estão sob contínua condição de estresse 
(VASCONCELOS et al., 2012; GAO et al., 2018). 

A presença de moléculas de lipídios observadas nas células de P. mutabile 
possivelmente é uma resposta ao estresse do cultivo in vitro. Metabólitos secundários, como 
óleos essenciais, são produzidos com objetivo de proteção a estresses abióticos e bióticos, 
conferindo vantagens adaptativas aos vegetais. Sob condições de estresse esses metabólitos 
combatem radicais livres (MIRANDA et al., 2016; BORGES e AMORIM, 2020).   

De acordo com Taiz et al. (2017), tricomas glandulares armazenam metabólitos 
secundários específicos, como fenóis e terpenos, em uma bolsa formada entre a parede celular 
e a cutícula. Relatos da composição química de tecidos de Pleroma spp. são escassos na 
literatura e, apesar dos poucos estudos, há relato da presença de óleos essenciais, taninos, 
terpenoides, flavonoides, fenólicos solúveis e antocianina (MACIEL, 2021).   

Conforme Guimarães et al. (1999), a presença de tricomas em folhas é comum na 
família Melastomataceae, sobretudo no gênero Tibouchina (sin. Pleroma). Estes apresentam 
uma grande importância ecológica para essas espécies, embora estas relações sejam pouco 
conhecidas, supõe-se que estes constituem um fator de proteção contra a intensa radiação 
solar, proteção ao ataque de insetos e microorganimos, dentre outros fatores (TAIZ et al., 
2017).  As funções e valor adaptativo dos tricomas em vegetais incluem também o controle 
fisiológico, como troca de materiais e regulação metabólica (JOHNSON, 1975). 

P. granulosum apresenta tricomas dendríticos na face abaxial do limbo foliar e P. 
mutabile apresenta tricomas tipo estrigosos situados nas margens do limbo foliar 
(GUIMARÃES, 2023). Suspeita-se que as estruturas brancas presentes no limbo foliar das 
plântulas de P. granulosum e P. mutabile resultam de alterações nas células desses tricomas, 
porventura das condições de cultivo in vitro.  

Distúrbios morfológicos, fisiológicos e bioquímicos são desencadeados por fatores 
físicos relacionados ao ambiente dos recipientes de cultivo e da consistência e composição 
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química do meio de cultura (VASCONCELOS et al., 2012). O crescimento sob condições de 
estresse leva à geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) dentro das células vegetais, 
como peróxido de hidrogênio (H2O2), hidroxila (OH−) e superóxido (O2

−), que atuam nos 
lipídios da membrana, nos ácidos nucleicos, nas enzimas e em outras estruturas celulares 
(VASCONCELOS et al., 2012; WEREMCZUK-JEŻYNA et al., 2021; POLIVANOVA e 
BEDAREV, 2022). 

A hiper-hidricidade é um problema encontrado com frequência na micropropagação 
das espécies e caracteriza-se por distúrbios anatômicos, morfológicos, fisiológicos e 
metabólicos (VASCONCELOS et al., 2012; POLIVANOVA e BEDAREV, 2022), sendo 
comum a hidratação excessiva, baixa lignificação, reduzida resistência mecânica dos tecidos 
vegetais, função estomática prejudicada, baixo teor de clorofila e massa seca e, 
consequentemente, redução da capacidade de sobrevivência das plantas na aclimatização 
(BARBOSA et al., 2013; MACHADO et al., 2013), há também deformação significativa dos 
tricomas epidérmicos e glandulares (POLIVANOVA e BEDAREV, 2022). 

Barbosa et al. (2013) constataram mudanças morfológicas e bioquímicas em plantas 
hiper-hídricas de morango cultivadas in vitro. Estas apresentaram estômatos anormais 
caracterizados por células-guarda hipertrofiadas e deformadas e menor deposição de cera 
epicuticular em plantas hiper-hídricas do que nas plantas normais. De acordo com Polivanova 
e Bedarev (2022) os principais fatores que influenciam o nível de hiper-hidricidade das 
plantas in vitro são a composição mineral e hormonal do meio de cultivo e as condições de 
cultivo, em particular aeração dos recipientes e a iluminação. 

A utilização de sistemas fotoautotrófico e fotomixotrófico podem melhorar a 
qualidade morfofisiológica de plantas cultivadas in vitro (SALDANHA et al., 2012; SOARES 
et al., 2023; SOUZA et al., 2023). A maior troca gasosa, concomitantemente, com a 
eliminação total ou parcial de sacarose do meio de cultura e o aumento da intensidade 
luminosa, pode estimular a capacidade fotossintética das plântulas in vitro, favorecendo a 
produção de plantas morfofisiologicamente mais adaptadas ao processo de aclimatização 
(GRIS et al., 2021), além da redução da perda de planta por contaminação biológica e 
distúrbios genéticos (JEONG et al., 1993). A alta concentração de etileno no interior do 
recipiente de cultivo pode afetar a diferenciação, o desenvolvimento, a morfologia e o 
crescimento das plantas (ERIG e SCHUCH, 2005). 

A qualidade e quantidade da luz também exercem efeito direto nas respostas 
morfofisiológicas do vegetal, sobretudo a qualidade espectral na anatomia das folhas 
(FERRARI et al., 2016). As plantas podem utilizar determinada faixa do espectro 
eletromagnético como sinais que desencadeiam em diferentes processos morfofisiológicos. A 
luz tem influência chave na atividade de genes e enzimas e no crescimento das mesmas 
(MILER et al., 2019).  O uso de luzes díodos emissores (LEDs) em vez de lâmpadas 
fluorescentes brancas surge como inovação na cultura de tecidos vegetais e tem mostrado 
melhorias no desenvolvimento e na qualidade das mudas (CHAVES et al., 2020; 
WEREMCZUK-JEŻYNA et al., 2021). 

Os vários tipos de respostas morfofisiológicas in vitro apresentadas por diferentes 
espécies fazem com que seja necessário o estabelecimento de condições específicas para um 
eficiente processo de estabelecimento in vitro da cultura (RADMANN et al., 2009). Até o 
momento, não há consenso sobre as causas da hiper-hidricidade e as medidas para eliminá-la 
são específicas da espécie (POLIVANOVA e BEDAREV, 2022). 

Não foram encontrados dados sobre o efeito da troca gasosa, qualidade ou quantidade 
luminosa sobre respostas morfofisiológicas no cultivo in vitro de mudas de Melastomataceae, 
sobretudo de Pleroma spp. Há uma lacuna de investigações científicas que possam corroborar 
para o desenvolvimento de potencialidades do cultivo in vitro dessas espécies e, 
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consequentemente, melhorar os aspectos agronômicos e tecnológicos garantindo o sucesso do 
cultivo in vitro dessas espécies. 

Os resultados ora encontrados sugerem que o meio MS com metade da concentração 
original de sais é o mais adequado para o desenvolvimento das plântulas de P. mutabile e P. 
granulosum in vitro. Entretanto, fazem-se necessários outros estudos a fim de esclarecer o 
motivo do surgimento das pretuberências brancas no limbo foliar dessas espécies de modo a 
garantir a produção de mudas de qualidade morfofisiológica e capazes de se adaptar as 
condições de aclimatização de mudas. Haja vista a complexa influência e efeitos do ambiente 
in vitro sobre as respostas morfofisiológicas apresentadas por P. granulosum e P. mutabili, 
experimentos envolvendo variações das condições de cultivo como, por exemplo, qualidade e 
quantidade de luz, trocas gasosas, diferentes meios de cultivo, dentre outros fatores, são 
relevantes e precisam ser explorados a fim de potencializar o sucesso do cultivo in vitro 
dessas espécies. 
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5.6 CONCLUSÃO 
 

 
O meio MS com metade da concentração original de sais demontrou-se o mais 

adequado para o desenvolvimento das plântulas de P. mutabile e P. granulosum in vitro 
quando comparado ao meio MS com a concentração original de sais.   

No caso de P. granulosum plântulas cultivadas sob sistema autotrófico apresentanram 
médias superiores para o percentual de sobrevivência de mudas, massa fresca total e 
comprimento da maior raiz. O sistema fotoautotrófico beneficiou no comprimento de folha 
em plântulas de P. granulosum cultivadas em meio MS com metade da concentração original 
de sais.  

A elucidação da anomalia fisiológica que surgem nas folhas de plântulas de P. 
mutabile e P. granulosum cultivadas in vitro torna-se um passo fundamental para o sucesso 
do desenvolvimento in vitro de mudas de qualidade morfofisiológicas e que superem a etapa 
de aclimatização.  

Os resultados experimentais aqui observados, embora incipientes, podem contribuir 
para o avanço da propagação in vitro de espécies de Pleroma spp.  
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6 CAPÍTULO IV 

 
CALOGÊNESE, RIZOGÊNESE E ORGANOGÊNESE INDIRETA EM EXPLANTE 

FOLIAR DE Pleroma heteromallum CULTIVADOS IN VITRO 
(MELASTOMATACEAE) 
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6.1 RESUMO 
 

Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don é uma planta endêmica do Brasil com potencial 
ornamental, medicinal e fitorremediador. A propagação via sexuada de P. heteromallum 
apresenta alguns entraves, sendo comumente propagada por estaquia caulinar. A 
micropropagação dessa espécie possibilitaria a produção massal de mudas com qualidade 
fitossanitária, em pequeno espaço e qualquer época do ano. Objetivou-se investigar o 
potencial da calogênese, rizogênese e organogênese indireta em explantes foliares de P. 

heteromallum cultivados in vitro. Foram testadas, em cinco experimentos, combinações do 
meio MS suplementado com diferentes combinações de BAP (6-benzilaminupurina), AIB 
(ácido indol-3-butírico), 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético), PVP (polivinilpirrolidona) e 
carvão ativo. Os resultados demonstraram que tanto PVP quanto carvão ativo não inibiu o 
processo de oxidação dos explantes e interferiu negativamente na formação de calos. O meio 
MS isento de fitorreguladores não induziu calogênese, resultando na oxidação e morte dos 
explantes. No meio MS suplementado apenas com BAP o percentual de calos foi 
estatisticamente inferior aos tratamentos suplementados com BAP:AIB ou BAP:2,4-D. No 
20° dia de cultivo ocorre o pico da calogênese e rizogênese e, a partir de então, a massa de 
calos começa a apresentar sinais de oxidação culminando na morte dos expalntes. Um único 
explante crescendo em meio MS contendo BAP (4.4 μM) e AIB (4.9 μM) formou calos, 
raízes e brotos, indicando a possibilidade da mediação de processos de organogênese indireta 
a partir de explantes foliares de P. heteromallum. 
 
Palavras-chave: Micropropagação. Meios de cultura. Orelha-de-onça. 
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6.2 ABSTRACT 
 

Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don is an endemic plant of Brazil with ornamental, 
medicinal and phytoremediation potential. Sexual propagation of P. heteromallum 
presents some obstacles, and is commonly propagated by stem cuttings. Micropropagation 
of this species would allow the mass production of seedlings with phytosanitary quality, in 
a small space and at any time of the year. The objective of this study was to investigate the 
potential of callogenesis, rhizogenesis and indirect organogenesis in leaf explants of P. 
heteromallum cultivated in vitro. Combinations of MS medium supplemented with 
different combinations of BAP (6-benzylaminopurine), IBA (indole-3-butyric acid), 2,4-D 
(2,4-dichlorophenoxyacetic acid), PVP (polyvinylpyrrolidone) and activated carbon were 
tested in five experiments. The results demonstrated that neither PVP nor activated carbon 
inhibited the oxidation process of the explants and negatively interfered in callus 
formation. The MS medium without plant growth regulators did not induce callus 
formation, resulting in oxidation and death of the explants. In the MS medium 
supplemented only with BAP, the percentage of callus was statistically lower than in the 
treatments supplemented with BAP:IBA or BAP:2,4-D. On the 20th day of culture, the 
peak of callus formation and rhizogenesis occurs, and from then on, the callus mass 
begins to show signs of oxidation, culminating in the death of the explants. A single 
explant growing in MS medium containing BAP (4.4 μM) and IBA (4.9 μM) formed 
callus, roots and shoots, indicating the possibility of mediation of indirect organogenesis 
processes from leaf explants of  P. heteromallum. 

  
Keywords: Micropropagation. Culture mediums. Jaguar ear.  
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6.3 INTRODUÇÃO 
 

Pleroma heteromallum  (D.Don) D.Don, nome popular orelha-de-onça, é endêmica do 
Brasil, estando presente nas regiões Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste, abrangendo os biomas 
Cerrado e Mata Atlântica (GUIMARÃES, 2024). Naturalmente, ocorre isoladamente ou na 
forma de pequenas populações (CAMPOS et al., 2009). De porte arbustivo, apresenta flores 
roxas que se formam principalmente durante a primavera-verão, folhagem cordiforme com 
pilosidade branco-acinzentada, bastante vistosa, o que justifica o nome popular da espécie 
(LORENZI, 2015). Por se tratar de uma espécie pioneira com tolerância a solos com metais 
pesados, apresenta considerada importância ecológica, sobretudo na recuperação de áreas 
degradadas (CUEVAS-REYES et al., 2018). A espécie também apresenta propriedades 
medicinais (KUSTER et al., 2009) e potencial na ornamentação de parques e jardins, sendo 
indicada para uso individual e na composição de renques e cercas vivas (LORENZI, 2015; 
LATOH et al., 2019). 

O uso de plantas ornamentais nativas no paisagismo tem sido crescente nos últimos 
anos, uma forte tendência da aplicação dessas plantas em parques e jardins tem sido uma 
forma de valorizar os recursos genéticos nativos (GRANEMANN et al., 2017; GOMES et al., 
2020; CORREA et al., 2023). Além disso, essas plantas exigem menos manutenções e 
cuidados em função da rusticidade e adaptação ao meio e o uso contribui para a popularização 
e conservação dessas espécies (PRESTES et al., 2020). 

O tamanho reduzido das sementes, o baixo poder germinativo e a desuniformidade das 
plantas de P. heteromallum restringe o sucesso via propagação sexuada, considerando sua 
exploração para fins comerciais (NIENOW et al., 2010; FRAGOSO et al., 2017). Latoh et al. 
(2018) e Latoh et al. (2019) averiguaram que P. heteromallum é uma espécie facilmente 
propagada por estacas. Contudo, a propagação via estaquia limita-se à quantidade de mudas e 
sazonalidade, além de propiciar a disseminação de doenças (SILVA et al., 2019). 

Outro método de propagação de plantas é o cultivo in vitro ou micropropagação. Este 
consiste no cultivo de sementes ou partes vegetativas da planta denominadas de explante em 
um meio de cultura nutritivo, sob condições assépticas e ambientais controladas, cuja última 
etapa da propagação é a aclimatização das plantas (DALPIAZ et al., 2019; FARIA et al., 
2020).   

Uma das principais vantagens da micropropagação é o potencial que ela apresenta em 
relação a eficiência na produção de mudas em escala comercial, com alto padrão fitossanitário 
e genético e em curto espaço de tempo (SOARES et al., 2023).  A técnica comumente usada 
para cultivo do explante é a organogênese, que por sua vez pode ser direta ou indireta (FARIA 
et al., 2020).  Na organogênese direta ocorre a regeneração da planta a partir de órgãos ou 
tecidos, enquanto que na organogênese indireta a regeneração da planta ocorre a partir de 
células desdiferenciadas denominadas de calos (HASNAIN et al., 2022).  

Assim, a micropropagação de P. heteromallum mostra-se como uma alternativa para a 
produção de mudas em larga escala, de forma homogênea para plantios comerciais e, 
adicionalmente, possibilitando futuras abordagens biotecnológicas da espécie.   

Diante disso, este estudo teve por objetivo investigar a resposta de explantes foliares 
de P. heteromallum cultivados in vitro em meio Murashige e Skoog (MS) suplementado com 
diferentes combinações de BAP (6-benzilaminupurina), AIB (ácido indol-3-butírico), 2,4-D 
(ácido 2,4-diclorofenoxiacético), PVP (polivinilpirrolidona) e carvão ativo no processo de 
calogênese e rizogênese indireta, visando a regeneração de plantas in vitro. 
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6.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

6.4.1 Uso de PVP, carvão ativo e dos fitorreguladores AIB e BAP na calogênese, 
rizogênese e organogênese indireta em explante foliar de Pleroma heteromallum  

Folhas apresentando cerca de 1 cm2 provenientes de plântulas de P. heteromallum 
cultivadas in vitro foram inoculadas em tubos de ensaio contendo aproximadamente 10 mL de 
meio de cultura (Figura 25). 

 

 
Figura 25. Aspecto do explante (folhas) de P. heteromallum provenientes de plântulas 
cultivadas in vitro em meio de cultura para promoção de organogênese indireta 
(Seropédica/RJ, 2022). Barra 1.0 cm. 

 
 O meio de cultura utilizado foi o Murashige e Skoog (1962) com vitaminas 

(Phygenera®) (MS) com 100% da concentração original de sais, suplementado com 30 g L-1 
de sacarose P.A. (Neon P.A. Laderquímica) e 7,0 g L-1 de ágar (MicroMED ISOFAR), 
constituindo-se no tratamento controle (T1).  

 Os demais tratamentos foram constituídos do mesmo meio acrescido de 4.9 μM de 
AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g.L-1 de PVP (T2); 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de 
carvão ativo (T3); 4.9 μM de AIB e 4.4 μM de BAP (T4); e 4.4 μM de BAP (T5).  

O pH foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar. O meio de cultura foi 
autoclavado por 20 minutos a 1,2 atm e 121 ºC. 

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
sete repetições por tratamento. A unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio, 
contendo um explante por tubo.  

Os tubos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 
temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas.  

Após 42 dias avaliou-se o percentual de sobrevivência (PS), o percentual de oxidação 
(PO), o percentual de formação de calos (PC), o percentual de indução de brotos (PB) e o 
percentual de indução de raiz (PR) dos explantes. 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, sendo transformados para as variáveis significativas através da equação [(x + 
1)0,5]. Em seguida, foi realizada à análise de variância a 5% e, quando significativas, as 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises estatísticas 
foram realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 
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6.4.2 Uso dos fitorreguladore AIB e 2,4-D na calogênese, rizogênese e organogênese 
indireta em explante foliar de Pleroma heteromallum 

Folhas apresentando cerca de 1 cm2 provenientes de plântulas de P. heteromallum 
cultivadas in vitro foram inoculadas em tubos de ensaio contendo aproximadamente 10 mL de 
meio de cultura. O meio de cultura utilizado foi o MS com 100% da concentração original de 
sais, suplementado com 30 g L-1 de sacarose P.A. (Neon P.A. Laderquímica) e 7,0 g L-1 de 
ágar (MicroMED ISOFAR). Os tratamentos foram constituídos do meio MS acrescido de 4.4 
μM de BAP e 4.9 μM de AIB (T1) e do meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP e 4.5 μM de 
2,4-D (T2). 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
dez repetições por tratamento. A unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio, 
contendo um explante por tubo.  

Os tubos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 
temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas. Após 30 dias de cultivo os explantes foram repicados para tubos contendo os 
estes mesmos tratamentos, onde permaneceram por mais 30 dias, totalizando 60 dias de 
cultivo in vitro.  

Após esse período avaliou-se o percentual de sobrevivência (PS), o percentual de 
oxidação (PO), o percentual de formação de calos (PC), o percentual de indução de brotos 
(PB) e o percentual de indução de raiz (PR) dos explantes. 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, sendo que para as variáveis significativas os dados foram transformados [(x + 
1)0,5]. Em seguida, foi realizada à análise de variância a 5% e, quando significativas, as 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises estatísticas 
foram realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 

 
6.4.3 Uso dos fitorreguladores BAP e AIB na calogênese, rizogênese e organogênese 
indireta em explante foliar de Pleroma heteromallum no período de 40 dias de cultivo in 

vitro 
Folhas apresentando cerca de 1 cm2 provenientes de plântulas de P. heteromallum 

cultivadas in vitro foram inoculados em tubos de ensaio contendo aproximadamente 10 mL de 
meio de cultura.  

O meio de cultura utilizado foi o Murashige e Skoog (1962) com vitaminas 
(Phygenera®) (MS) com 100% da concentração original de sais, suplementado com 30 g L-1 
de sacarose P.A. (Neon P.A. Laderquímica) e 7,0 g L-1 de ágar (MicroMED ISOFAR), sendo 
este o tratamento controle (T1).   

Os demais tratamentos foram constituídos do mesmo meio acrescido de 2.2 μM de 
BAP (T2); 4.4 μM de BAP (T3); 2.2 μM de BAP e 4.9 μM de AIB (T4); e 4.4 μM de BAP e 
4.9 μM de AIB (T5).  

O pH foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar. O meio de cultura foi 
autoclavado por 20 minutos a 1,2 atm e 121 ºC. O experimento foi constituído em 
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dez repetições. A unidade experimental 
foi composta por um tubo de ensaio contendo um explante por tubo (Figura 26). 
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Figura 26. Aspecto do explante foliar de Pleroma heteromallum inoculado em meio contendo 
diferentes combinações de BAP e AIB para indução da calogênese em explante foliar de 
Pleroma heteromallum (Seropédica/RJ, 2022). Barra: 1.0 cm. 
Legenda (da esquerda para a direita): meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS 
acrescido de 2.2 μM de BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM 
de BAP e de 4.9 μM de AIB (T4); e meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5). 
 

Os frascos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 
temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas pelo período de 40 dias.  

Ao final do experimento foram avaliados o percentual de sobrevivência (PS), o 
percentual de oxidação (PO), o percentual de formação de calos (PC), o percentual de indução 
de brotos (PB) e o percentual de indução de raiz (PR) dos explantes. 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, sendo que para as variáveis significativas os dados foram transformados [(x + 
1)0,5]. Em seguida, foi realizada à análise de variância a 5% e, quando significativas, as 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises estatísticas 
foram realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 

 
6.4.4 Uso dos fitorreguladores BAP e AIB na indução da calogênese em explante foliar 
de Pleroma heteromallum no período de 30 + 15 dias de cultivo in vitro 

Folhas apresentando cerca de 1 cm2 provenientes de plântulas de P. heteromallum 
cultivadas in vitro foram inoculadas em tubos de ensaio contendo aproximadamente 10 mL de 
meio de cultura. O meio de cultura utilizado foi Murashige e Skoog (1962) com vitaminas 
(Phygenera®) (MS) com 100% da concentração original de sais, suplementado com 30 g L-1 
de sacarose P.A. (Neon P.A. Laderquímica) e 7,0 g L-1 de ágar (MicroMED ISOFAR), 
utilizado no experimento como tratamento controle (T1). Os demais tratamentos foram 
constituídos do mesmo meio acrescido de 2.2 μM de BAP (T2); 4.4 μM de BAP (T3); 2.2 μM 
de BAP e 4.9 μM de AIB (T4); 4.4 μM de BAP e 4.9 μM de AIB (T5); e 6.6 μM de BAP e 
4.9 μM de AIB (T6).  

O pH foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar. O meio de cultura foi 
autoclavado por 20 minutos a 1,2 atm e 121 ºC. O experimento foi organizado em 
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dez repetições, totalizando 60 unidades de 
observação. A unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio contendo um 
explante portubo (Figura 27). 
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Figura 27. Aspecto dos explantes foliares de Pleroma heteromallum inoculados em meio MS 
contendo diferentes concentrações de BAB e AIB para indução da calogênese em explante 
foliar de Pleroma heteromallum (Seropédica/RJ, 2023). Barra: 1.0 cm. 
Legenda (da esquerda para a direita): meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS 
acrescido de 2.2 μM de BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM 
de BAP e de 4.9 μM de AIB (T4); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5); e meio MS 
acrescido de 6.6 μM de BAP e 4.9 μM de AIB (T6). 

 
Os frascos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 

temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas. No 30° dia todos os tratamentos e repetições foram repicados para um novo tubo 
contendo o mesmo meio de cultura (tratamento), onde permaneceram por mais 15 dias, 
totalizando 45 dias de cultivo. 

Avaliou-se o percentual de explante oxidado (PO), o percentual de explante induzido 
(folha com curvatura) (PI), o percentual de explante com calo (PC), o percentual de explante 
com raiz (PR) e o percentual de explante com brotação (PB) aos 15, 20, 30 e 45 dias após a 
inoculação dos mesmos em meio de cultivo.  

Os dados referentes ao 30° dia de cultivo foram submetidos ao teste de normalidade 
Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade, para as variáveis significativas os dados foram 
transformados [(x + 1)0,5]. Em seguida, foi realizada à análise de variância a 5% e, quando 
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As 
análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 
2011). 

 
6.4.5 Diferentes concentrações de BAP na indução de brotações a partir de massa de 
calos oriundas de explante foliar de Pleroma heteromallum 

Massa de calos oriundas do experimento anterior (Experimento IV) foram transferidas, 
ao acaso, para meios de cultura contendo diferentes concentrações de BAP a fim de induzir 
brotações.  Os tratamentos foram constituídos do meio Murashige e Skoog (1962) com 
vitaminas (Phygenera®) (MS) suplementado com 30 g L-1 de sacarose P.A. (Neon P.A. 
Laderquímica), 7,0 g L-1 de ágar (MicroMED ISOFAR) e diferentes concentrações de BAP: 
1.1 μM de BAP (T1); 2.2 μM de BAP (T2); 4.4 μM de BAP (T3); 6.6 μM de BAP (T4) e 8.8 
μM de BAP (T5). O pH foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar. O meio de cultura 
foi autoclavado por 20 minutos a 1,2 atm e 121 ºC.  

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
quatro repetições, totalizando 20 unidades de observação. A unidade experimental foi 
composta por frascos de vidro com capacidade de 40 mL contendo aproximadamente 10 mL 
de meio de cultivo e um explante (massa de calos) por frasco (Figura 28). 
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Figura 28. Massa de calos oriundas de explante foliar de Pleroma heteromallum inoculados 
em meio de cultivo com adição de diferentes concentrações de BAP para indução de brotação 
(Seropédica/RJ, 2023). Barra: 1.0 cm. 
Legenda: meio MS acrescido de diferentes concentrações de BAP (da esquerda para a direita):  1.1 μM de BAP 
(T1); 2.2 μM de BAP (T2); 4.4 μM de BAP (T3); 6.6 μM de BAP (T4) e 8.8 μM de BAP (T5). 

 
Os frascos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 

temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas durante 30 dias. Momento em que foi avaliado o percentual de sobrevivência (PS) 
e o percentual de indução de brotações (PB) na massa de calos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



103 
 

6.5 RESULTADOS 

 
6.5.1 Uso de PVP, carvão ativo e dos fitorreguladores AIB e BAP na calogênese, 
rizogênese e organogênese indireta em explante foliar de Pleroma heteromallum  

Não houve indução de brotação e de raiz em nenhum dos tratamentos de modo que 
essas variáveis foram desconsideradas nas análises estatísticas.  

O teste de normalidade e a análise de variância foram significativos para todas as 
demais variáveis analisadas. O teste de comparação de médias constatou que T4 apresentou as 
maiores e as menores médias para as variáveis PS e PO, respectivamente, em relação aos 
demais tratamentos. Esses que não diferiram entre si. Quanto a variável PC o tratamento 
controle (T1) apresentou a menor média em relação aos demais tratamentos, esses que não 
diferiram entre si (Tabela 16).  

 Observou-se a oxidação total de todos os explantes de T1, resultando em 0% de 
sobrevivência dos mesmos, bem como de indução de calos. Em T2 observou-se a oxidação 
total de 71,43% dos explantes, dois explantes permaneceram com cerca de 10% de sua área 
não oxidada, resultando em 28,57% de sobrevivência. 

 Resultado semelhante foi observado em T3, que apresentou 85,72% de oxidação dos 
explantes e um explante permaneceu com cerca de 60% de sua área não oxidada, resultando 
em 14,28% de sobrevivência.  Observou-se que em T4 houve indução de calos em 100% dos 
explantes, com a sobrevivência de 85,72% dos mesmos e oxidação de 14,28%. Um leve 
escurecimento dos explantes foi observado, aproximadamente, após o 30° dia neste 
tratamento. Em T5, contatou-se a oxidação total em 100% dos explantes, 28,57% dos 
explantes chegaram a induzir calos, porém, posteriormente os mesmos oxidaram.  

Considerando o percentual de sobrevivência dos explantes em T4 sugere-se a 
superioridade deste tratamento em relação aos demais. 

 
Tabela 16. Médias do percentual de sobrevivência (PS), percentual de explante oxidado (PO) 
e percentual de explante com calo (PC) de Pleroma heteromallum  (D.Don) D.Don aos 42 
dias da inoculação de folhas em diferentes meios de cultivo (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
PS  PO  PC  

(%) 
MS (Controle) 0.00b 100.00b 0.00c 
MS + 4.9 μM de AIB + 4.4 μM de BAP + PVP 28.57b 71.43b 71.43ab 
MS + 4.9 μM de AIB + 4.4 μM de BAP + carvão ativo 14.29b 85.71b 42.86abc 
MS + 4.9 μM de AIB + 4.4 μM de BAP 85.71a 14.29a 100.00a 
MS + 4.4 μM de BAP 0.00b 100.00b 28.57ab 
Média Geral (%)  25.71 74.29 48.57 
Coeficiente de variação (%) 12.12 10.25 13.46 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade.  
 

Detalhes dos explantes foliares de P. heteromallum após 30 e 42 dias podem ser 
observados nas Figuras 29 e 30, respectivamente.  
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Figura 29. Explantes foliares de Pleroma heteromallum após 30 dias de inoculação nos 
diferentes meios de cultura testados Barra: 2.0 cm (Seropédica/RJ, 2022). 
Legenda: Meio MS (T1 - controle); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de PVP 
(T2); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de carvão ativo (T3); Meio MS acrescido 
de 4.9 μM de AIB e 4.4 μM de BAP (T4); e Meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T5). 
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Figura 30. Explantes foliares de Pleroma heteromallum após 42 dias de inoculação nos 
diferentes meios de cultura testados (Seropédica/RJ, 2022) Barras: 1.0 cm. 
Meio MS (T1 - controle); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de PVP (T2); Meio 
MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de carvão ativo (T3); Meio MS acrescido de 4.9 μM 
de AIB e 4.4 μM de BAP (T4); e Meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T5).  
 
6.5.2 Uso dos fitorreguladore AIB e 2,4-D na calogênese, rizogênese e organogênese 
indireta em explante foliar de Pleroma heteromallum  

Após 20 dias do início do experimento, para ambos os tratamentos, observou-se a 
sobrevivência de 100% dos explantes, bem como 100% de resposta da indução dos explantes 
aos tratamentos aplicados, fenômeno que pode ser constatado a partir da curvatura das folhas 
(Figura 31). 

 

 

 
Figura 31. Explante foliar de Pleroma heteromallum após 20 dias de cultivo in vitro em meio 
MS suplementado com 4.4 μM de BAP e 4.9 μM de AIB – T1 (A) e 4.4 μM de BAP e 4.5 μM 
de 2,4-D - T2 (B) Barras: 1.0 cm (Seropédica, 2022). 
 

Não houve indução de brotação para ambos os tratamentos testados, de modo que essa 
variável foi desconsiderada durante as análises estatísticas. O teste de normalidade foi 
significativo para todas as variáveis analisadas, de modo que os dados foram transformados 
antes da realização da análise de variância. Na Tabela 2 têm-se os resultados observados após 
60 dias de cultivo dos explantes para T1 e T2.   

T4 

T5 

A 

B 
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Com exceção ao percentual de indução de raiz, a análise de variância indicou que não 
houve diferença significativa entre os tratamentos. De acordo com o teste de comparação de 
médias o percentual de indução de raíz foi superior em T1 (Tabela 17).  

  
Tabela 17. Médias do percentual de sobrevivência (PS), percentual de oxidação (PO), 
percentual de indução de calos (PC) e o percentual de indução de raiz (PR) em explantes 
foliares de Pleroma heteromallum aos 60 dias de cultivo in vitro (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento PS  PO  PC  PR  

% 
MS + 4.4 μM de BAP + 4.9 μM de AIB 90.00ns 10.00ns 90.00ns 70.00a 
MS + 4.4 μM de BAP + 4.5 μM de 2,4-D 90.00ns 10.00ns 80.00ns 10.00b 
Média Geral (%) 90.00 10.00 85.00 40.00 
Coeficiente de Variação (%) 9.54 12.58 11.42 14.51 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; ns: não significativo pelo teste f a 5%.   
 

Para ambos os tratamentos observou-se a oxidação total de 10% dos explantes, 
resultando na sobrevivência de 90% dos mesmos. A calogênese ocorreu em 100% dos 
explantes que permaneceram vivos, entretanto, o fenômeno foi mais vigoroso em T1, que 
apresentou uma massa de calos maior, com calos compactos verdes ou brancos (Figura 32). 
Houve indução de raiz em 70% dos explantes que também induziram calos em T1, enquanto 
que para T2 esse percentual foi de 10%. O que demonstra a superioridade da combinação de 
BAP com AIB em relação ao 2,4-D na rizogênese de P. heteromallum a partir explantes 
foliares. 
  

 
 
 
 
 
 

 
Figura 32. Aspecto da massa de calos orinda de explante foliar de Pleroma heteromallum 
cultivados em meio MS suplementado com 4.4 μM de BAP e 4.9 μM de AIB (A) e 4.4 μM de 
BAP e 4.5 μM de 2,4-D (B) aos 45 dias de subcultivo in vitro. Destaque para massa de calos 
compactos verdes ou brancos e a presença de raízes em T1 (C) (Seropédica/RJ, 2022). Barras: 
1.0 cm. 
 
6.5.3 Uso dos fitorreguladores BAP e AIB na calogênese, rizogênese e organogênese 
indireta em explante foliar de Pleroma heteromallum no período de 40 dias de cultivo in 

vitro  
Observou-se a contaminação por microorganismos de 100% das repetições do 

tratamento T2, de modo que este tratamento foi desconsiderado para fins estatísticos. 
 O teste de normalidade foi significativo para todas as variáveis analisadas, assim as 
mesmas foram transformados antes da realização da análise de variância.   

A B C 
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 Na Tabela 18 têm-se os resultados observados após 40 dias de cultivo dos explantes 
foliares de P. heteromallum nos diferentes tratamentos. 

 
Tabela 18. Médias do percentual de sobrevivência (PS), percentual de oxidação (PO), 
percentual de indução de calos (PC), percentual de indução de brotos (PB) e do percentual de 
indução de raiz (PR) em explante foliar de Pleroma heteromallum aos 40 dias de cultivo in 

vitro (Seropédica/RJ, 2023). 

Tratamento 
PS PO PC PB PR 

(%)  
MS (controle) 30ab 70ab 0b 0ns 30a 
MS + 4.4 μM de BAP  0b 100b 0b 0ns 0b 
MS + 2.2 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  60a 40a 60a 0ns 0b 
MS + 4.4 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  70a 30a 70a  10ns 0b 
Média Geral (%) 40 60 32.5 2.5 7.5 
Coeficiente de variação (%) 15.21 14.21 12.91 6.48 9.70 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; ns: não significativo pelo teste f a 5%.   
 

Após 40 dias de cultivo in vitro, constatou-se a oxidação de 70% dos explantes do 
tratamento controle (T1). Os 30% de explantes que não oxidaram emitiram raízes, sugerindo 
concentrações endógenas de auxinas nesses explantes.  

Nesse mesmo período, 100% dos explantes do tratamento T3 estavam oxidados, 
embora os explantes tenham apresentado uma curvatura durante esse período, sugerindo 
início da indução da calogênese, esse processo não se completou. Provavelmente a 
concentração utilizada do fitoregulador BAP no meio de cultivo e/ou as possíveis 
concentrações hormonais endógenas dos explantes não foram suficientes para continuidade de 
tal processo. 

Para o percentual de indução de brotações não houve diferença significativa entre 
todos os tratamentos. Entretanto, 10% dos explantes do tratamento T5, ou seja, um único 
explante emitiu brotações. 

Os tratamentos T4 e T5 não diferiram entre si para todas as variáveis analisadas, 
entretanto, visualmente a massa de calos foi mais vigorosa nas repetições de T5.  

Abaixo é possível observar detalhes da curvatura e emissão de raízes em explantes de 
T1 (controle); curvatura de explante foliar (início de indução da calogênese) em T3; 
calogênese em T4 e T5 (Figura 33 A) e detalhe da emissão de brotos em explante de T5 
(Figura 33 B).  

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

T1 T3 T4 T5 



108 
 

Figura 33. Detalhe de explantes foliares de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de 
cultivo in vitro: curvatura e emissão de raízes em explante em T1; curvatura de explante foliar 
em T3; calogênese em T4 e T5 (A); Destaque para indução de brotos em explante cultivado 
em T5 (B). (Seropédica/RJ, 2022). Barras: 1.0 cm. 
Meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); 
meio MS acrescido de 2.2 μM de BAP e de 4.9 μM de AIB (T4); e meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 
μM de AIB (T5). 
 

As massas de calos foram transferidas para frascos contendo meio MS suplementado 
com 8.8 μM de BAP. Verificou-se o desenvolvimento de brotações e a emissão de raízes a 
partir da massa de calos provenientes de apenas uma das repetições de T5 (Figura 34). 
Contudo, os demais explantes (massa de calos), oriundos tanto de T4 e T5, oxidaram até a 
morte.   

 

 
Figura 34. Organogênese indireta a partir de massa de calos orinda de explante foliar de 
Pleroma heteromallum. Setas indicando o desenvolvimento de brotações e emissão de raízes 
em massa de calos subcultivadas em meio MS suplementado com 8.8 μM de BAP 
(Seropédica/RJ, 2023). Barra: 1.0 cm. 
 
6.5.4 Uso dos fitorreguladores BAP e AIB na indução da calogênese em explante foliar 
de Pleroma heteromallum no período de 30 + 15 dias de cultivo in vitro 

Os resultados para o percentual de explante oxidado (PO), percentual de explante 
induzido (PI), percentual de explante com calo (PC) e percentual de explante com raiz (PR) 
aos 15, 20, 30 e 45 dias após inoculação nos diferentes meios de cultivo encontram-se 
discriminados na Tabela 19.  

 
Tabela 19. Médias do percentual de explante oxidado (PO), percentual de explante induzido 
(PI), percentual de explante com calo (PC) e percentual de explante com raiz (PR) aos 15, 20, 
30 e 45 dias após inoculação de explante foliar de Pleroma heteromallum em diferentes meios 
de cultivo (Seropédica/RJ, 2023). 

Tratamento PO (%)  PI (%) 
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Dias 
15 20 30 45  15 20 30 45 

T1 - MS (Controle) 90 100 100 100  0 0 0 0 
T2 - MS + 2.2 μM de BAP 10 20 90 100  80 80 10 0 
T3 - MS + 4.4 μM de BAP  20 30 60 90  80 70 40 10 
T4 - MS + 2.2 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  10 10 20 50  90 90 80 50 
T5 - MS + 4.4 μM de BAP + 4.9 μM de AIB 10 10 30 40  90 90 70 60 
T6 - MS + 6.6 μM de BAP + 4.9 μM de AIB 20 20 30 50  70 80 70 50 

Tratamento 
PC (%)  PR (%) 

Dias 
15 20 30 45  15 20 30 45 

T1 - MS (Controle) 0 0 0 0  10 0 0 0 
T2 - MS + 2.2 μM de BAP 10 10 10 0  10 10 10 0 
T3 - MS + 4.4 μM de BAP  0 10 10 10  0 0 0 0 
T4 - MS + 2.2 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  60 70 80 50  10 20 20 10 
T5 - MS + 4.4 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  60 90 70 60  0 40 40 30 
T6 - MS + 6.6 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  30 40 70 50  0 0 20 20 
 

Observou-se que o pico de explante oxidado para T1 (controle) foi de 100% no 20° 
dia.  A partir do 20° dia observou-se a oxidação acentuada para os demais tratamentos, que 
alcançaram no 45° dia o percentual de 100% (T2); 90% (T3); 50% (T4 e T6) e 40% (T5) 
(Figura 35). 
 

 
Figura 35. Pico de explante oxidado (%) para os diferentes tratamentos aos 15, 20, 30 e 45 
dias após inoculação de explante foliar de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de 
cultivo (Seropédica/RJ, 2023). 
Legenda: meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS acrescido de 2.2 μM de 
BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM de BAP e de 4.9 μM de 
AIB (T4); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5); e meio MS acrescido de 6.6 μM de 
BAP e 4.9 μM de AIB (T6). 
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Quanto ao percentual de explante induzido (curvatura da folha) não houve indução 
de explante para o tratamento T1. Para os demais tratamentos observou-se que o pico de 
indução de explante ocorreu no 15° dia após inoculação dos mesmos, apresentando T2 e T3 
80% de explantes induzidos; T4 e T5 com 90% de explantes induzidos e T6 com 70% de 
explantes induzidos.  Esses percentuais se mantiveram até o 20° dia, quando ocorreu a morte 
de alguns explantes por oxidação (Figura 36). 

 

 
Figura 36. Pico de explante induzido (%) para os diferentes tratamentos aos 15 e 20 dias após 
inoculação de explante foliar de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de cultivo 
(Seropédica/RJ, 2023).  
Legenda: meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS acrescido de 2.2 μM de 
BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM de BAP e de 4.9 μM de 
AIB (T4); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5); e meio MS acrescido de 6.6 μM de 
BAP e 4.9 μM de AIB (T6). 

 
Quanto ao percentual de explante com calos observou-se que o pico varia em função 

do meio de cultura utilizado, ocorrendo entre o 20° e o 30° dia após a inoculação dos 
explantes.  

Os tratamentos T2 e T3 o pico foi de apenas 10% de explantes com calos, 
respectivamente, no 15° e no 20° dia.  Enquanto que o pico para T4 foi de 80% de explantes 
com calos no 30° dia; T5 com 90% de explantes com calos no 20° dia; e T6 com 70% de 
explantes com calos no 20° dia (Figura 37). 
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Figura 37. Pico de explante com calo (%) para os diferentes tratamentos aos 15, 20 e 30 dias 
após inoculação de explante foliar de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de cultivo 
(Seropédica/RJ, 2023).  
Legenda: meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS acrescido de 2.2 μM de 
BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM de BAP e de 4.9 μM de 
AIB (T4); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5); e meio MS acrescido de 6.6 μM de 
BAP e 4.9 μM de AIB (T6). 
 

Assim como para o percentual de explantes com calos, o pico para o percentual de 
explantes com raízes variou em função do meio de cultura utilizado, ocorrendo entre o 15° e o 
30° dia após a inoculação dos explantes.   

Os tratamentos T1e T2 apresentaram um pico de 10% de explantes com raízes no 15° 
dia. T2 manteve esse percentual até o 30° dia. T3 não apresentou explantes com raízes.   

Enquanto que o pico de explantes com raízes para T4 foi de 20% no 20° dia; T5 foi 
de 40% no 20° dia; e T6 foi de 20% de explantes com raízes no 30° dia (Figura 38). 
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Figura 38. Pico de explante com raiz (%) para os diferentes tratamentos aos 15, 20, 30 e 45 
dias após inoculação de explante foliar de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de 
cultivo (Seropédica/RJ, 2023). 
Legenda: meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS acrescido de 2.2 μM de 
BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM de BAP e de 4.9 μM de 
AIB (T4); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5); e meio MS acrescido de 6.6 μM de 
BAP e 4.9 μM de AIB (T6). 
 

O teste de normalidade foi significativo para todas as variáveis analisadas, de modo 
que os dados foram transformados antes da realização da análise de variância. A análise de 
variância foi significativa para as variáveis percentual de explante oxidado, percentual de 
explante induzido e percentual de explante com calo. O teste de comparação de médias, 
realizado a partir dos resultados observados no 30° dia após inoculação dos explantes, 
encontra-se na Tabela 20. 

 
Tabela 20. Médias para percentual de explante oxidado (PO), percentual de explante induzido 
(PI), percentual de explante com calo (PC) e percentual de explante com raiz (PR) no 30° dia 
após a inoculação de explante foliar de Pleroma heteromallum nos diferentes tratamentos.  

Tratamento 
PO PI PC PR 

% 
MS (Controle) 100b 0b 0b 0ns 
MS + 2.2 μM de BAP 90b 10b 10b 10ns 
MS + 4.4 μM de BAP  60ab 40ab 10b 0ns 
MS + 2.2 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  20a 80a 80a 20ns 
MS + 4.4 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  30a 70a 70a 40ns 
MS + 6.6 μM de BAP + 4.9 μM de AIB  30a 70a 70a 20ns 
Média Geral (%) 55 45 40 15 
Coeficiente de variação (%) 13.85 14.33 13.33 13.53 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; ns: não significativo pelo teste f a 5%.   
 

Para a variável percentual de explante oxidado (PO) percentual de explante induzido 
(PI) e percentual de explante com calo (PC), os tratamentos T1 e T2 mostraram-se 
estatisticamente iguais entre si e inferiores aos tratamentos T4, T5 e T6, estes que não 
diferiram entre si.  

Enquanto que T3 mostrou-se estatisticamente igual aos demais tratamentos para a 
variável percentual de explante oxidado (PO) e percentual de explante induzido (PI).  

Para o percentual de explante com calo (PC) T3 mostrou-se estatisticamente igual aos 
tratamentos T1 e T2 e inferior aos tratamentos T4, T5 e T6. 

 O percentual de explante com raiz (PR) mostrou-se estatisticamente igual para todos 
os tratamentos.  

Os calos formados tendem a serem verdes friáveis ou compactos. O escurecimento 
indicando oxidação tende a ocorrer em explantes cultivados em meio MS isento de 
fitorreguladores ou acrescido apenas com BAP. 
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A evolução da calogênese de explantes no 15° e no 20° dia, comprovando a 
necessidade da adição de fitorreguladores BAP e AIB ao meio de cultivo no processo de 
calogênese de explantes foliares de P. heteromallum pode ser observada na Figura 39. 
 

 

 
Figura 39. Calogênese a partir de explantes foliares de Pleroma heteromallum no 15° (A) e 
no 20° (B) dia após inoculação em meio MS suplementado com diferentes concentrações de 
BAP e AIB (Seropédica/RJ, 2023). Barras: 1.0 cm.  
Legenda (da esquerda para a direita): meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB e de BAP - controle (T1); meio MS 
acrescido de 2.2 μM de BAP (T2); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T3); meio MS acrescido de 2.2 μM 
de BAP e de 4.9 μM de AIB (T4); meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP de 4.9 μM de AIB (T5); e meio MS 
acrescido de 6.6 μM de BAP e 4.9 μM de AIB (T6). 
  
6.5.5 Diferentes concentrações de BAP na indução de brotações a partir de massa de 
calos oriundas de explante foliar de Pleroma heteromallum 
   

Após 30 dias de cultivo in vitro constatou-se a oxidação de 100% dos explantes de 
todos os tratamentos. Resultado que sugere que as concentrações e/ou o uso exclusivo de 
BAP no meio de cultivo MS não é suficiente para indução de organogênese indireta (indução 
de brotações) a partir de calos provenientes de explante foliar de P. heteromallum. 
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6.6 DISCUSSÃO 

 
O PVP e o carvão ativo são conhecidos pela capacidade de adsorver do meio de 

cultivo substâncias inibitórias e tóxicas liberadas pelos explantes, evitando a oxidação e 
eventual morte dos tecidos (RONDON et al., 2019; VERDE et al., 2021), porém a presença 
desses compostos pode inibir o crescimento in vitro, dependendo da espécie e do tecido 
utilizado (MENEGUZZI et al., 2020).  

No Experimento I constatou-se efeito negativo da adição de PVP e carvão ativo ao 
meio de cultivo. Esses compostos, além de não inibirem a oxidação dos explantes, parecem 
impedir o processo de indução de calos dos mesmos. Miranda et al. (2019) também 
constataram que PVP e carvão ativo foram ineficientes na inibição da oxidação de explantes 
de Eremanthus incanus (Asteraceae).  

Werner et al. (2009) constataram que o melhor tratamento no controle da oxidação de 
explantes de Caesalpinia echinata (Fabaceae) foi o carvão ativo, em que 40% dos explantes 
apresentaram oxidação baixa a moderada, porém sem formação de calos, devido ao efeito 
adsorvente deste composto, que imobiliza parte dos elementos que compõem o meio, 
inclusive os fitorreguladores.  

Schwalbert et al. (2015) constataram efeito inibitório no crescimento de Desmodium 

incanum (Fabaceae) pela adição de carvão ativo ao meio de cultivo. Os autores sugeriram que 
esse efeito ocorra devido à propriedade adsorvente deste composto; assim, ao mesmo tempo 
em que o carvão ativo adsorve compostos tóxicos ao crescimento vegetal ele também adsorve 
nutrientes fundamentais para o crescimento vegetal. 

As respostas iniciais de indução de calos são marcadas pela curvatura e depois pela 
intumescência dos explantes até a formação dos calos. A partir dos resultados observados no 
presente trabalho, foi notado que a ausência e/ou a diminuição na concentração dos 
fitorreguladores BAP e AIB no meio de cultivo, seja pela não adição ou pela adsorção destes 
por PVP ou carvão ativo, seja o fator que suprime o processo de calogênese e, por 
consequência, ocasiona a oxidação e morte dos explantes foliares de P. heteromallum.   

Os resultados indicam a necessidade da adição dos fitorreguladores BAP e AIB ou 
BAP e 2,4-D ao meio de cultura para que ocorra o processo de calogênese via explantes 
foliares de P. heteromallum, uma vez que na ausência desses fitorreguladores não há indução 
do processo de calogênese, resultando em rápida oxidação e morte dos explantes. Quando o 
meio de cultivo é suplementado apenas com BAP, embora se observe o processo de indução 
de calogênese (curvatura da folha) em alguns explantes, com o tempo verifica-se a oxidação e 
morte dos mesmos.  

A ocorrência de oxidação fenólica em explantes é um dos maiores desafios à 
aplicação das técnicas de cultivo in vitro, principalmente para espécies lenhosas, dificultando 
o processo de estabelecimento da cultura (SANTOS et al., 2019). 

Karimah et al. (2020) verificaram calogênese em explantes de Melastoma 

malabathricum (Melastomataceae) cultivados em meio MS isento de fitorreguladores, 

sugerindo que concentrações de hormônios endógenos aos explantes sejam adequados para 
indução e formação de calos na espécie. 

No geral, auxina e citocinina são dois grupos de fitorreguladores mais comumente 
utilizados em cultura de tecidos de plantas. A adição das mesmas no meio de cultura é útil 
para regular a célula durante a divisão, alongamento, diferenciação e formação de 
órgãos (NETA et al., 2022). A razão auxina/citocinina em meio de cultura é determinante para 
a resposta organogênica. Geralmente, maiores concentrações de auxina induz a formação de 
raízes, enquanto maiores concentrações de citocinina induz a formação de gemas adventícias 
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e razões intermediárias de auxina/citocinina induz a proliferação celular desorganizada (calos) 
(JARDIM et al., 2010). 

Os calos podem abrigar células com centros ativos responsáveis pela divisão celular, 
sob concentrações adequadas de citocinina e auxina esses centros são estimulados e se 
diferenciam em órgãos. As células competentes, capazes de reagir a estímulos específicos, 
têm potencial para se diferenciar e dar origem a brotos ou raízes. (SANTOS et al., 2022).  

Observou-se a ocorrência de calos embriogênicos e não embriogênicos dentro do 
mesmo tratamento, desde que haja a combinação de BAP e AIB ao meio de cultivo. 
Resultados semelhantes foram observados por Costa et al. (2015). Esses autores consideraram 
que essa variação na formação de calos dentro de um mesmo tratamento pode ser em 
decorrência dos gradientes hormonais presentes no explante. 

O escurecimento dos calos pode indicar o início da morte do explante, ocasionada pela 
diminuição dos nutrientes do meio ou pela degradação de clorofila (KARIMAH et al., 2020). 
No que se refere à transferência da massa de calos no 30° dia de cultivo para um mesmo meio 
de cultivo, isto é, contendo as mesmas concentrações de fitorreguladores BAP + AIB, não 
surtiu o efeito esperado. O processo de oxidação da massa de calos continuou mesmo após 
transferência para um meio de cultivo novo. Do mesmo modo, as massas de calos transferidas 
para meio de cultivo contendo apenas a citocinina BAP não regeneraram brotações, ocorrendo 
suas oxidações e mortes com o tempo.    

O processo de organogênese in vitro é complexo, sendo influenciado por fatores 
externos e internos, incluindo a fonte do explante, o meio de cultura, a ação de 
fitorreguladores, especialmente auxina e citocinina e da capacidade do tecido em responder às 
alterações hormonais e aos fatores ambientais (qualidade e quantidade de luz, temperatura, 
umidade, etc.) durante o cultivo (OLIVEIRA et al., 2013).  

Prudente et al. (2016) observaram formação de calos e posterior regeneração de 
brotações em explantes foliares de Miconia ligustroides (Melastomataceae) cultivados em 54 
µM de BAP e 13,5 µM de 2,4-D, respectivamente.  

Lawarence e Murugan (2017) inferiram que na propagação in vitro de Osbeckia 

aspera (Melastomataceae) calos verdes compactos e friáveis são induzidos utilizando meio 
MS suplementado com as combinações hormonais ANA (0,5 mg L-1) + BAP (0,5 mg L-1) e 
2,4-D (0,5 mg L-1) + BAP (0,5 mg L-1), respectivamente.  A regeneração de plantas foi 
possível usando a combinações de ANA e BAP, contudo o número máximo de brotos foi 
produzido combinando-se ANA (0,5 mg L-1) + BAP (2,5 mg L-1), onde foram obtidos em 
média 21,28 brotos por explante. 

Nauli et al. (2020) em estudos com Melastoma malabathricum (Melastomataceae) 
constataram que o meio contendo ANA (1,0 mg L-1) e TDZ (0,1 mg L-1) promoveram os 
melhores resultados no processo de calogênese (100%). Tanto calos quanto raízes adventícias 
se formaram em meio contendo apenas ANA (1,0 mg L-1).  Esses pesquisadores também 
verificaram que um único explante formou calos e brotos em meio contendo TDZ (2 mg L-1) 
+ ANA (0,1 mg L-1). 

Resultados que refletem a necessidade de se desenvolver novos testes, com outras 
concentrações bem como combinações de fitorreguladores, buscando obter melhores 
respostas e determinar um protocolo mais eficiente na regeneração de plantas de P. 
heteromallum. 
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6.7 CONCLUSÃO  
 

Os resultados observados sugerem que o processo de calogênese a partir de explante 
foliar de P. heteromallum é possível, sendo necessária a adição de fitorreguladores como BAP 
e AIB ou BAP e 2,4-D ao meio de cultivo.  

Levando-se em consideração o aspecto dos calos e a rizogênese, considera-se que a 
combinação BAP:AIB pode ser mais promissora para micropropagação de P. heteromallum a 
partir de explantes foliares, quando comparada a combinação dos fitorreguladores BAP:2,4-D. 

A regeneração de planta via organogênese indireta de P. heteromallum a partir de 
explante foliar foi alcançada, entretanto outros estudos tornam-se necessários a fim de 
desvendar e concluir quais as possíveis variáveis endógenas e/ou exógenas para obtenção de 
resultado padrão e sucesso da micropropagação dessa espécie.  

Frente à complexidade de fatores envolvidos na regeneração de plantas in vitro a partir 
da organosenese indireta, os resultados ora encontrados sugerem que a propagação in vitro de 
P. heteromallum é possível e pode ser uma alternativa promissora na produção de mudas 
dessa espécie. 
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7 CAPÍTULO V 
 

ORGANOGÊNESE DIRETA VIA MICROESTACAS DE Pleroma heteromallum 
(MELASTOMATACEAE) 
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7.1 RESUMO 
 

Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don, pertencente à família Melastomataceae, é uma 
espécie endêmica do Brasil que possui potencial ornamental. No geral, Pleroma spp. 
apresentam dificuldades de propagação via seminal, sendo propagadas vegetativamente por 
estaquia caulinar. A micropropagação surge como alternativa para produção de mudas em 
larga escala, em qualquer época do ano e com qualidade sanitária. O presente trabalho teve 
por objetivo investigar a resposta morfogênica de microestacas de P. heteromallum cultivadas 
in vitro e, posteriormente, o desempenho das plântulas durante a aclimatização. Foram 
realizados quatro ensaios in vitro, durante os quais as microestacas foram subcultivadas em 
meio MS contendo diferentes combinações de BAP, AIB, PVP e carvão ativo para fins de 
indução de brotações e de raízes. O experimento foi constituído em delineamento inteiramente 
casualizado, sendo os frascos mantidos em estufa tipo B.O.D. sob temperatura de 25±1°C, 
irradiância de 25 μmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas. Ao final dos ensaios foram avaliados 
o percentual de sobrevivência de microestacas, o percentual de microestacas oxidadas, o 
número de folhas das brotações, o comprimento de parte aérea, o comprimento da maior raiz, 
o número de raízes e o número de nós.  As plântulas obtidas na etapa in vitro foram 
transferidas para vasos contendo substrato comercial Multiplant® e conduzidas para 
aclimatização em casa de vegetação. Após 30 dias de aclimatização avaliou-se o percentual de 
sobrevivência de mudas. O antioxidante PVP proporcionou efeito antagônico, uma vez que 
ocorreu a oxidação dos explantes deste tratamento. Meio MS contendo AIB inibe o 
alongamento de raízes. Considerando o custo-benefício na produção de mudas, sugere-se que 
o estabelecimento e o desenvolvimento in vitro das microestacas de P. heteromallum sejam 
feitos em meio MS com 100% da concentração original de sais e isento de fitorreguladores. A 
aclimatização das mudas em casa de vegetação resultou em 67% de sobrevivência. Resultados 
que indicam que a micropropagação é uma técnica alternativa promissora para produção de 
mudas de P. heteromallum. 
 
Palavras-chave: Orelha-de-onça. Micropropagação. Aclimatização. 
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7.2 ABSTRACT 
 

Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don, belonging to the Melastomataceae family, is an 
endemic species of Brazil with ornamental potential. In general, Pleroma spp. are difficult 
to propagate via seed, and are propagated vegetatively by stem cuttings. Micropropagation 
has emerged as an alternative for large-scale seedling production at any time of the year 
and with sanitary quality. The present study aimed to investigate the morphogenic 
response of P. heteromallum microcuttings grown in vitro and, subsequently, the 
performance of the seedlings during acclimatization. Four in vitro assays were performed, 
during which the microcuttings were subcultured in MS medium containing different 
combinations of BAP, AIB, PVP and activated charcoal for the purpose of inducing 
shoots and roots. The experiment was conducted in a completely randomized design, with 
the flasks kept in a B.O.D. type greenhouse at a temperature of 25±1°C, irradiance of 25 
μmol m-2 s-1 and a photoperiod of 16 hours. At the end of the tests, the percentage of 
microcutting survival, the percentage of oxidized microcuttings, the number of shoot 
leaves, the length of the aerial part, the length of the largest root, the number of roots and 
the number of nodes were evaluated. The seedlings obtained in the in vitro stage were 
transferred to pots containing Multiplant® commercial substrate and acclimatized in a 
greenhouse. After 30 days of acclimatization, the percentage of seedling survival was 
evaluated. The antioxidant PVP provided an antagonistic effect, since oxidation of the 
explants from this treatment occurred. MS medium containing IBA inhibits root 
elongation. Considering the cost-benefit of seedling production, it is suggested that the 
establishment and in vitro development of P. heteromallum microcuttings be performed in 
MS medium with 100% of the original salt concentration and free of phytoregulators. The 
acclimatization of seedlings in a greenhouse resulted in 67% survival. These results 
indicate that micropropagation is a promising alternative technique for the production of 
P. heteromallum seedlings. 
 
Keywords: Jaguar ear. Micropropagation.  Acclimatization. 
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7.3 INTRODUÇÃO 
 

A família Melastomataceae compreende 177 gêneros e cerca de 5.750 espécies. 
Nativos no Brasil são descritos 69 gêneros e cerca de 1.430-40 espécies, presentes em todos 
os domínios fitogeográficos, com destaque na Mata Atlântica, Cerrado e Amazônia 
(GOLDENBERG et al., 2024). As espécies dessa família são úteis na restauração de 
ecossistemas, alimentação da avifauna, produção de fármacos, cercas, cabos de ferramentas, 
postes e na ornamentação (FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 2020; NAULI et al., 2020; 
BURGOS et al., 2023).  

Dentre essas espécies, Pleroma heteromallum (D.Don) D.Don é um arbusto perene, de 
flores roxas e folhas cordiformes bastante pilosas, que, além da importância ecológica, 
possui potencial ornamental (LORENZI, 2015), fitorremediador (CUEVAS-REYES et al., 
2018) e medicinal (KUSTER et al., 2009). 

Estudos denotam que Pleroma spp., popularmente conhecidas por quaresmeiras, 
apresentam dificuldades de propagação via seminal, seja pela baixa taxa de germinação ou 
pela dificuldade no manuseio das diminutas sementes, sendo comumente propagadas 
vegetativamente, via estaquia ou alporquia (LORENZI, 2015; FRAGOSO et al., 2017; 
LATOH et al., 2022). Contudo, a propagação vegetativa tradicional também apresenta alguns 
entraves, como a sazonalidade de produção, demanda de grandes quantidades de material 
vegetativo e a sanidade das mudas (SILVA et al., 2019; LATOH et al., 2022). 

Uma técnica alternativa de propagação de plantas é o cultivo in vitro ou 
micropropagação, que oferece amplas possibilidades para a produção de diferentes espécies 
vegetais (ALBINO et al., 2019). Em síntese, a técnica consiste no cultivo de sementes ou 
partes vegetativas denominadas de explantes em meio de cultura, sob condições assépticas e 
ambientais controladas, geralmente, qualidade e quantidade de luz, fotoperíodo e temperatura 
(HASNAIN et al., 2022). A última fase da propagação in vitro é conhecida por aclimatização; 
nesta fase as plântulas obtidas in vitro são transferidas para o ambiente ex vitro com a 
finalidade de corrigir alterações anatômicas e fisiológicas induzidas durante o cultivo in vitro 

(RODRIGUES et al., 2019). Trata-se de uma etapa crítica, representando, em muitos casos, as 
maiores perdas no cultivo de plantas in vitro (VICENTE e ARAUJO, 2020). 

Vários métodos estão disponíveis para cultivo in vitro de plantas. A escolha do melhor 
método a ser utilizado depende da finalidade e objetivo de produção. Um dos métodos 
comumente utilizado é a organogênese direta, em que os órgãos são formados a partir de 
meristemas. Já na organogênese indireta a formação de órgãos ocorre a partir de células 
desdiferenciadas chamadas calos (HASNAIN et al., 2022).  

Dentre as vantagens da propagação de plantas in vitro, destaca-se a produção de 
mudas em larga escala, em pequeno espaço e em qualquer época do ano; a garantia de mudas 
com qualidade fitossanitária; subsídios para estudos de melhoramento genético ou molecular; 
banco de germoplasmas e maior eficiência na germinação de sementes, neste caso, 
possibilitando a manutenção da variabilidade genética, produção de clones, dentre outros 
(PÊGO et al., 2015; PRUDENTE et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019; PLESSIS et al., 
2020). 

 Até o presente momento, não foram encontradas ou ainda são escassas pesquisas com 
regeneração de plantas de P. heteromallum através de cultivo in vitro.  Estabelecer um 
método eficiente de micropropagação pode ser uma alternativa para tornar as mudas 
amplamente disponíveis, atendendo às demandas comerciais.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta morfogênica de microestacas de P. 
heteromallum cultivadas in vitro e, posteriormente, o desempenho das plântulas durante a 
aclimatização.  
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7.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

7.4.1 Estabelecimento de microestacas de Pleroma heteromallum in vitro 
Microestacas apresentando cerca de 1.5 cm de altura, provenientes de plântulas de P. 

heteromallum cultivadas in vitro, foram inoculadas em tubos de ensaio.  
O meio de cultura utilizado foi Murashige e Skoog (1962) com vitaminas 

(Phygenera®) com 100% da concentração original de sais (MS), suplementado com 30 g L-1 
de sacarose P.A. (Neon P.A. Laderquímica) e 7,0 g L-1 de ágar (MicroMED ISOFAR), sendo 
utilizado como tratamento controle (T1).  

Os demais tratamentos foram constituídos do mesmo meio acrescido de 4.9 μM de 
AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g.L-1 de PVP (T2); 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1  de 
carvão ativo (T3); 4.9 μM de AIB e 4.4 μM de BAP (T4) e 4.4 μM de BAP (T5).  

O pH foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar. O meio de cultura foi 
autoclavado por 20 minutos a 1,2 atm e 121 ºC. 

O experimento foi constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
sete repetições. A unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio com 
aproximadamente 10 mL de meio de cultura contendo um explante por tubo.  

Os frascos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 
temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas. 

 Após 42 dias de cultivo, avaliou-se o percentual de sobrevivência (PS), o percentual 
de explante oxidado (PO), o percentual de explante com calo (PC), o percentual de explante 
com broto (PB), o percentual de explante com raiz (PR), o número de brotos (NB), o número 
de raiz (NR), o comprimento do maior broto (CMB) e o comprimento da maior raiz (CMR) 
dos explantes. 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, para as variáveis significativas os dados foram transformados [(x + 1)0,5]. Em 
seguida, foi realizada à análise de variância a 5% e, quando significativas, as médias foram 
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises estatísticas foram 
realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 

 
7.4.2 Subcultivo de brotações de Pleroma heteromallum in vitro  

Estacas apresentando brotações oriundas dos tratamentos T1 e T3 do experimento 
anterior (Experimento I) foram transferidas para frascos contendo o meio de cultura MS com 
100% da concentração original de sais, suplementado com 30 g L-1 de sacarose e 7,0 g L-1 de 
ágar. O pH do meio foi ajustado para 5,8±0,1 antes da autoclavagem a 121°C, durante 20 
minutos.   

O experimento foi constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
sete repetições. A unidade experimental foi composta por frascos de vidro de 200 mL, 
contendo aproximadamente 20 mL do meio de cultivo e um explante (estaca com brotações) 
por frasco. 

Os frascos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (EletroLab Modelo EL 212) sob 
temperatura de aproximadamente 25±1°C, irradiância de aproximadamente 25 μmol m-2 s-1 
fornecida por lâmpadas do tipo fluorescente tubular (Philips TL-D 15W/75-6) e fotoperíodo 
de 16 horas. 

Após 35 dias de cultivo in vitro foi avaliado o percentual de sobrevivência (PS), o 
número de brotos (NB), o comprimento do maior broto (CMB), o número de folhas da maior 
brotação (NFMB) e o número de raiz (NR) das plântulas.  
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Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, sendo que para as variáveis significativas os dados foram transformados [(x + 
1)0,5]. Em seguida, foi realizada a análise de variância a 5% e, quando significativas, as 
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As análises estatísticas 
foram realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2011). 
 
7.4.3 Rizogênese em brotações de Pleroma heteromallum in vitro 

Brotações com aproximadamente 3.0 cm de comprimento do experimento anterior 
(Experimento II) foram individualizadas e transferidas ao acaso para o meio de cultura MS 
suplementado com a auxina sintética ácido indol-3-butírico (AIB) nas seguintes 
concentrações: 0.0 μM (T1 - controle), 2.5 μM (T2), 4.9 μM (T3), 7.4 μM (T4) e 9.8 μM (T5).  

Aos meios também foram adicionados 30 g L-1 de sacarose e 7,0 g L-1 de ágar. O pH 
do meio foi ajustado para 5,8±0,1 antes da autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos.  

Os tubos foram mantidos na mesma B.O.D. e sob as mesmas condições ambientais do 
experimento anterior. 

O experimento foi constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
cinco tratamentos e oito repetições. A unidade experimental foi composta por um tubo de 
vidro com aproximadamente 20 mL de meio de cultura contendo uma brotação por tubo.  

Após 42 dias de cultivo in vitro foram avaliados o percentual de sobrevivência de 
brotações (PS), o percentual de brotações oxidadas (PO), o número de folhas das brotações 
(NF), o comprimento de parte aérea (CPA), o comprimento da maior raiz (CMR), o número 
de raiz (NR), o número de raiz superficial (NRS) e o número de nós (NN).  

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, para as variáveis significativas os dados foram transformados [(x + 1)0,5]. Em 
seguida, foi realizada à análise de variância a 5% e, quando significativas, as médias foram 
submetidas à regressão polinomial ao nível de 5% com auxílio do software SISVAR 5.8 
(FERREIRA, 2011). Os gráficos da regressão cúbica foram elaborados com o programa 
Microsoft Excel® 2010. 

Além disso, foi utilizada a técnica PCA (Análise de Componentes Principais) para 
avaliar o comportamento das variáveis respostas em função dos tratamentos aplicados. As 
médias obtidas de cada um dos tratamentos foram escalonadas, de forma a padronizar as 
unidades das variáveis. O estimador utilizado foi (xi - μxi)/σxi). A correlação de Pearson 
(1901) foi utilizada para estimar a matriz de similaridade. Para realizar essas análises 
estatísticas foi utilizado o software R (R CORE TEAM, 2021). 

 
7.4.4 Alongamento de raízes e desenvolvimento in vitro e aclimatização de mudas de 
Pleroma heteromallum 

A fim de promover o alongamento de raízes (gravitropismo positivo) das plântulas do 
experimento anterior, cujos tratamentos aplicados não às propiciou, foi realizado seu 
subcultivo durante 60 dias em meio de cultura Murashige e Skoog (1962) com vitaminas 
(Phygenera®) com 100% da concentração original de sais (MS), suplementado com 30 g L-1 
de sacarose P.A. (Neon P.A. Laderquímica) e 7,0 g L-1 de ágar (MicroMED ISOFAR).  

O pH do meio foi ajustado para 5,8±0,1 antes da adição do ágar. O meio de cultura foi 
autoclavado por 20 minutos a 1,2 atm e 121 ºC.   

O experimento foi constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC). 
Como tratamento considerou-se o histórico de cultivo das plântulas do experimento anterior 
(Experimento III) nos meios contendo as diferentes concentrações de AIB: 0.0 μM (T1 - 
controle), 2.5 μM (T2), 4.9 μM (T3), 7.4 μM (T4) e 9.8 μM (T5).   
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 A unidade experimental composta de frascos de vidro de 200 mL, contendo 
aproximadamente 20 mL do meio de cultivo com duas plântulas por frasco, quatro repetições 
por tratamento, totalizando 20 unidades de observação.  

Os frascos foram fechados com tampa transparente de polipropileno e as bordas 
protegidas com filme transparente de PVC. Os mesmos foram mantidos em B.O.D. sob as 
mesmas condições ambientais do experimento anterior (Figura 40).  

 

 
Figura 40. Frascos em B.O.D. contendo brotações de Pleroma heteromallum subcultivadas 

antes de serem aclimatizadas (Seropédica/RJ, 2022). Barra: 2.5 cm. 
 
 Após 60 dias de subcultivo as plântulas foram retiradas dos frascos e tiveram suas 

raízes lavadas em água corrente até a completa eliminação do meio de cultivo. Foi avaliado a 
massa fresca total (MF), o comprimento de parte aérea (CPA), o número de folhas (NF), o 
comprimento da maior folha (CMF), o número de raiz (NR), o comprimento da maior raiz 
(CMR) e número de nós (NN) das plântulas. 

 Para avaliação da MF foi utilizada balança eletrônica digital de precisão com quatro 
casas decimais. O CPA, CMF e CMR foram avaliados manualmente com uso de régua 
graduada, em milímetros. As avaliações para NF, NR e NN foram feitas manualmente por 
contagem e em todos os casos as avaliações foram feitas planta por planta.  

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de 
probabilidade, sendo que para as variáveis significativas os dados foram transformados 
segundo a equação [(x + 1)0,5]. Em seguida, foi realizada a análise de variância a 5% e, 
quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software SISVAR 5.8 
(FERREIRA, 2011). 

As plântulas obtidas foram transferidas para vasos de polietileno (n°6 – 80 mL) 
contendo substrato comercial Mutiplant® (Figura 41) e posteriormente levadas para 
aclimatização em casa de vegetação, cuja cobertura era composta por telhas de polipropileno 
translúcidas.  

O experimento foi constituído em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 
30 unidades de observação. Sendo cada unidade experimental composta por uma planta por 
vaso.   

O substrato das plantas foi molhado manualmente, em dias alternados, com auxílio de 
proveta graduada, de modo a fornecer o mesmo volume (70 mL) de água por vaso.  

Após 30 dias de aclimatização das mudas avaliou-se o percentual de sobrevivência das 
mesmas.  
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Figura 41. Plântulas de Pleroma heteromallum prontas para aclimatização Barra: 1.0 cm 
(Seropédica/RJ, 2023). 
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7.5 RESULTADOS  
 

7.5.1 Estabelecimento de microestacas de Pleroma heteromallum in vitro 
O teste de normalidade foi significativo para todas as variáveis, de modo que as 

mesmas foram transformadas antes da realização da análise de variância, esta que também foi 
significativa para todas as variáveis analisadas. Os resultados do teste de comparação de 
médias da propagação vegetativa de P. heteromallum via microestacas encontram-se na 
Tabela 21.  
 
Tabela 21. Médias do percentual de sobrevivência (PS), percentual de explante oxidado (PO), 
percentual de explante com calo (PC), percentual de explante com brotos (PB), percentual de 
explante com raiz (PR), número de brotos (NB), número de raiz (NR), comprimento do maior 
broto (CMB) e comprimento da maior raiz (CMR) em microestacas de P. heteromallum após 
42 dias de inoculação em diferentes meios de cultivo (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  PS PO PC PB PR   NB NR   CMB CMR 

   %   un   cm 
T1 (Controle)  100.00a 0.00a 0.00a 100.00a 85.71a  5.43a 2.43b  1.73ab 0.71ab 
T2 (AIB + BAP + PVP)  28.57b 71.43b 14.28b 42.86b 0.00b  1.43b 0.00b  0.26b 0.00b 
T3 (AIB + BAP + CA)  100.00a 0.00a 0.00a 100.00a 100.00a  3.43ab 6.71a  2.50a 1.29a 
T4 (AIB + BAP)  28.57b 71.43b 42.86c 28.57b 28.57b  1.14b 1.57b  1.24ab 0.41b 
T5 (BAP)   71.43ab 28.57ab 0.00a 100.00a 14.28b   2.43ab 0.14b   0.93ab 0.11b 
Média Geral    65.71 34.29 11.43 74.29 45.71   2.77 2.17   1.33 0.51 
CV (%)   12.31 13.71 11.58 10.25 11.27   37.53 35.64   24.56 17.29 
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ns: 
não significativo pelo teste F a 5%; CV: coeficiente de variação.  
Meio MS (T1 - controle); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de PVP (T2); Meio 
MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de carvão ativo (T3); Meio MS acrescido de 4.9 μM 
de AIB e 4.4 μM de BAP (T4); e Meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T5).  
 

Pode-se observar que não houve oxidação em T1 (controle) e T3 (meio suplementado 
com carvão ativo), sendo o percentual de sobrevivência desses tratamentos estatisticamente 
superiores aos demais. Os tratamentos com adição de PVP (T2) e com adição de BAP e AIB 
(T4) ao meio de cultura apresentaram cerca de 71% de explantes oxidados. Enquanto que para 
o tratamento com adição de AIB (T5) observou-se 28,57% de explantes oxidados, este que 
estatisticamente não diferiu de nenhum dos demais tratamentos.  

A calogênese, aqui não desejada, foi observada nos tratamentos T2 e T4, com o 
percentual de 14,28 e 42,86 de explantes com calos, respectivamente. A depender do objetivo 
do cultivo in vitro, esses tratamentos podem ser interessantes como, por exemplo, para 
regeneração de plantas via organogênese indireta.    

Observou-se 100% de explantes com brotações para T1, T3 e T5, sendo estes 
tratamentos estatisticamente superiores aos tratamentos T2 (42,86%) e T4 (28,57%), os quais 
não diferiram estatisticamente entre si. Contudo, posteriormente, em T5, houve a oxidação de 
aproximadamente 29% dos explantes.   

Quanto a variável número de brotos, T1 foi estatisticamente superior aos demais 
tratamentos, com uma média de 5,43 brotações por microestaca.  

Para T3 observou-se 100% de explantes com raiz, enquanto que para T1, T2, T4 e T5 
esse percentual foi de 85,71%; 0%; 28,57%; e 14,28%, respectivamente. Estatisticamente T1 
e T3 foram superiores aos demais tratamentos no percentual de raiz e ambos não diferiram 
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entre si. Em se tratando do número de raízes, T3 foi estatisticamente superior em relação aos 
demais tratamentos, com uma média de 6,71 raízes por microestaca. 

 Os resultados obtidos sugerem que houve um efeito negativo ou nulo da adição de 
BAP na indução e no número de brotações e um efeito benéfico da adição de AIB na indução 
e no número de raízes em microestacas de P. heteromallum cultivadas in vitro. T3 foi 
significativamente superior para as variáveis comprimento do maior broto e comprimento da 
maior raiz, sugerindo efeito benéfico da combinação de AIB, BAP e carvão ativo para estas 
variáveis.  

Para a propagação vegetativa in vitro de P. heteromallum a partir de microestacas, 
pode-se constatar que o antioxidante PVP proporcionou efeito antagônico, uma vez que 
ocorreu a oxidação dos explantes deste tratamento. No tratamento com carvão ativo não 
houve oxidação das microestacas bem como a promoção da calogênese, o mesmo parece 
inibir este processo.  

Os tratamentos T1 e T3 mostraram-se os mais promissores para obtenção de brotações 
e enraizamento a partir de microestacas de P. heteromallum cultivadas in vitro, assim o 
produtor deve levar em consideração o custo-benefício na escolha desses tratamentos.   

 
Nas Figuras 42 e 43 têm-se as microestacas de P. heteromallum aos 21 e 42 dias de 

inoculação nos diferentes tratamentos. 
 

 

 

 

T1 

T2 

T3 
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Figura 42. Microestacas de Pleroma heteromallum após 21 dias de inoculação em diferentes 
tratamentos (Seropédica/RJ, 2022). 
Legenda: Meio MS (T1 - controle); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de PVP 
(T2); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de carvão ativo (T3); Meio MS acrescido 
de 4.9 μM de AIB e 4.4 μM de BAP (T4); e Meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T5). 
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Figura 43. Microestacas de Pleroma heteromallum após 42 dias de inoculação nos diferentes 
tratamentos (Seropédica/RJ, 2022). Barra de 1.0 cm. 
Legenda: Meio MS (T1 - controle); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de PVP 
(T2); Meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de carvão ativo (T3); Meio MS acrescido 
de 4.9 μM de AIB e 4.4 μM de BAP (T4); e Meio MS acrescido de 4.4 μM de BAP (T5). 
 
7.5.2 Subcultivo de brotações de Pleroma heteromallum in vitro 

O teste de normalidade foi significativo para as variáveis NB e NFMB, de modo que 
as mesmas foram transformadas antes da realização da análise de variância.  

De acordo com a análise de variância, não houve diferenças significativas entre os 
tratamentos T1 e T3 para as características avaliadas (Tabela 22), durante a etapa de 
subcultivo das plântulas em meio MS com 100% da concentração original de sais e isento de 
fitorreguladores e antioxidantes. Obteve-se 100% de sobrevivência das plântulas em ambos os 
tratamentos.  
 
Tabela 22.  Médias do percentual de sobrevivência de explante (PS), número de brotos (NB), 
número de raiz (NR), número de folhas da maior brotação (NFMB) e comprimento da maior 
brotação (CMB), após 35 dias de subcultivo in vitro de plântulas de P. heteromallum em meio 
MS com 100% da concentração original de sais e isento de fitorreguladores. 

Tratamento 
PS    NB NR NFMB   CMB 
%    un   cm 

T3 

T4 

T5 
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T1 (Controle) 100.00 ns 
 

6.71 ns 5.86 ns 8.14 ns 
 

4.01 ns 
T3 (AIB + BAP + CA) 100.00 ns   3.86 ns 7.00 ns 8.29 ns   5.20 ns 
Média Geral 100.00   5.29 6.43 8.21   4.61 
CV (%) 0.00   31.02 26.36 8.83   16.03 

ns: não significativo pelo teste F (P≤0,05); CV: coeficiente de variação; plântulas oriundas de cultivo in vitro em 
meio MS com 100% da concentração original de sais (T1); plântulas oriundas de cultivo in vitro em meio MS 
com 100% da concentração original de sais acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de carvão 
ativo (T3).  
 

O desenvolvimento das plântulas pode ser observado na Figura 44. 
 

 
Figura 44. Microestacas de Pleroma heteromallum provenientes dos tratamentos T1 (meio 
MS-controle) (A) e T3 (meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB, 4.4 μM de BAP e 1 g L-1 de 
carvão ativo) (B) aos 35 dias de subcultivo em meio MS com 100% da concentração original 
de sais e isento de fitorreguladores e antioxidantes. Barra: 2.0 cm (Seropédica/RJ, 2022). 
 
7.5.3 Rizogênese em brotações de Pleroma heteromallum in vitro 

O teste de normalidade foi significativo para todas as variáveis analisadas, de modo 
que as mesmas foram transformadas antes da realização da análise de variância.  

 Os resultados médios da etapa de enraizamento in vitro das brotações de P. 

heteromallum encontram-se na Tabela 23.  
  

Tabela 23. Média do percentual de sobrevivência (PS), percentual de oxidação (PO), número 
de folhas (NF), número de raiz (NR), número de raiz superficial (NRS), número de nós (NN), 
comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento da maior raiz (CMR) em brotos de P. 
heteromallum após 60 dias de inoculação em diferentes meios de enraizamento in vitro 
(Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  PS PO   NF  NR  NRS NN    CPA  CMR  
  %   un   cm 

T1 (controle)  100.00 0.00  17.38 6.63 4.75 5.00  4.98 3.63 
T2 (2.5 μM de AIB)  50.00 50.00  6.50 0.89 3.50 2.75  2.46 0.11 
T3 (4.9 μM de AIB)  50.00 50.00  8.25 0.00 4.25 2.00  2.39 0.00 
T4 (7.4 μM de AIB)  100.00 0.00  23.38 0.00 16.50 4.00  4.51 0.00 
T5 (9.8 μM de AIB)   62.50 37.50   8.88 0.00 7.38 3.38   4.81 0.00 
Média Geral   72.50 27,50   12.88 1.50 7.28 3.43   3.83 0.75 

A 

B 
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De acordo com a análise de variância não houve diferença significativa para 
comprimento de parte aérea e número de nós das microestacas brotadas. Na Figura 45 têm-se 
a análise de regressão para as variáveis significativas em relação às diferentes concentrações 
de AIB testadas. Observaram-se curvas de regressão polinomial de terceiro grau para todas 
essas variáveis.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 45. Regressão polinomial dos valores médios do percentual de sobrevivência (A), 
percentual de oxidação (B), número de folhas (C), número de raízes (D), número de raízes 
superficiais (E) e comprimento da maior raiz (CMR) em microestacas de Pleroma 

heteromallum cultivadas in vitro por 42 dias em meio MS contendo diferentes concentrações 
de AIB. 

 
O maior percentual de sobrevivência de microestacas (100%) foi obsevado na 

ausência de AIB ao meio de cultura (T1) e no tratamento contendo 7.4 μM de AIB (T4) 
(Figura 45A). De modo que o percentual de oxidação foi menor (0%) nestes mesmos 
tratamentos (Figura 45B). O maior número de folhas e de raízes superficiais ocorreu na 
concentração de 7.4 μM de AIB (T4) (Figura 45C e 45E). Entretanto, durante as avaliações 
biométricas notaram-se plantas com excessivo número de brotos, tamanho das folhas 
reduzidas, encurtamento dos entrenós, sugerindo características de plântulas hiper-
hidricasneste tratamento (Figuras 46 e 47). O número de raízes e o comprimento da maior raíz 
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apresentaram as maiores médias em meio MS isento de AIB (T1), com média de 6,63 e 3,63, 
respectivamente (Figura 45D e Figura 45F). 

 

 
Figura 46. Brotações de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de enraizamento aos 42 
dias de cultivo in vitro (Seropédica/RJ, 2022). Barra 1.0 cm. 
Legenda: meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB – controle (T1); meio MS acrescido de 2.5 μM de AIB (T2); 
meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB (T3); meio MS acrescido de 7.4 μM de AIB (T4); e meio MS acrescido de 
9.8 μM de AIB (T5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T1 T2 T3 T4 T5 
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Figura 47. Brotações de Pleroma heteromallum nos diferentes meios de enraizamento aos 42 
dias de cultivo in vitro Barras: 1.0 cm (Seropédica/RJ, 2022). 
Legenda: meio MS (T1 - controle); meio MS acrescido de 2.5 μM de AIB (T2); meio MS acrescido de 4.9 μM 
de AIB (T3); meio MS acrescido de 7.4 μM de AIB (T4); e meio MS acrescido de 9.8 μM de AIB (T5). 
 

O resultado obtido a partir da Análise de Componentes Principais (PCA) indicou que 
não houve problema de multicolinearidade e que os dois primeiros componentes explicam 
94,38% da variabilidade existente entre os tratamentos (meios de cultura) aplicados e as 
variáveis analisadas, sendo que o primeiro componente principal explica 68,53% e o segundo 
25,85% dessa variabilidade. 

A análise de dispersão de dados (Figura 48) demonstrou que T2 e T3 apresentaram 
correlação positiva para percentual de oxidação das brotações.  Enquanto que T1 (controle) 
apresentou correlação positiva para número de raiz, comprimento de maior raiz e número de 
nós; T4 correlação positiva para número de raízes superficiais, número de folhas, 
comprimento de parte aérea e percentual de sobrevivência e T5 apresentou resultados 
intermediários dentre os tratamentos testados, mas com tendência de oxidação de explantes. 

T4 T3 

T1 

T5 

T1 T2 
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Ressalta-se que em T4 as brotações apresentaram aspecto de hiper-hidricidade, anomalia não 
desejada no cultivo de plantas in vitro. 

 

 

Figura 48. Gráfico obtido a partir da Análise de Componentes Principais (PCA) descrevendo 
a relação entre os tratamentos (meios de cultura) aplicados e as variáveis analisadas durante a 
etapa de enraizamento in vitro de brotações de Pleroma heteromallum. O posicionamento de 
cada variável no gráfico representa seu comportamento em relação às demais e aos 
tratamentos aplicados, de modo que uma maior proximidade entre as variáveis indica uma 
maior correlação entre elas, bem como aos tratamentos aplicados (Seropédica/RJ, 2022). 
Legenda: Percentual de sobrevivência (PS); Percentual de oxidação (PO); Número de folhas (NF); Comprimento 
de parte aérea (CPA); Comprimento da maior raiz (CMR); Número de raiz (NR); Número de raízes superficiais 
(NRS); Número de nós (NN); Meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB – controle (T1); meio MS acrescido de 2.5 
μM de AIB (T2); meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB (T3); meio MS acrescido de 7.4 μM de AIB (T4); meio 
MS acrescido de 9.8 μM de AIB (T5). 

 
7.5.4 Alongamento de raízes e desenvolvimento das plântulas de Pleroma heteromallum 
in vitro 

Após 60 dias de subcultivo das plântulas, observou-se o crescimento da parte aérea, 
como folhas e caule e o crescimento de raízes em direção ao meio de cultivo MS isento de 
fitorreguladores e antioxidantes (Figura 49), processo que não ocorreu com as brotações de P. 
heteromallum cultivadas em meio MS contendo AIB. Este fato que sugere o efeito antagônico 
da adição deste fitorregulador ao meio de cultivo no desenvolvimento de raízes das plântulas. 

 

(2
5
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Figura 49. Brotações de Pleroma heteromallum após 60 dias de subcultivo em meio MS com 
100% da concentração original de sais e isento de fitorreguladores. Setas indicando raízes que 
se desenvolveram durante o subcultivo de brotações em T3 (A) e em T5 (B) (Seropédica/RJ, 
2022). Barras: 2.5 cm. 

 
O teste de normalidade foi significativo para as variáveis CMF e CMR, de modo que 

as mesmas foram transformadas antes da realização da análise de variância. A análise de 
variância foi significativa para todas as variáveis analisadas e o resultado do teste de médias 
encontra-se na Tabela 24. 

 
Tabela 24. Médias para massa fresca total (MF), comprimento de parte aérea (CPA), número 
de folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), número de raiz (NR), comprimento da 
maior raiz (CMR) e número de nós (NN) em brotos de P. heteromallum após 60 dias de 
subcultivo em meio MS com 100% da concentração original de sais e isento de 
fitorreguladores e antioxidantes (Seropédica/RJ, 2022). 

Tratamento 
  MF    CPA CMF CMR    NF  NR  NN 
  g   cm   un 

T1 (oriundas de T1 - controle)  1.17ab  9.45b 1.18a 7.18a  42.50b 13.75b 10.25ab 
T2 (oriundas de 2.5 μM de AIB)  0.45b  9.35b 1.53a 1.38b  17.25c 11.00b 8.75bc 
T3 (oriundas de 4.9 μM de AIB)  0.99ab  8.18bc 1.28a 3.78ab  30.50bc 12.75b 10.00ab 
T4 (oriundas de 7.4 μM de AIB)  1.78a  2.53c 0,01b 1.95b  69.75a 10.00b 2.75c 
T5 (oriundas de 9.8 μM de AIB)   1.70a   18.50a 1.60a 3.38ab   35.50bc 24.75a 16.75a 
Média Geral   1.22   9.60 1.12 3.53   39.10 14.45 9.70 
CV (%)   37.09   31.53 6.28 22.55   21.61 34.66 33.78 

CV: coeficiente de variação; médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade. Plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB – 
controle (T1); plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 2.5 μM de AIB (T2); plântulas 
oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB (T3); plântulas oriundas do cultivo in vitro 
em meio MS acrescido de 7.4 μM de AIB (T4); plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 
9.8 μM de AIB (T5). 
 

 B A 
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Plântulas oriundas dos tratamentos T4 e T5 apresentaram as maiores médias para a 
variável MF. O teste de média demonstrou que as plântulas provenientes de T5 apresentaram 
médias estatisticamente superiores para as variáveis CPA, NR e NN quando comparado aos 
demais tratamentos.  Quanto ao parâmetro CMF, T4 foi inferior aos demais tratamentos, esses 
que não apresentaram diferença significativa entre si. Para CMR T1, T3 e T5 apresentaram 
média estatisticamente superior aos demais tratamentos. Entretanto, T3 e T5 também não 
diferiram do tratamento T2. Enquanto que T4 foi estatisticamente inferior aos demais 
tratamentos para essa variável. 
 

Após 30 dias de aclimatização das plântulas observou-se o percentual de 
sobrevivência de 67% das mudas. Observou-se que mudas provenientes dos tratamentos T1, 
T2 e T5 estavam mais vigorosas ao final desse período (Figuras 50 e 51).  
 

 
Figura 50. Mudas de Pleroma heteromallum após 30 dias de aclimatização em substrato 
Multiplant®. Barra: 1 cm (Seropédica/RJ, 2023).  
Legenda: plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB – controle (T1); 
plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 2.5 μM de AIB (T2); plântulas oriundas do 
cultivo in vitro em meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB (T3); plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio 
MS acrescido de 7.4 μM de AIB (T4); plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 9.8 μM de 
AIB (T5). 
 
 

 

T1 T2 T3 T4 T5 
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Figura 51. Mudas de Pleroma heteromallum após 30 dias de aclimatização em substrato 
Multiplant®. Barra: 1 cm (Mendes/RJ, 2023).  
Legenda: plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 0.0 μM de AIB – controle (T1); 
plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 2.5 μM de AIB (T2); plântulas oriundas do 
cultivo in vitro em meio MS acrescido de 4.9 μM de AIB (T3); plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio 
MS acrescido de 7.4 μM de AIB (T4); plântulas oriundas do cultivo in vitro em meio MS acrescido de 9.8 μM de 
AIB (T5). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

T1 T2 T3 
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7.6 DISCUSSÃO 
 

Constatou-se que a adição dos fitorreguladores BAP e AIB ao meio de cultura 
contribuiu para a oxidação das microestacas de P. heteromallum, mesmo na presença do 
antioxidante PVP no meio de cultivo. Entretanto, o uso de carvão ativo mostrou-se eficiente, 
controlando 100% da oxidação das microestacas. Este fato que pode ser explicado pelo 
diferente modo de ação destes antioxidantes.  

De acordo com Goulart et al. (2010) o carvão ativo age promovendo a adsorção dos 
exsudatos liberados pelo explante, os quais provocam a oxidação. Também possui as 
propriedades de adsorver e reduzir a disponibilidade de auxina exógena no meio de cultura. Já 
o PVP reage com os compostos oxidantes e seu efeito principal está relacionado com a 
capacidade de inibir a liberação de compostos fenólicos. 

A adição dos fitorreguladores BAP e AIB ao meio de cultivo apresentou efeito 
antagônico na promoção de raízes e brotações. Contudo, no tratamento T2, embora os 
fitorreguladores BAP e AIB estejam presentes, possivelmente estes foram adsorvidos pelo 
carvão ativo e não ficaram disponíveis para os explantes (microestacas), não sendo observado 
o efeito antagônico desses fitorreguladores. Puttkammer (2015) também constatou que 
o AIB apresentou efeito negativo para número de brotos e raízes quando não combinado ao 
carvão ativo na micropropagação de morangueiro.  

O tratamento composto por BAP + AIB + carvão ativo apresentou superioridade para 
o número de raízes, o comprimento da maior brotação e comprimento da maior raiz. Kozak e 
Wnuk (2012) constataram que a aplicação combinada de BAP e AIA (ácido indol acético) não 
teve efeito significativo na indução de brotações axilares de Tibouchina urvilleana 

(Melastomataceae) e que o comprimento dos brotos foi inibido com o aumento da 
concentração de BAP ao meio de cultivo. 

Contudo, levando-se em consideração os custos-benefícios da adição de 
fitorreguladores e antioxidantes ao meio de cultivo, o tratamento isento desses compostos 
(controle) pode ser considerado o mais interessante para estabelecimento das microestacas de 
P. heteromallum in vitro.  Flores et al. (2015) sugerem o uso do meio MS isento de 
fitorreguladores para otimização da produção de plantas in vitro de cultivares de Ipomoea 

batatas (batata-doce).  
Os resultados para rizogênese in vitro mostrou que raízes adventícias crescem em 

comprimento e se inserem em meio de cultivo isento do fitorregulador AIB (tratamento 
controle) ou na concentração de 2.5 μM de AIB. Contudo em meio isento de AIB o número 
de raízes e o comprimento da maior raiz é estatisticamente superior. Observou-se também 
que, para todos os tratamentos, houve a emissão de raízes adventícias laterais, aqui 
denominadas de raízes superficiais, uma vez que não crescem em direção ao meio de cultivo.  

Além disso, os resultados do ensaio de rizogênese, observados no terceiro 
experimento, sugerem que o AIB possa contribuir para a oxidação das microestacas, uma vez 
que apenas em meio isento desse fitorregulador não houve oxidação de estacas.  

Latoh et al. (2018) e Latoh et al. (2022) testaram diferentes concentrações de AIB no 
enraizamento de estacas Tibouchina heteromalla (sin. P. heteromallum) e constataram que o 
uso de AIB é dispensável para o enraizamento adventício da espécie. Os resultados do 
presente trabalho e de outros autores sugerem que P. heteromallum possui concentrações 
endógenas de auxina apresentando, portanto, efeito antagônico do AIB na rizôgenese in vitro 
de microestacas. 

Durante a rizogênese, sobretudo de espécies lenhosas, pode haver toxidez por auxina, 
que se torna evidente na fase de alongamento de raízes. Radmann et al. (2002) recomendaram 
a utilização de dois meios de cultura no processo de rizogênse: primeiro, a estaca é cultivada 
em meio contendo auxina, favorecendo a indução de raízes e, posteriormente, esta deve ser 
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transferida para um meio sem auxina, estimulando assim a rizogênese e o crescimento das 
raízes. Os estudos de Radmann et al. (2002) corroboram com os resultados encontrados no 
quarto experimento, pela transferência das plântulas para meio MS isento de fitorreguladores, 
onde se constatou o alongamento/crescimento de raízes em direção meio.  

Além do mais, as brotações cultivadas no meio contendo AIB na concentração de 7.4 
μM apresentaram aspecto de hiper-hidricidade, o que não é interessante no processo de 
multiplicação da espécie in vitro. 

Morfologicamente plantas hiper-hidricas podem apresentar caules e folhas túrgidas, 
espessas, enrugadas, torcidas, translúcidas, rígidas e facilmente quebráveis, encurtamento dos 
entrenós e uma aparência morfológica que sugere excesso de água (VASCONCELOS et al., 
2012).  

A hiper-hidricidade é um distúrbio fisiológico comum associado ao cultivo in vitro de 
plantas, cujos principais fatores que influenciam são a composição mineral e hormonal do 
meio de cultivo e as condições de cultivo (POLIVANOVA e BEDAREV, 2022).  Mediante o 
exposto, sugere-se que a concentração de 7.4 μM de AIB ao meio de cultura foi o fator 
determinante para ocorrência de hiper-hidricidade nas brotações, uma vez que nos demais 
tratamentos esse distúrbio não ocorreu.  

Neste estudo constatou-se 67% de sobrevivência de mudas durante o período de 
aclimatização de P. heteromallum, valor superior ao relatado por Prudente et al. (2016), que 
constataram a sobrevivência de aproximadamente 55% das mudas de Miconia ligustroides 
durante a aclimatização. Contudo, alguns estudos demonstram percentuais superiores para 
outras espécies de Melastomataceae como, por exemplo, Zeng et al. (2008) relataram 86% de 
sobrevivência de mudas de Tigridiopalma magnifica após 30 dias de aclimatização em casa 
de vegetação. Lawarence e Murugan, (2017) constataram 90% de sobrevivência de mudas 
durante a aclimatação de Osbeckia aspera e Burgos et al. (2019) obtiveram cerca de 94% de 
sobrevivência de mudas de Bucquetia glutinosa através da aclimatização em casa de 
vegetação. 

O resultado observado na aclimatização de mudas de P. heteromallum pode ser 
considerado satisfatório, porém, ajustes na metodologia utilizada são sugeridos, ou mesmo a 
realização de outros testes a fim de possibilitar maior percentual de sobrevivência de mudas 
durante essa etapa. 
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7.7 CONCLUSÃO 
 

A organogênese direta a partir de microestacas é uma alternativa eficaz para 
multiplicação de P. heteromallum, podendo ser realizada utilizando meio MS (MURASHIGE; 
SKOOG, 1962) isento de fitorreguladores e as mudas aclimatizadas em casa de vegetação, 
com taxa de 67% de sobrevivência de mudas. 
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8 CAPÍTULO VI 
 

OFICINA PEDAGÓGICA: POPULARIZAÇÃO DOS MÉTODOS DE PROPAGAÇÃO 
DE PLANTAS NO ENSINO DE CIÊNCIAS  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



148 
 

8.1 RESUMO 
 
Para que o processo de aprendizagem seja significativo, além da contextualização do 
conteúdo escolar com a realidade do aluno, também se faz necessário a aplicação de 
metodologias dinâmicas e interativas.  A utilização de oficinas pedagógicas mostra-se como 
importante estratégia metodológica, unindo teoria e prática de maneira lúdica e vivenciada, 
possibilitando o ensino e aprendizado mais interessante dos conteúdos. A compreensão pelo 
alunado das formas de reprodução das plantas e da importância desses processos e métodos 
no seu cotidiano, adicionalmente, pode contribuir para superação da Disparidade na 
Consciêntização Botânica (DCB). O objetivo deste trabalho foi analisar a contribuição do uso 
de uma oficina pedagógica sobre métodos de propagação de plantas no ensino e aprendizado 
de conteúdos de Ciências. O levantamento de dados a respeito do conhecimento dos alunos 
sobre os diferentes métodos de propagação de plantas foi realizado de forma qualiquantitativa 
através de um questionário diagnóstico aplicado antes e depois da realização da oficina 
pedagógica. A oficina foi realizada com 33 alunos do 7° ano do Ensino Fundamental durante 
aulas de Ciências. Verificou-se melhoria dos conceitos científicos no questionário diagnóstico 
aplicado após realização da oficina, com maior número de acertos das questões propostas. 
Indicando que a utilização de oficinas pedagógicas pode contribuir positivamente para o 
ensino e aprendizado mais significativo e dinâmico dos conteúdos de reprodução de plantas. 
Além disso, uma forma de promover a valorização da diversidade vegetal pelos estudantes. A 
pesquisa revelou ainda que a propagação in vitro (micropropagação) é pouco difundida na 
educação básica, evidenciando a importância de parcerias entre universidades e escola, 
através da extensão universitária, para popularização dessa técnica de propagação de plantas 
na educação básica.  

Palavras-chave: Educação. Ensino e aprendizado. Reprodução de plantas.  
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8.2 ABSTRACT 
 

In order for the learning process to be meaningful, in addition to contextualizing the school 
content with the student's reality, it is also necessary to apply dynamic and interactive 
methodologies. The use of pedagogical workshops has proven to be an important 
methodological strategy, combining theory and practice in a playful and experiential way, 
enabling more interesting teaching and learning of the content. The students' understanding of 
the ways in which plants reproduce and the importance of these processes and methods in 
their daily lives can also contribute to overcoming the Disparity in Botanical Awareness 
(DBA). The objective of this study was to analyze the contribution of the use of a pedagogical 
workshop on plant propagation methods in the teaching and learning of Science content. Data 
collection regarding students' knowledge of the different methods of plant propagation was 
carried out in a qualitative and quantitative way through a diagnostic questionnaire applied 
before and after the pedagogical workshop. The workshop was held with 33 7th grade 
students during Science classes. An improvement in scientific concepts was observed in the 
diagnostic questionnaire applied after the workshop, with a greater number of correct answers 
to the proposed questions. This indicates that the use of pedagogical workshops can contribute 
positively to more meaningful and dynamic teaching and learning of plant reproduction 
content. In addition, it is a way to promote the appreciation of plant diversity by students. The 
research also revealed that in vitro propagation (micropropagation) is not widely used in basic 
education, highlighting the importance of partnerships between universities and schools, 
through university extension, to popularize this plant propagation technique in basic 
education. 
 
Keywords: Education. Teaching and learning. Plant reproduction.  
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8.3 INTRODUÇÃO 
 

Um dos grandes desafios da educação básica é tornar as aulas mais atrativas e 
possibilitar a inserção de componentes concretos que possam auxiliar na consolidação dos 
conceitos teóricos e a aproximação sensorial direta, isto é, às suas vivências experimentadas 
no cotidiano (OLIVEIRA e SANTOS, 2022; SILVA, 2021). Estudos demonstram que o uso 
de material concreto em sala de aula é uma forma de apresentar ao aluno uma maneira mais 
fácil e palpável de aprender, sendo esse recurso pedagógico um estímulo ao interesse e a 
criatividade do aluno, tornando a aula participativa e proveitosa (SILVA e SILVA, 2017). 

As plantas estão intimamente ligadas ao desenvolvimento e a sobrevivência do ser 
humano, estando presentes na alimentação, em fármacos, em livros, mobília, cosméticos e até 
mesmo em nossa respiração (BRITO et al., 2021). No Ensino Fundamental (EF), os 
conteúdos de botânica estão presentes na disciplina de Ciências da Natureza desde os anos 
iniciais até os anos finais (BRASIL, 2018). Entretanto, estudos relatam a dificuldade e, por 
conseguinte, o desinteresse de professores e estudantes no ensino-aprendizado desses 
conteúdos (SALATINO e BUCKERIDGE, 2016; URSI et al., 2018; VINHOLI JÚNIOR et 
al., 2018; NEVES et al., 2019; SOUSA e; SUDÉRIO, 2023).  

De acordo com a Base Nacional Comum Curricular (BNCC) o conteúdo reprodução 
de plantas deve ser ministrado no 2° e no 8° ano do EF, onde os estudantes devem adquirir 
algumas habilidades, dentre elas, no 2° ano do EF “(EF02CI06) identificar as principais partes 
de uma planta (raiz, caule, folhas, flores e frutos) e a função desempenhada por cada uma 
delas, e analisar as relações entre as plantas, o ambiente e os demais seres vivos” (BRASIL, 
2018, p. 335) No 8° ano do EF “(EF08CI07), comparar diferentes processos reprodutivos em 
plantas e animais em relação aos mecanismos adaptativos e evolutivos” (BRASIL, 2018, p. 
349). 

Naturalmente, as plantas podem se reproduzir sexuada ou assexuadamente; neste 
último caso o processo também pode ser induzido pelo homem (SENAR, 2018).  É através 
das sementes que as plantas se reproduzem sexuadamente, garantindo a variabilidade genética 
(SILVA et al., 2019). A reprodução assexuada ocorre a partir de estruturas vegetativas das 
plantas (folhas, caules, raízes, tubérculos, bulbos, colmos, etc.) e, nesse caso, o indivíduo 
gerado é idêntico a planta mãe, são clones (ROBERTO; COLOMBO; 2020). Dentre os 
principais métodos de propagação vegetativa induzidos artificialmente temos a estaquia, a 
alporquia, a enxertia e a mergulhia (SENAR, 2018).   

Outro método de propagação de plantas é o cultivo in vitro ou micropropagação. Esta 
técnica permite realizar a reprodução sexuada pela semeadura in vitro, bem como a 
reprodução assexuada a partir das partes vegetativas da planta (HASNAIN et al., 2022).  

A compreensão pelo alunado das formas de reprodução das plantas e da importância 
desses processos e métodos no seu cotidiano, adicionalmente, pode contribuir para superação 
da “cegueira botânica”, e, por consequência, a valorização da biodiversidade vegetal (NEVES 
et al., 2019; BARBOSA et al., 2020). 

Nesse aspecto, para que o processo de aprendizagem seja significativo, além da 
contextualização do conteúdo escolar com a realidade do aluno, também se faz necessário a 
aplicação de metodologias dinâmicas e interativas (MORAIS et al., 2019; SANTOS; AÑEZ, 
2021; URSI et. al., 2018).  A utilização de oficinas pedagógicas mostra-se como importante 
estratégia metodológica, unindo teoria e prática de maneira lúdica e vivenciada, possibilitando 
o ensino-aprendizado mais interessante dos conteúdos (FELICETI et al., 2021; OLIVEIRA; 
SANTOS, 2022).   

Diante disso, o presente estudo buscou analisar as contribuições da realização de uma 
Oficina Pedagógica sobre Métodos de Propagação de Plantas no Ensino de Ciências para uma 
aprendizagem significativa e prazerosa desses conteúdos. 
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8.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
8.4.1 Área de estudo e sujeitos envolvidos 

O estudo foi realizado no CIEP Brizolão Municipalizado 288, ‘Professor Ruy Gonçalves 
Ramos’, no município de Mendes/RJ. O trabalho foi conduzido durante as aulas de Ciências 
do 7º ano do Ensino Fundamental (EF), por meio da realização de uma Oficina Pedagógica 
intitulada “Popularização dos métodos de propagação de plantas no ensino de Ciências” com 
a participação de 33 alunos.  

A pesquisa foi realizada com alunos do 7° ano do EF uma vez que o livro didático (período 
2020-2023) utilizado pela rede não estava atualizado conforme a sequencia dos conteúdos de 
Ciências da Base Nacional Comum Currícular (BNCC). 
 
8.4.2 Desenvolvimento da oficina pedagógica 

A condução metodológica consistiu em três momentos. Na primeira etapa 
identificaram-se os alunos e aplicou-se um questionário diagnóstico para avaliar o nível de 
conhecimento prévio dos estudantes acerca das diferentes possibilidades de propagação de 
plantas. Para identificar o embasamento teórico, foi construído um questionário 
semiestruturado com oito questões, sendo sete de múltipla escolha e uma discursiva sobre a 
temática de propagação de plantas (Figura 52).  
 

Figura 52. Questionário diagnóstivo aplicado antes e após a realização da atividade prática da 
oficina pedagógica. Fonte: Autora, 2023. 
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Na segunda etapa, após a aplicação do questionário diagnóstico, a fim de elucidar as 
inúmeras formas de propagação de plantas (sexuada e assexuada), apresentou-se aos alunos 
algumas partes de diferentes espécies vegetais. Essa etapa consistiu na parte prática da 
Oficina Pedagógica. Em sala de aula, os alunos foram divididos em grupo e cada grupo de 
alunos receberam sementes de feijão e diferentes partes vegetativas de várias espécies como, 
por exemplo, folhas (suculentas), caules (estacas de orelha-de-onça; estolões de amendoim 
forrageiro), tubérculos (batata inglesa), filhotes (“keikis” de arundina), bulbos (cebola e alho), 
além de frascos contendo plântulas de orelha- de-onça in vitro (Figura 53) para maior 
consistência do processo de ensino-aprendizagem. 
 
Figura 53. Material utilizado para parte prática da Oficina Pedagógica: sementes de feijão 
(A), folhas de suculentas (B), estaca de orelha-de-onça (C), estolão de amendoim forrageiro 
(D), tubérculo de batata inglesa (E), filhotes “keikis” de arundina (F), bulbo de cebola e alho 
(G) estudantes com frascos contendo plântulas de orelha-de-onça propagadas in vitro (H). 
Fonte: Autora, 2023. 

Fonte: Autora, 2023. 

A terceira etapa consistiu da reaplicação do questionário diagnóstico (Figura 52), para 
avaliar, após as atividades práticas, a construção dos novos conhecimentos pelos estudantes. 
 
8.4.3 Análise de dados 

A avaliação dos dados baseou-se na comparação das respostas dos alunos ao questionário 
diagnóstico aplicado no primeiro e no último encontro da oficina. Os dados obtidos foram 
analisados quali-quantitativamente utilizando a metodologia proposta por Schneider et al. 
(2017).  

Os dados quantitativos foram tabulados e os valores percentuais representados em forma 
de gráficos, com auxílio do programa Microsoft Excel versão 2010, de acordo com a 
metodologia de Bardin (2011). Durante a tabulação dos dados, não foram contabilizadas as 
questões deixadas em branco pelos alunos.  

As respostas dos alunos à questão discursiva “Qual a importância deste método de 

propagação de plantas?” foram categorizadas e os dados analisados a partir da frequência 
relativa, conforme Souza et al. (2019). 

 
 
 

E E 
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8.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Para o questionamento n° 1 “De que maneira as plantas podem se reproduzir?”, 
observou-se que 44% dos estudantes acreditavam que as plantas poderiam ser propagadas 
através dos frutos e das sementes, seguidos de 28% de alunos que acreditavam que as plantas 
se propagavam através de sementes, folhas, caules e das raízes, 25% acreditavam ser apenas 
através de sementes e 3% apenas a partir de frutos (Figura 54A).  

Os resultados para o mesmo questionamento no pós-questionário mostrou que 58% 
dos alunos compreenderam que as plantas podem se reproduzir a partir de sementes, folhas, 
caules e das raízes. Entretanto, 30% dos estudantes ainda mativeram a concepção de que as 
plantas podiam se propagar através de frutos e sementes, bem como 12% que acreditavam 
que as plantas podem ser propagadas apenas através das sementes (Figura 54B). 
 
Figura 54. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 1 “De que maneira as plantas podem se reproduzir?” durante o 
questionário diagnóstico aplicado antes e depois da oficina pedagógica. Fonte: Autora, 2023. 

 
  

Mendonça et al. (2019) indagaram alunos do 7° ano do EF se sabiam como as plantas 
se reproduziam, incluindo a explicação desse processo. Os autores apuraram que 87% dos 
estudantes afirmaram que sim, enquanto 13% disseram não saber como as plantas se 
reproduziam. Diferentes explicações foram dadas pelos alunos em relação ao processo de 
reprodução das plantas, dentre elas: através de sementes (20,0%), flores e frutos (6,0%), 
sementes e frutos (6,0%) e polinização (13,0%). Estes resultados evidenciam a deficiência de 
conhecimento prévio por parte dos estudantes em relação ao processo de reprodução 
vegetativa das plantas, tendo em vista que os estudantes não citam esse tipo de propagação ou 
estruturas vegetativas de propagação. Até mesmo quando estes estudantes são questionados 
quanto às partes da planta relacionadas com a reprodução, tendo como alternativas as 
raízes, as folhas, os frutos, os caules, as flores e  as sementes. Mendonça et al. (2019) 
constataram que a maior parte dos estudantes relacionaram as raízes, os caules e as folhas 
como órgãos de reprodução sexuada.  

Em se tratando da questão n° 2 “Quais os tipos de propagação (reprodução) das                
plantas?” verificou-se que 37% dos alunos disseram não saber quais os tipos de propagação 
das plantas, enquanto 24% acreditavam que as plantas se propagavam apenas de forma 
sexuada e 21% apenas de forma assexuada. Já 18% de estudantes disseram que as plantas 
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poderiam se propagar tando de forma sexuada quanto assexuadamente (Figura 55A).  
No pós-questionário, ou seja, ao final da Oficina Pedagógica 70% dos alunos disseram 

que as plantas podem se propagar (reproduzir) sexuada ou assexuadamente. Entretanto, 18% 
dos estudantes ainda afirmaram que as plantas podiam ser propagadas apenas de forma 
sexuada; 6% de forma assexuada e 6% dos estudantes disseram ainda não saber como as 
plantas podem se propagar (Figura 55B). 

 
Figura 55. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 2 “Quais os tipos de propagação (reprodução) das plantas?” durante o 
questionário diagnóstico aplicado antes e depois da oficina pedagógica. Fonte: Autora, 2023.  

 
 

Resultados semelhantes foram observados por Feliceti et al. (2021), que durante 
Oficina de Botânica com alunos do 9° ano do EF, investigaram se os alunos já tinham ouvido 
falar em propagação vegetativa e também sobre o que eles entendiam por este termo. Os 
autores verificaram que 100% dos estudantes disseram não conhecer este termo e que nunca 
ouviram falar a respeito.  

Diferentemente dos resultados obtidos com o pré-questionário, após atividades 
práticas da oficina, dentre elas a propagação vegetativa via miniestaquia caulinar de plantas 
de espinheira-santa e boldo, Feliceti et al. (2021) relataram que este termo se tornou mais 
claro para os alunos, os quais passaram a explicar de forma simples o termo propagação 
vegetativa. Os resultados corroboram e evidenciam a eficácia da aplicação de oficinas 
pedagógicas para o ensino-aprendizado de estudantes do EF a respeito dos diferentes tipos e 
estruturas envolvidas na reprodução das plantas. 

À respeito da questão número 3 “A propagação (reprodução) sexuada das plantas 
ocorre a partir?”, durante o pré-questionário observou-se que 43% dos estudantes acreditavam 
que esse tipo de reprodução ocorria a partir das sementes enquanto que 36% dos estudantes 
acreditavam que ocorria a partir dos frutos; 12% das folhas e 9% a partir dos caules (Figura 
56A). Após atividades da Oficina Pedagógica observou-se que 49% dos estudantes 
compreenderam que a propagação sexuada das plantas ocorre a partir das sementes, enquanto 
21% disseram ser a partir dos frutos, 21% a partir das folhas e 9% a partir do caule (Figura 
56B). 
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Figura 56. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 3 “A propagação (reprodução) sexuada das plantas ocorre a partir?” 
durante o questionário diagnóstico aplicado antes e depois da oficina pedagógica. Fonte: 
Autora, 2023. 

 
 
Conforme apresentado, houve incremento de apenas 6% de estudantes que 

compreenderam que a propagação sexuada dos vegetais ocorre a partir de sementes, logo esse 
conceito foi revisado com os estudantes durante a aula de Ciências.  Mendonça et al. (2019) 
também constataram que alguns estudantes não conseguiram avançar nos conhecimentos 
sobre as partes da planta que estão relacionadas com a reprodução sexuada.  

Estudos demonstram que determinadas concepções prévias (ou alternativas) dos 
estudantes não são tão simples de serem substituídas (FAGUNDES et al., 2017; SANTOS e 
ROSSI, 2020). Estas concepções não devem ser desconsideradas pelo professor, que deve 
encontrar estratégias pedagógicas alternativas que garantam o sucesso do ensino e 
aprendizado desses conteúdos (BRUM e SCHUHMACHER, 2015; SOUZA et al., 2023).  

Para a questão número 4 “A propagação (reprodução) assexuada (vegetativa) das 
plantas ocorre a partir?” constatou-se com o pré-questionário que 40% dos alunos 
acreditavam que a propagação assexuada (vegetativa) das plantas ocorre a partir das folhas, 
do caule ou das raízes, enquanto 33% acreditavam ser a partir dos frutos; 21% a partir das 
sementes e 6% a partir das sementes e das folhas (Figura 57A). Com o pós-questionário 
observou-se que 67% dos estudantes compreenderam que a propagação assexuada das plantas 
ocorre a partir das folhas, do caule ou das raízes; 12% a partir das sementes; outros 12% 
afirmaram ser a partir dos frutos; enquanto 9% a partir das sementes (Figura 57B). 
 
Figura 57. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 4 “A propagação (reprodução) assexuada (vegetativa) das plantas 
ocorre a partir?” durante o questionário diagnóstico aplicado antes e depois da oficina 
pedagógica. Fonte: Autora, 2023.   
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Quanto ao questionário “Os frutos (laranja, abacate, limão, etc.) de uma planta surgem 
a partir de qual parte da planta?”, verificou-se com a aplicação do pré-questionário que 37% 
dos alunos acreditavam que os frutos surgiam a partir das flores; 24% das raízes; 24% das 
folhas e 15% disseram que os frutos surgiam a partir do caule (Figura 58A). Após realização 
da Oficina Pedagógica 46% dos estudantes compreenderam que os frutos originam-se de uma 
flor; entretanto, 54% ainda afirmaram que os frutos se originam a partir de folhas ou a partir      
de caules ou a partir de raízes (Figura 58B). 
 
Figura 58. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 5 “Os frutos (laranja, abacate, limão, etc.) de uma planta surgem a 
partir de qual parte da planta?” durante o questionário diagnóstico aplicado antes e depois da 
oficina pedagógica. Fonte: Autora, 2023. 

 
 
Sousa e Sudério (2023) investigaram os conhecimentos prévios de 45 estudantes do 2° 

ano do Ensino Médio sobre a reprodução de plantas.  Os pesquisadores constataram, por parte 
de alguns estudantes, respostas sucintas e sem detalhamento de como achavam que a 
reprodução acontecia. Outros estudantes apresentaram respostas parciais, conseguiram 

21% 
6% 

40% 
33% 

9% 12% 

67% 

12% 

0

5

10

15

20

25

30

35

Das
sementes

Das
sementes e
das folhas

Das folhas,
do caule ou
das raízes

Dos frutos

N
úm

er
o 

de
 e

st
ud

an
te

s 

Respostas dos estudantes durante o questionário diagnóstico 

Antes da oficina

Depois da oficina

24% 
15% 

37% 
24% 

18% 18% 

46% 

18% 

0

5

10

15

20

25

30

35

Das folhas Do caule Das flores Das raízes

N
úm

er
o 

de
 e

st
ud

an
te

s 

Respostas dos estudantes durante o questionário diagnóstico 

Antes da oficina

Depois da oficina



157 
 

apresentar órgãos e estruturas típicas da reprodução, desenvolvendo uma explicação breve do 
processo de reprodução.  Apenas uma minoria dos estudantes conseguiu dar explicações ao 
nível de conhecimento oriundo do EF para explicar como ocorre a reprodução das plantas. 
Diferentemente, França et al. (2021) constataram que a maior parte dos alunos do 3° ano do 
Ensino Médio reconhecem a relação entre flor e fruto, apenas 20,7% dos estudantes não 
responderam ou não souberam explicar tal relação. 

Dentre os desafios encontrados pelos estudantes para assimilação dos conteúdos de 
botânica estão a compreensão dos termos científicos, que são considerados complexos e a 
falta de afinidade por esses conteúdos (OLIVEIRA et al., 2022). Também deve-se considerar 
que cada indivíduo possui tempo e forma única de aprendizagem para construção de 
conhecimentos. “A construção do conhecimento acontece através do tempo, o indivíduo 
recebe a informação e constrói o saber, salientando que há o aprendizado, mas os indivíduos 
aprendem de formas diferentes” (MARTINS et al., 2018, p. 420). 

Em se tratando da questão n° 6 “O feijão é?” constatou-se a partir do pré-questionário 
que 52% dos alunos acreditavam que o feijão era um grão (alimento), 39% um grão 
(alimento) e uma semente, 6% um fruto e 3% uma semente (Figura 59A).  Verificou-se com o     
pós-questionário que 73% dos estudantes compreenderam que o feijão pode ser um grão 
(alimento) e uma semente, entretanto 18% dos estudantes ainda consideraram o feijão como 
sendo uma semente e 9% dos estudantes apenas como sendo grão (Figura 59B). Portanto, 
houve o incremento de 34% de estudantes que passaram a considerar o grão (feijão) como 
uma semente ou alimento a depender do objetivo de uso. 
 
Figura 59. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 6 “O feijão é?” durante o questionário diagnóstico aplicado antes e 
depois da oficina pedagógica. Fonte: Autora, 2023. 

 
 

Crespi (2014) avaliou o conhecimento prévio de alunos do 2° ano do EF e também 
verificou que os alunos não reconhecem o grão (feijão) como sendo sementes, visto que este 
também foi identificado apenas como alimento pelos estudantes. 

As dificuldades enfrentadas pelos alunos no processo de ensino-aprendizagem podem 
estar relacionadas a diferentes situações. Uma das hipóteses defendidas por Salatino e 
Buckeridge (2016) para explicar tais dificuldades é a “cegueira botânica”. Atualmente 
denominada “Disparidade na Conscientização Botânica (DCB)”, trata-se da tendência de não 
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notar as plantas no ambiente, o que leva à perspectiva de que as plantas não são importantes 
(BROWNLEE et al., 2021).  

Dentre os fatores que podem contribuir para a DCB estão a consideração de que os 
conteúdos de botânica são complexos por parte de alunos e professores, a carência na 
formação inicial e continuada de professores, a depreciação dos conteúdos de botânica nos 
livros didáticos de Ciências e Biologia, a não contextualização entre os conteúdos botânicos e 
o cotidiano do estudante (SALATINO e BUCKERIDGE, 2016; BROWNLEE et al., 2021; 
PIASSA et al., 2022; SANTOS et al., 2022). 

Em relação à questão n° 7 “As plantas podem se reproduzir através de qual(is) 
parte(s)?” verificou-se a partir do pré-questionário que os estudantes possuíam conhecimento 
prévio sobre algumas partes das plantas que podem ser utilizadas para propagação das 
mesmas.  

Com a aplicação do pós-questionário contatou-se que o conhecimento entre os 
estudantes aumentou sobre esse quesito, por exemplo, constatou-se o acréscimo de 31%, ou 
seja, 10 estudantes que passaram a considerar a possibilidade de propagar plantas a partir das 
folhas. Contudo, há de se considerar que a maior parte dos estudantes (79%) ainda 
consideraram as sementes como a principal estrutura envolvida na reprodução das plantas 
(Figura 60).  
 
Figura 60. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 7 “As plantas podem se reproduzir através de qual(is) parte(s)?” 
durante o questionário diagnóstico aplicado antes e depois da oficina pedagógica. Fonte: 
Autora, 2023. 

 
 
Os resultados encontrados foram semelhantes aos de Feliceti et al. (2021), que durante 

oficina pedagógica com estudantes do 9° ano do EF, questionaram aos mesmos se já haviam 
presenciado alguém da família plantando uma planta e quais as partes da planta eram 
utilizadas no plantio. Os autores apuraram que 93% dos estudantes já presenciaram alguém da 
família plantando, quanto às partes vegetais utilizadas no plantio 36% dos alunos assinalaram 
a opção sementes, 28% ramos, 24% caule, 8% folhas e 4% não responderam.  

Os resultados evidenciam que os estudantes possuem conhecimentos empíricos dos 
diferentes tipos de reprodução de plantas, contudo, não relacionam esse conhecimento aos 
termos científicos reprodução sexuada ou assexuada. Inclusive, fica evidente que os 

48% 

64% 

24% 
33% 36% 

52% 

79% 

55% 52% 48% 

0

5

10

15

20

25

30

35

Frutos Sementes Folhas Caules Raízes

N
úm

er
o 

de
 e

st
ud

an
te

s 

Respostas dos estudantes durante o questionário diagnóstico 

Antes da oficina

Depois da oficina



159 
 

estudantes apresentam dificuldades de identificar as partes das plantas envolvidas em cada um 
dos tipos de reprodução (sexuada ou assexuada).   

Quanto ao conhecimento dos estudantes sobre a propagação (reprodução) de plantas in       

vitro (questão número 8) verificou-se com o pré-questionário que 94% dos estudantes não 
conheciam e nunca ouviram falar a respeito desse método de propagação de plantas (Figura 
61A). Dentre os estudantes que disseram conhecer ou ter ouvido falar sobre o método de 
propagação de plantas in vitro, apenas um deles mencionou uma importância sobre essa 
técnica.  O estudante relatou: “Existe um método desses que eles utilizam muitas sementes e 

de vários tipos de plantas para caso ocorra algum desastre na Terra”. Após atividades 
teóricas e práticas da oficina pedagógica e aplicação do pós-questionário, 100% dos 
estudantes afirmaram conhecer ou ter ouvido falar dessa técnica (Figura 61B). 
 
Figura 61. Resposta dos alunos do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 8 “Você conhece ou já ouviu falar em propagação (reprodução) de 
plantas in vitro?” durante o questionário diagnóstico aplicado antes e depois da oficina 
pedagógica. Fonte: Autora, 2023. 

 
 

O encantamento dos estudantes face aos frascos contendo plantas in vitro e do 
conhecimento das diferentes aplicabilidades da técnica pode explicar o sucesso nas respostas 
obtidas com a aplicação do questionário após ofcina. 

Sousa et al. (2018) questionaram estudantes do 3° ano do Ensino Médio com a 
pergunta “O que você entende por micropropagação?”. Dentre as alternativas objetivas, os 
pesquisadores constataram que apenas cerca de 20% dos estudantes marcaram a alternativa  
correta à respeito da técnica. Após a aplicação de documentários em vídeo e visita técnica a 
um laboratório de cultura de tecidos vegetais, os autores apuraram, a partir da aplicação de 
pós-questionário, que cerca de 40% dos estudantes acertaram essa mesma questão. Entretanto, 
mesmo tendo constatado um incremento significativo do número de estudantes que passaram 
a conhecer sobre tal assunto, é importante considerar que praticamente 60% dos estudantes 
ainda não sabiam explicar sobre a técnica de micropropagação de plantas.  

Averiguou-se com esta pesquisa que, dentre os estudantes que responderam sobre a 
importância do método de propagação de plantas in vitro no questionário após a oficina, a 
frequência relativa dos termos que mais se destacaram nas explicações foram: plantas 
saudáveis (14%); plantas livres de doenças (07%); plantas livres de microrganismos (09%), 
mudas sadias (18%); conservação de plantas (09%); clones (19%); melhoramento genético 
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(09%); produção de muitas plantas em qualquer época do ano (16%) (Tabela 25). 
Sousa et al. (2018) também questionaram estudantes do 3° ano do Ensino Médio sobre 

a importância da biotecnologia vegetal para a humanidade. Os pesquisadores averiguaram 
que, em média, 47% dos estudantes souberam responder no pré-questionário e 62% no pós-
questionário. Dentre as justificativas apresentadas pelos alunos, a proteção de espécies 
ameaçadas de extinção foi a mais citada. 

Como forma de promoção da extensão universitária, Tiburski et al. (2013)  buscaram 
popularizar a técnica de micropropagação de videira para estudantes de diferentes idades e 
escolas do município de Dom Pedrito/RS, notando reações muito positivas e a compreensão 
da técnica por parte dos estudantes, bem como da comunidade escolar.  
 
Tabela 25. Menções dos estudantes do 7° ano do Ensino Fundamental de uma escola pública 
referente à questão n° 8 “Você conhece ou já ouviu falar em propagação (reprodução) de 
plantas in vitro? Caso positivo, sabe qual a importância deste método de propagação de 
plantas?” durante o questionário diagnóstico aplicado depois da oficina pedagógica. Fonte: 
Autora, 2023.  

Menção (Categoria) Frequência 
absoluta 

Frequência 
relativa 

Plantas saudáveis  08 0,14 
Plantas livres de doenças 04 0,07 
Plantas livres de microrganismos 05 0,09 
Mudas sadias 10 0,18 
Conservação de plantas 05 0,09 
Clones 11 0,19 
Melhoramento genético 05 0,09 
Produção de muitas plantas em qualquer época do 
ano 09 0,16 

Total 57 1,00 
  

Visto que o tema biotecnologia possui considerável relevância no cenário atual, 
Pelizzari et al. (2018) enfatizam a importância da difusão de conteúdos biotecnológicos na 
educação básica, incluindo a cultura de tecidos vegetais, como forma de desenvolver a 
alfabetização científica e estímulo para formação dos estudantes. Os autores consideraram, 
ainda, que um dos entraves é a defasagem na formação dos docentes. Outra opção relevante 
para popularização da Ciência seria pela aproximação entre a universidade e a escola através 
da extensão universitária (SOUZA e CONTE, 2020). Essa sinergia proporciona aos 
professores maior experiência dentro das escolas e, em contrapartida, oferece aos alunos da 
Educação Básica experiências inovadoras de ensino (SILVA et al., 2023). 
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8.6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A utilização de Oficinas Pedagógicas pode contribuir para o ensino e aprendizado 
mais significativo e prazeroso dos conteúdos de reprodução de plantas.  

Verificou-se melhoria dos conceitos científicos no questionário diagnóstico aplicado 
após a oficina, o que indica que grande parte dos estudantes conseguiu organizar seus 
pensamentos e compreenderam os conceitos estudados.  

Alguns conceitos precisaram ser esclarecidos e reforçados como, por exemplo, a 
concepção dos estudantes que o fruto é uma estrutura de reprodução e não de proteção das 
sementes. 

Ressalta-se que na literatura corrente pouquíssimos são os trabalhos que tratam da 
difusão da propagação de plantas in vitro (micropropagação) na educação básica, 
presumidamente, a técnica é pouco trabalhada devido à deficiência ou até mesmo ausência do 
assunto na formação de docentes de Ciências Biológicas, somada a falta de estruturas 
(laboratórios) nas escolas para realização de atividades práticas. 

 A parceria entre universidades e escola, através da extensão universitária, pode ser de 
grande valia para popularização de diferentes biotecnologias, sobretudo da propagação de 
plantas in vitro. 

Desta forma, conclui-se que o uso de Oficinas Pedagógicas durante aulas de Ciências 
é um recurso pedagógico viável e eficaz para aproximação do educando ao seu objeto de 
estudo, proporcionando aulas mais dinâmicas e interativas, o que pode contribuir para 
transpor dificuldades na aprendizagem de alguns temas considerados complexos pelos alunos. 
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9 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 
Dadas as demandas ambientais e comerciais (ornamentais, medicinais, dentre outras) 

associadas à família Melastomataceae torna-se relevante a busca pela produção sustentável de 
mudas utilizando técnicas avançadas e econômicas. 

A germinação de sementes de P. granulosum, P. heteromallum e P. mutabile in vitro, 
sobretudo em meio Murashige e Skoog (MS), mostrou-se uma alternativa ao método 
convencional de semeadura (ex vitro), inclusive com incremento nas taxas de germinação. 

O uso do meio MS com a metade da concentração original de sais no desenvolvimento 
in vitro de plântulas de P. granulosum (quaresmeira) e P. mutabile (macacá da serra), 
mostrou-se mais benéfico no desenvolvimento in vitro de plântulas dessas espécies. Contudo, 
durante a etapa de desenvolvimento in vitro, após aproximadamente 30 dias surgem 
“estruturas brancas” no limbo foliar dessas plântulas, estruturas essas que, aparentemente, 
interferiram no desenvolvimento in vitro das mesmas e, consequentemente, na etapa de 
aclimatização. Deste modo, sugere-se que outros ensaios sejam realizados testando diferentes 
condições in vitro (meios de cultivo, quantidade e qualidade de luz, trocas gasosas, dentre 
outros). 

Para a espécie P. heteromallum (orelha-de-onça) pode-se verificar que as plântulas 
cultivadas em meio de cultura MS com 100% da concentração original de sais e, 
posteriormente, aclimatizadas em substrato comercial foram aquelas que apresentaram maior 
percentual de sobrevivência. A partir desses resultados, foi averiguada a possibilidade do 
desenvolvimento de um protocolo para obtenção de mudas micropropagadas para P. 
heteromallum utilizando este meio e o substrato Multiplant na aclimatação das mudas, sob as 
condições deste experimento.  

Os resultados da propagação vegetativa de P. heteromallum in vitro sugeriram efeito 
negativo dos antioxidantes (PVP e carvão ativo) na calogênese de P. heteromallum. Há 
necessidade da adição de BAP e AIB para indução de calos e na regeneração de planta via 
organogênese indireta a partir de explantes foliares de P. heteromallum. 

Tendo em vista o alto custo dos fitorreguladores de plantas, para a organogênese direta 
a partir de microestacas de P. heteromallum recomenda-se o uso de meio de cultura MS com 
100% da concentração original de sais e isento de fitorreguladores. Inclusive, os resultados 
encontrados sugeream que a adição de auxina sintética ao meio de cultura inibe o 
alongamento de raízes dessa espécie. 

A completa elucidação dos mecanismos envolvidos no cultivo in vitro de espécies de 
Pleroma spp. ainda não foi obtida, portanto, novas pesquisas com a cultura de tecidos são 
contribuições valiosas que no futuro poderão viabilizar o completo estabelecimento de 
protocolos de micropropagação dessas espécies. 

Difundir os diferentes métodos de propagação de plantas, especialmente técnicas de 
propagação de plantas in vitro (micropropagação), é uma forma de ampliar o conhecimento 
dos alunos da Educação Básica sobre essa temática e, adicionalmente, contribuir para 
superação da Disparidade na Conscientização Botânica. O tripé “Educação, Pesquisa e 
Extensão” promove retornos nos investimentos públicos em educação, juntamente com 
melhorias na formação dos alunos da Educação Básica e no desenvolvimento profissional de 
professores. 

 


