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ANOA: Acido beta-naftoxiacético
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B5: Meio de Cultura de Gamborg (1968)
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TDZ: Tidiazuron ou N-fenil-N’-1,2,3-tiadizol-5,1-uréia
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A Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN ¢ uma planta medicinas da Amazonia
pertencente a familia Compositae e que € popularmente conhecida como jambu. O
extrato de suas folhas possui o espilantol, que ¢ uma N-isobutilamida com atividade
anestésica e ¢ utilizada popularmente no tratamento de males da boca e da garganta,
bem como anestésico para dor-de-dente, além de possuir atividade larvicida contra
Aedes aegyptii, podendo ser utilizado como importante ferramenta no controle da
dengue. O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos para a micropropagacao e
conservagdo desta espécie, verificar a capacidade de germinacdo de sementes de A.
oleracea. Nao houve germinagao de sementes sob condi¢des in vitro e ex vitro.
Segmentos nodais advindos de plantas adultas mantidas em casa de vegetagao foram
submetidos a trés concentracdes de hipoclorito de calcio e o tratamento com 0,25%
deste agente desinfestante resultou em 32% de explantes vivos e axénicos, que serviram
como fonte de explantes para trés experimentos de multiplicagdo. O meio de cultura
indicado foi 0 MS suplementado com 0,1 mg.L™" de cinetina, que proporcionou 100% de
explantes com brota¢do, 93,33% de plantas enraizadas e auséncia total de calos.
Experimentos comprovaram que as gemas centrais da haste promovem 86,67% de
explantes com brotacdo e brotos com 7,61 cm de altura, além de induzir 100% de
plantas enraizadas, e que o substrato Plantmax" ¢ o mais indicado para a aclimatagao,
mantendo 78,81% de plantas vivas. Os sistema de imersao temporaria (R.I.T.A.) ndo foi
eficaz para otimizar o protocolo desta espécie, uma vez que 100% dos explantes
submetidos a tratamentos em meio de cultura liquido oxidaram e morreram. O banco de
germoplasma in vitro foi estabelecido em meio de cultura MS acrescido de 2% de
sacarose ¢ 4% de sorbitol, uma vez que nesta condi¢do 100% de explantes mantiveram-
se com brotacdo, vivos e enraizados, com maior nimero de brotos por gema (2,0 % 0,3),
auséncia total de calos e a menor altura (5,5 * 1,1). Este tratamento também induziu um
excelente nimero de gemas por haste (7,0 + 1,0), quando comparado com os demais
tratamentos aplicados a esta espécie. Deste modo, esta espécie pode ser produzida em
larga escala pelo protocolo de micropropagacao aqui estabelecido, bem como
conservada em laboratorios para a manutenc¢ao de sua variabilidade genética.
Palavras-chave: Multiplicacdo in vitro, planta medicinal, Amazonia, atividade
anestésica, jambu.
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Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN is an Amazonian medicinal plant
popularly named jambu. The leaves extract contain Sphylantol, an N-isobutilamide with
anesthetic activity and it is used by people to treat mouth and throat aches as well as
toothaches anesthetic. It has larvicide activity against Adedes aegyptii, so could be used
as an important tool in the control do dengue. The objective of this work was to develop
in vitro protocols for micropropagation and conservation of this species, as well as to
clarify the germination capacity of A. oleracea. Accordingly with results, nom
germination was completed both under in vitro as ex vitro conditions. Nodal segments
come from adult plants maintained in greenhouse, these plants were submitted to three
concentrations of hypochlorite of calcium, wit 0.25%, 32% of explants were
decontaminated and survived , wich were used to explants source for three
multiplication experiments. The culture medium used was MS supplied with 0.1mg.L"
KIN, 100"of explants produced shoots, 93,33% produced roots and 0% produced callus.
The experiments probed that central positions of bud promoted 86.67% shoots
production in explants, these buds reach 7.61 cm height, this position also induce 100%
root of plants. Moreover, the Plantmax” substratum was indicated to acclimation
because it appeases 100% of survival plants. The temporary immersion system
(R.ILT.A.) was not efficient to optimize this species protocol, since 100% of explants
submitted in medium liquid treatments oxidized and dyed. In vitro germoplasm bank
was established in MS medium supplied with sucrose 2% and sorbitol 4%, since this
treatment induced 100% of explants with shoot and rooted and also produced a larger
number of buds (2,0 + 0,3) and none callus, it produce the less height of explants (5,5 +
1,1), when was compared with other treatments that exhibit more than 50% of survival
explants. This treatment also induced a great number of buds (7.0 + 1.0), when was
compared with the other treatments applied in this specie. Thus, this specie could be
produced in large scale by the micropropagation protocol here established, as well as its

genetic variability could be conserved in vitro conditions.

Key-words: In vitro multiplication, medicinal plant, Amazdnia, anesthetic activity,

jambu.



MICROPROPAGACAO DE Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN E
ESTABELECIMENTO DE MEIO DE CULTURA PARA
CONSERVACAO DESTA ESPECIE EM BANCO DE
GERMOPLASMA “IN VITRO”.

1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma superficie de 8.511.996 Km? que apresentam uma mistura
de condi¢des climaticas permitindo assim o desenvolvimento de uma grande
diversidade de ambientes. Devido a esta imensa extensdo territorial que abrange desde
regides equatoriais ao Norte, até areas extratropicais ao Sul, diferenciadas climdtica e
geomorfologicamente, o pais conta com uma extraordinaria diversidade, que estd
distribuida em biomas conhecidos como Amazonia, Pantanal, Mata Atlantica, Cerrado,
Caatinga, Campos ¢ Florestas Meridionais (HAVEN et al., 1996), contando com mais
de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (DIAS,
1996), o acelerado processo de devastacdo dos ecossistemas tropicais tem
comprometido a preservacao da flora brasileira.

Atualmente, todos esses ecossistemas correm sérios riscos de perda da
diversidade biologica devido a destrui¢do e fragmentagdo dos ecossistemas para
urbanizag¢do, mineragdo e fronteiras agricolas, aos estresses ambientais, a poluigdo, as
mudangas climaticas globais e as politicas governamentais (BRANCO, 2001). Embora
a Floresta Amazonica, juntamente com a Mata Atlantica e o Pantanal tenham recebido
da Constituicao Federal o titulo de patrimonio nacional (BRASIL, 1992), a conservagao
de sua biodiversidade ¢ uma tarefa ardua e necessaria.

Sabe-se hoje que a floresta Amazonica brasileira abriga uma flora riquissima
estimada aproximadamente entre 40 a 200 mil espécies e seu desaparecimento seria

uma gigantesca tragédia, que poderia levar a extingdo ndo apenas os demais



ecossistemas, mas também toda a vida do planeta Terra. Deste total, cerca de 10 mil
espécies sdo consideradas medicinais (CASTRO et al., 2004).

Um estudo realizado por SATAKE (2000), sobre plantas medicinais da
Amazoénia Ocidental, relacionou 44.800 espécies de plantas, divididas em 145 familias,
que dominam este bioma e, 1.516 sdo usadas como medicinais. De acordo com
CECHINEL FILHO & YUNES (1998), mais de 95% dessas espécies ainda nao foram
estudadas do ponto de vista fitoquimico e farmacologico e representam uma
preocupagdo constante porque estdo sob alta pressio antropica.

No que se refere as agdes de conservacdao de plantas medicinais, a adogdo de
técnicas biotecnoldgicas ¢ de extrema importancia, visto que estas sdo capazes de
multiplicar e conservar plantas em laboratorios, de modo que torna-se desnecessario o
uso de grandes areas de solo para conservar a variabilidade genética de uma espécie
vegetal (Serafini et al. 2001). Basicamente, existem duas formas de preservacio
permanente: conservagdo ex vitro € in vitro. A primeira ¢ realizada no habitat natural
da espécie, em 4areas de preservacdo permanente e a segunda se faz com o
estabelecimento de banco de germoplasma, onde os propagulos sao cultivados em meio
de cultura estéril (TORRES et al., 1998).

A conservacao de plantas medicinais da Amazdénia em banco de germoplasma ¢
uma estratégia importante para garantir a sobrevivéncia das espécies endémicas, bem
como conservar a sua variabilidade genética, além de possibilitar a reintrodugdo dessas
espécies em seu habitat natural.

Essas técnicas vém se mostrando cada vez mais importantes para a sociedade
moderna, uma vez que podem propiciar melhores condi¢des de vida as populagdes
humanas, através da geracao de novos produtos ou na melhoria da qualidade dos que ja

estdo disponiveis, tornando-os cada vez mais economicamente acessiveis ao



consumidor. Um exemplo de técnica de cultura de tecidos vegetal que vem barateando
os custos de producgdo de fitofArmacos, bem como os de produ¢do de mudas “in vitro”
em larga escala sdo os biorreatores do tipo R.I.T.A (ALVARD et al., 2003).

Portanto, o desenvolvimento de protocolos de micropropagagdo e de banco de
germoplasma torna-se ferramenta importante em programas de conservacao,
principalmente quando a espécie em estudo, apesar de ndo domesticada, ja apresenta

uso potencial como fitoterapico.



2. JUSTIFICATIVA

Segundo RICKETTS et al. (2005), a floresta amazbnica ¢ considerada um
“hotspot”, ou seja, area que tem uma enorme diversidade de espécies endémicas e que
apresenta grande parte do bioma modificado ou destruido.

A Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN ¢ uma espécie que estd exposta a
erosdo genética provocada pela coleta indiscriminada e pelos freqilientes
desmatamentos provocados pelo homem nas areas de ocorréncia natural. Devido a
sensacao de formigamento, a populacdo do Norte do Brasil utiliza as folhas desta planta
no tratamento de males da boca e da garganta, bem como anestésico para dor-de-dente
e o cha das folhas ¢ utilizado para contra a anemia, escorbuto, dispesia, estimulante da
atividade gastrica e no combate a tuberculose (LORENZI & MATOS, 2002). Além
disso, esta espécie ¢ freqiientemente utilizada na alimentagdo humana por ser uma fonte
rica em calcio, fosforo e ferro (REVILLA, 2001).

Ja& existem varios pedidos de patente registrados no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual, tais como os processos nimero P10100254-6 que visa a A.
oleracea como fonte de espilantol, utilizado como anestésico na forma de pastilhas e o
niamero JP7090294, registrado como refrescante bucal (HAMIGAKI, 1995). Essa
espécie tem um grande potencial como fitoterapico, mas ainda ndo pode ser incluida em
programas de producdo em larga escala de fitomedicamentos, uma vez que ainda ndo
ha estudos fitotécnicos que permitam a rapida multiplicagdo desta espécie e,
conseqiientemente, a producdo de biomassa vegetal suficiente para uso como fonte
sustentavel de principios ativos empregados pela induastria farmacéutica.

Considerando a gravidade desse problema, no momento em que toda a

humanidade esta preocupada em conservar a biodiversidade do planeta, a proposta de



estudar técnicas de propagacdo a partir de métodos biotecnologicos, objetivando a
multiplicacdo de individuos representativos da diversidade desta espécie, ¢ uma atitude
concreta de preservacdo para a utilizacdo dessa espécie medicinal da Amazonia

brasileira.



3. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e otimizar diferentes métodos de propagacdo de Acmella oleracea

(L.) R. K. JANSEN, sob condi¢des in vitro, com vistas a conservagao da espécie.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Desenvolver um protocolo de micropropagacao para Acmella oleracea.

2.2.2. Desenvolver um protocolo de conservacdo em banco de germoplasma in vitro
para Acmella oleracea.

2.2.3. Otimizar o protocolo de micropropaga¢do de Acmella oleracea em biorreator do
tipo R.ILT.A.

2.2.4. Comparar o desenvolvimento de plantulas de Acmella oleracea em sistema de
imersdo temporaria com métodos convencionais de cultivo in vitro em meio de cultura

semi-soélido e liquido.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. A Amazonia

Na floresta Amazonica interagem mais de 20% de todas as espécies vivas do
planeta, sendo 20 mil espécies de vegetais superiores, 1.400 de peixes, 300 de
mamiferos e 1.300 passaros, além de milhares de espécies de insetos, outros
invertebrados e microrganismos. Este bioma se destaca, com relagdo a biodiversidade
que abriga por diversas razdes: vasta extensdo aliada a posicdo equatorial do pais
(compartilhando espécies com outros biomas); localizacdo em drea geologicamente
antiga, o que produz uma variedade de condigdes de solo com limites bem demarcados
entre si, levando a uma variedade de comunidades e espécies adaptadas a um ou outro
tipo de solo (PRIMACK & RODRIGUES, 2005); sua heterogeneidade vegetal, com
pelo menos 6 biotas bem distintas, ou seja, dreas compostas por animais e vegetais
especificos desta regido, e por conter a maior bacia hidrografica do mundo. Esses
elementos proporcionam a floresta Amazonica 57,14% de toda a flora mundial.

A floresta Amazonica ¢ a maior floresta tropical do mundo, com area de 6,5
milhdes de Km?, abrangendo 8 paises, Brasil, Peru, Colombia, Bolivia, Equador,
Venezuela, Suriname, Guiana, Guiana Francesa, além da Guiana Francesa, ocupando
quase metade da América do Sul. Cerca de 3,5 milhdes de Km? desta floresta encontra-
se em territorio brasileiro. Na Amazonia, também existem areas de cerrado, campos ¢
vegetagdo litorAnea, perfazendo um total de 5,029 milhdes de km? (FERREIRA &
MARTINELLI, 1997), conhecido como Amazonia Legal.

Esta floresta apresenta trés formagdes principais de relevo: ao Sul, localiza-se o

planalto Central, ao norte o planalto das Guianas e, ao centro a planicie sedimentar



Amazodnica, todos com altitudes inferiores a 1.500 m. Na planicie Amazdnica destacam-
se dois tipos de relevo: as varzeas, que por se estenderem ao longo dos rios estdo
sempre inundadas, e as terras firmes, que cobrem a maior parte da planicie e constituem
o dominio da grande floresta (NEIMAN, 1989).

Ainda segundo NEIMAN (1989), o sistema hidrico da regido Amazonica ¢ o
mais importante do mundo. O rio Amazonas e seus mais de mil afluentes formam uma
bacia que comporta 1/5 de toda a 4gua doce em forma liquida do planeta. Nascendo na
geleira do Yarupa, no Peru, a uma altitude de 5.000 m, e possuindo 6.500 km de
extensdo, com largura de até 100 Km, o Amazonas ¢ o maior rio do mundo em volume
de 4gua, e o segundo maior em extensdo. Sua declividade no territorio brasileiro ¢ de
apenas 65 m e a profundidade pode atingir 100 m. Outras bacias importantes na regiao
sd0 do Tocantins-Araguaia ¢ a do Orinoco. O clima ¢ quente quase o ano inteiro, com
uma temperatura média de 25° C, pouco flutuante ao longo das estagdes. A regido mais
umida do pais apresenta uma pluviosidade média de 2.000 a 4.000 mm ao ano. As
chuvas ocorrem no inverno, que dura aproximadamente 150 dias.

A floresta amazdnica ¢ constituida em sua maioria por vegetacdo arborea,
trepadeiras lenhosas e uma grande flora de epifitas. As arvores alcancam
freqiientemente de 40 a 60 m de altura, geralmente se ramificam somente proximo a
altura da copa, suas raizes sao normalmente superficiais e tabulares na base do tronco,
fornecendo um suporte amplo e firme. As folhas sdo de tamanho médio, coreaceas, nao-
denteadas e ndo-lobadas, e verde-escuras, suas cascas sdo finas e lisas e suas flores
geralmente sdo inconspicuas e esverdeadas ou de coloragdo esbranquicada. Esta floresta
forma varios extratos, onde as camadas inferiores sdo constituidas de plantulas das
espécies mais altas, juntamente com um numero relativamente pequeno de espécies de

pouco crescimento. Contudo, o seu solo € pobre, uma vez que ¢ ligeiramente acido e



bastante arenoso, além de apresentar baixos teores de nutrientes tais como calcio,
fosforo, potassio e magnésio, entre outros e possuir altas concentragdes de aluminio,
que tende a ser toxico (HAVEN et al., 1996), uma vez que determina a capacidade de
troca catidnica, fundamental no metabolismo nutricional das plantas (JURANDYR &
SANCHES, 1996).

A importancia da floresta Amazonica para a humanidade ndo reside apenas no
papel que desempenha para o equilibrio ecoldégico mundial. A regido ¢ o berco de
inumeras civilizagdes indigenas e, além disso, constitui-se numa riquissima fonte de
matérias-primas alimentares, florestais, medicinais, energéticas e minerais (NEIMAN,
1989). Por isso, atualmente, cientistas do mundo inteiro, fazendeiros ¢ mineradoras t€ém
considerado esse bioma como area de exceléncia para o desenvolvimento de diferentes
ramos de negocios e pesquisas.

A floresta Amazonica ¢ um bioma complexo que precisa ser ainda muito
estudado, do ponto de vista do solo, dos recursos hidricos, da fauna e flora e suas
interagdes, bem como dos fatores climdticos para que propostas concretas de
desenvolvimento sustentavel sejam implantadas, garantindo a preservacdo desse
ecossistema.

O trabalho de conservacdo de uma espécie, ou de um grupo delas, deve ser
sempre abrangente e incluir o estudo do ecossistema em que elas estdo inseridas para
que o trabalho de protecdo contra a erosdo genética e/ou que evite sua extingao, seja de

fato efetivo.



4.2. Plantas medicinais.

A utilizacdo de plantas como medicamentos pela humanidade ¢ tdo antiga
quanto a historia do préprio homem. O processo de evolucao da “arte de curar” se deu
de forma empirica, em processos de descobertas por tentativas, com erros € acertos
(MORS, 1982). Nesse processo, os povos primitivos fizeram a identificagdo das
espécies que curavam, as partes dos vegetais adequados ao uso medicinal, assim como a
época mais indicada da colheita (LEVIS-STRAUSS, 1989). Apo6s a identificagdo,
vieram as técnicas de extrair sucos, secar folhas e raizes e triturar sementes, o que daria
inicio a um corpo tedrico do conhecimento que constituiria a medicina do homem
primitivo. Esse processo foi lento e longo, no qual a intuigdo aliada a diferentes tipos de
ensaios empiricos, vagarosamente, converteu a experiéncia do saber em memoria
coletiva, e esta foi repassada as geragdes seguintes.

As plantas medicinais s3o importantes fontes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelo para a sintese de um
grande nimero de farmacos (NODARI & GUERRA, 1999). De acordo com a
Organiza¢ao Mundial da Saude, entre 65 a 80% da populagdo que vive nos paises em
desenvolvimento, tem caréncia de acesso a medicina moderna devido a pobreza e
dependem essencialmente das plantas medicinais para suprir suas necessidades
primérias de satide (CALIXTO, 2000). Mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo (cerca de
20%) vivem em extrema pobreza e estdo sofrendo e morrendo por falta de cuidados
médicos basicos. Nos paises em desenvolvimento, 12,2 milhdes de criangas morrem
principalmente devido a doencas facilmente evitaveis que poderiam ser curadas com

poucos centavos utilizando plantas medicinais (PHILLIPSON, 1999).
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O valor dos produtos naturais das plantas medicinais para a sociedade e para a
economia mundial ¢ imenso. Foi estimado por CALIXTO (2000), que o mercado
europeu sozinho alcangou US$ 7 bilhdes em 1997 e que o consumo na Alemanha
corresponde a cerca de 50% desse mercado, ou seja, cerca de US$ 3,5 bilhdes que
representam mais ou menos US$ 42,90 per capita. Este mercado ¢é seguido pela Franga
USS 1,8 bilhdes, Italia US$ 700 milhdes, Reino Unido US$ 400 milhdes, Espanha US$
300 milhdes e Inglaterra US$ 100 milhdes. Também foi estimado que o mercado de
ervas medicinais no Japdo e na Asia alcangou US$ 2,3 ¢ US$ 2,1 bilhdes,
respectivamente. Contudo, nenhum outro mercado de plantas medicinais cresceu tanto
quanto o dos EUA, que ndo existia até poucos anos atras e que alcangou cerca de US$
1,098 bilhdo em 1995 (PHILIPSON, 1999). Para se ter uma idéia, estima-se que cada
americano gasta US$ 54,00 por ano comprando esses medicamentos. Essas cifras
atrairam o interesse das maiores companhias farmacéuticas do mundo
(BLUMENTHAL, 1999), que atualmente tém investido em estudos fitoquimicos,
caracterizacdo dos possiveis compostos bioativos, bem como farmacolédgicos, em testes
de bioatividade, modos de agdo e determinacdo dos sitios ativos dos compostos
extraidos de plantas (BRISKIN, 2000).

Segundo FERREIRA (1998), no Brasil, em 1994, as vendas de medicamentos
em farmacias somaram US$ 3,831 milhdes, dos quais US$ 212 milhdes, cerca de 5,5%
daquele valor, corresponderam a produtos contendo exclusivamente principios ativos de
origem vegetal.

O desenvolvimento de uma tnica droga custa em torno de US$ 300 milhdes e
apenas 1 em cada 10.000 compostos quimicos estudados com potencial farmacolégico
chegam ao mercado. Apesar desses riscos, um unico composto pode gerar

aproximadamente US$ 1 bilhdo de lucro/ano quando colocado no mercado. Um
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exemplo importante de investigagdo de novas drogas € o estudo realizado pelo Instituto
Nacional do Cancer, nos EUA, onde foram avaliados, no periodo entre 1960 e 1982,
cerca 114.000 extratos de plantas de 35.000 espécies vegetais com o objetivo de
encontrar uma nova droga contra o Cancer. Nesse estudo foi descoberto o Taxol,
substancia atualmente mais utilizada no tratamento em pacientes com todos os tipos de
cancer (NUNEZ & CANTERO, 2000).

Apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca
de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais avaliadas em suas propriedades

medicinais (GARCIA et al., 1996).

4.3. Descricao Botanica de Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN.

4.3.1. Classificacio Biologica

Filo: Plantae

Divisdo: Anthophyta

Classe. Dicotyledoneae

Ordem: Campanulales ou Synandrae
Familia: Compositae

Tribo: Heliantheae

Subtribo: Ecliptinae

Género: Acmella

Espécie: Acmella oleracea

As sinonimias de A. oleracea sdo: Spilanthes oleracea L., Cotula pyretharia L.,

Pyrethrum spilanthus Medik., Spilanthes acmella var oleracea (L.) C. B. CLARK ex
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HOOK. F., Spilanthes fusca MART (LORENZI & MATOS, 2002), Bidens fervida Lan,

Bidens fusca Lan, Isocarpa pyrethraria (L.) Cass, Spilanthes radicans Schrad. Ex D. C.,

Spilanthes oleracea B fusca (Lam.) D. C. (HIND & BIGGS, 2003).

4.3.2. Distribuicao Geografica de Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN

De acordo com LEWIS et al. (1998), como observado na Figura 1, a Acmella
oleracea € uma espécie encontrada em regides tropicais proximas a Linha do Equador,
onde grande populagdes sdo comumente encontradas na Tanzania (1166 m, 01.08.24S
031.26.33E) e também na América do Sul (Figura 2), principalmente na Bolivia (200
m, 14.30S 066.37W), Equador (800 m, 1.51S 77.48W). Estes dados demonstram que
esta planta ndo ¢ nativa do Brasil, uma vez que aqui ndo sdo encontradas grandes
populagdes selvagens desta espécie e, ja& que os individuos aqui presentes sao
encontrados apenas em residéncias e suas adjacéncias, pode-se assim, levantar a

hipdtese de que esta espécie tenha sido apenas domesticada no Brasil.
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Figura 1. Mapa de distribuicdo geografica de Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN.

FONTE: http://www.mobot.org.

Legenda:

lake

Rivers
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Figura 2. Mapa de distribuicdo geografica de Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN na
América do Sul.

FONTE: http://www.mobot.org.

Legenda:
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Oceans
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4.3.3. A Familia Compositae

A familia Compositae compreende cerca de 920 géneros, com aproximadamente
19.000 espécies (JOLY, 1993). Essa familia ¢ amplamente encontrada em regides
tropicais e subtropicais umidas da América do Sul, geralmente localizadas na margem
de rios. (RAMSEWAK et al., 1999). Atualmente, para estudos sistematizados, a familia
Compositae foi dividida em dezessete tribos, Heliantheae, Anthemideae, Astereae,
Barnadesieae, Cardueae, Eupatorieae, Gnaphalineae, Helenieae, Inuleae, Lactuceae,
Liabeae, Mutisieae, Plucheeae, Senecioneae, Tageteae, Vernonieae e Calenduleae. A
ultima ¢ uma pequena tribo representada somente por uma espécie cultivada, a
Calendula officinalis L. e apenas a primeira ocorre no Brasil (DILLAN & ALVA,

2001).

Segundo HAW & KENG (2003), 42,4% das espécies vegetais pertencem a
familia Compositae e, entre elas, podemos citar: Acanthospermum australe (Loefl.)
Kuntze, Achillea millefolium L., Achyrocline satureioides (Lam.) D.C, Acmella
oleracea (L.) R. K. Jansen, Spilanthes oleracea L., Acmella uliginosa (Sw) Cass,
Ageratum conyzoides L., Arctium minus (Hill) Bernh., Artemisia absinthium L.,
Artemisia annua L., Artemisia vulgaris L., Baccharis trimera (Less.) D.C., Bidens
pilosa L., Calendula officinalis L., Chamomilla recutita (L.) Rauschert,
Chrysanthemum cinerariaefolium (Trev.) Vis., Cichorium intybus L., Cnicus benedictus
L., Cynara scolymus L., Echinacea purpurea (L.) Moench., Eclipta alba (L.) Hassk.,
Egletes viscola (L.) Less., Elephantopus mollis Kunth., Emilia sanchifolia (L.) DC.,
Galinsoga parviflora Cav., Lactuca sativa L., Mikania cordifolia (L. {.) Willd., Mikania

glomerata Spreng., Mikania hirsutissima D.C., Pluchea sagitalis (Lam.) Cabrera,
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Silybum marianum (L.) Gaertn., Solidago chilensis Meyen., Sonchus oleraceus L.,
Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni.,Tagetes minuta L., Tanacetum parthenium (L.)
Sch. Bip., Tanacetum vulgare L., Taraxacum officinale Weber Trixis divaricata (Kunth)
Spreng, Vernonia candensata Baker. e Vernonia polyanthes Less (LORENZI &
MATOS, 2002). A elevada porcentagem de espécies medicinais dentro da familia

Compositae revela a importancia e prioridade de se estudar essas plantas.

4.3.4. Aspecto Morfologico

Figura 3: Aspecto morfoldgico de Acmella oleracea.
Fonte: USDA United States Department of Agriculture and Natural Resources Conservation

Service

A Acmella oleracea ¢ uma espécie da Amazonia, principalmente da regido do
Para e se multiplica tanto por sementes como por hastes enraizadas (REVILLA, 2001).
E uma planta herbécea anual, perene, de 20 - 40 cm de altura, semi-ereta, quase rasteira,

com caule cilindrico, carnoso e de ramos decumbentes, geralmente sem raizes nos nos.
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A raiz principal ¢ pivotante, com abundantes ramificagdes laterais (LORENZI &
MATOS, 2002).

As folhas sdo compostas, opostas, membrandceas, pecioladas; peciolos de 20 -60
mm de comprimento, achatados, com sulcos sobre a superficie, ligeiramente alados e
pouco pilosos. O limbo ¢é geralmente oval, com 53 - 106 mm de comprimento e 40 - 79
mm de largura, apresenta base truncada, atenuada na parte superior da folha e pélos
esparsos sobre ambas as superficies, principalmente sobre a nervura central da folha; as
folhas possuem glandulas pildricas, sao unisseriadas, de base multicelular, levemente
protuberantes, marrom, com extremidade unicelular longa, delgada e branca. A borda
do limbo ¢ dentada e o apice ¢ agudo. Esta espécie ¢ constituida por grupos foliares
campanulados, com 3 - 7 mm de altura ¢ 9 - 15 mm de didmetro. Os foliolos sdo
trisseriados, imbricados, verdes, lanceolados, com épices de cor purpura a vermelho,
bordas completas, ciliadas e de 4pices agudos. Esta espécie apresenta de 5 - 6 foliolos
externos com 5,8 - 7,3 mm de comprimento e 5 - 6 foliolos internos com 5,5 - 6,5 mm
de comprimento. Receptaculo € conico, branco, dspero, com 8,3 - 21,5 mm de altura e
1,0 - 1,2 mm de diametro, paledceo, com palea de 5,3 - 6,2 mm de comprimento ¢ 1 -
1,2 mm de largura, branca, com épice de purpuro a vermelho, com 0,5 mm, glabro,
exceto na ponta; os pélos sdo translicidos, unisseriados, curtos, de base palea em angulo
reto, pouco inclinado e apice agudo (BAKER, 1884 a).

Ainda segundo BAKER (1884 a), as inflorescéncias sao isoladas, com capitulos
globosos axilares e terminais pedunculados. Os pedunculos apresentam de 3,5 - 12,5
mm de comprimento, sdo abracteolados e ocos, de glabro a esparsamente piloso e os
pélos sdo aglandulados. Os capitulos apresentam de 10,5 - 23,5 mm de alturae 11 — 17

mm de didmetro, sdo pedunculado, homogéneo, discoide.
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As flores sdo pequenas, amareladas, com areas purpuras distintas na palea do
calice, bem visivel em capitulos imaturos, dipostas em capitulos globosos terminais que
medem cerca de 1,0cm de diametro. Sao hermafroditas, numerosas (400 a 620) e férteis;
o tubo da corola mede entre 2,7 - 3,3 mm de comprimento, ¢ verde, glabro, reduzido em
um tubo na base; o tubo mede de 0,5 - 0,7 mm de comprimento ¢ 0,2 - 0,4 mm de
diametro, tem abertura inflada de 2,2 - 2,6 mm de comprimento ¢ 0,5 - 1,0 mm de
diametro; os 16bulos da corola (4 — 5) medem de 0,5 - 0,6 mm de comprimento, sdo
amarelos e de interior papiloso; as anteras sdo cilindricas e localizadas dentro da
abertura da corola; os filamentos sdo brancos, atados a base da abertura da corola, lisos,
desprovidos de um colar evidente na antera; apresenta 5 anteras pretas; antera apical ¢
suplementar e triangular, com apice grosso, largo e longo; a antera basal ¢ suplementar,
curta e triangular. O polen apresenta coloragdo variando entre alaranjado brilhante a
amarelo palido. A base do estilo possui um né distinto e glabro; o estilo tem haste
glabra, com trés ramificagdes e os seus apices sao truncados e papilosos (BAKER, 1884
b).

O fruto é um aquénio pequeno, com 2,0 - 2,5 mm de comprimento ¢ 0,9 - 1,1
mm de largura, com pericarpo cinza-escuro, quase preto, parcialmente envolvido por
partes membrandceas. Estd resumido a duas nervuras marginais, que sao
longitudinalmente alongadas, ciliadas, completas, de faces setuliferas, com pares de
sétulas descentralizadas e ndo divididas em &pices; o carpopodio é levemente ovalado,
grosso, seco, de cor marrom-amarelado € com uma parte dorsal branca, grossa e
alongada; os filetes sdo persistentes, com 02 pélos desiguais e discretamente espinhento,

que medem 2,0 - 2,5 mm de comprimento (HIND & BIGGS, 2003).

4.3.5. Principios Ativos e Atividades Bioldgicas

A espécie Acmella oleracea ¢ popularmente conhecida como “Jambu” e muito

procurada na Amazdnia, uma vez que suas flores sdo indicadas como anestésico para
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males da garganta e suas folhas sdo utilizadas para curar dor de dente e de estomago
(REVILLA, 2004). Embora ndo haja at¢ o momento ensaios fitoquimicos e
farmacologicos sistematizados com esta espécie, RAMSEWAK et al. (1999),
detectaram a presenga de Espilantol em 4. oleracea e estudos t€ém mostrado que esse N-
isobutilamida tem atividade anestésica e larvicida contra Aedes aegyptii, podendo ser

utilizado como importante ferramenta no controle da dengue.

2N\ —
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Figura 4: Estrutura Quimica do Espilantol.

4.4. Micropropagacio

4.4.1. Uma visao geral da técnica.

Micropropagagdo ¢ a propagacao vegetativa in vitro, e recebe este nome devido
ao tamanho dos propagulos utilizados. Esta ¢ a aplicacdo mais pratica da cultura de
tecidos (FETT, 2005).

Segundo ENGELMANN (1991), a clonagem in vitro € particularmente util para
a conservacao das espécies ameagadas, para a propagacao de espécies recalcitrantes,
reproducao de espécies que se propagam vegetativamente e/ou de ciclo de vida longo.

A aplicagdo da micropropagacdo destaca-se nos trabalhos de hibridizagdao e
desenvolvimento de novos cultivares, na multiplicacao segura de cultivares desejaveis,
na propagacdo rapida com alto coeficiente de multiplicacio e como técnica de
multiplicacdo e conservacao de patrimdnio genético de plantas ameagadas de extingdo
(PEREIRA et al., 2000).

Um dos quesitos para a aplicacdo bem-sucedida da tecnologia de propagacado de

plantas para a agricultura ¢ a capacidade de regenerar mudas elite. Durante a década
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passada, a demanda por estas plantas nativas em larga escala industrial motivou a busca
de novas técnicas de micropropagacdao, que foram desenvolvidas para suprir as
exigéncias do constante crescimento comercial. Assim, a realizacdo da multiplicacdo in
vitro de um grande nimero de clones de plantas com caracteristicas melhoradas ganhou
importancia (BAIS et al., 2000).

A micropropagac¢do pode ser realizada por meio da cultura de meristemas, da
germinacdo de sementes in vitro, da proliferacio de gemas apicais, axilares e
adventicias. Além disto, também ¢ possivel produzir plantulas in vitro a partir da
regeneragdo de calos e por embriogénese somatica (KRIKORIAN, 1982).

Por ser um sistema com condi¢gdes ambientais controladas e assépticas, a técnica
de micropropagacao tem-se mostrado de enorme importancia pratica devido a alta taxa
de multiplicagdo, a reducdo do espago para conservacdo e a eliminagdo de patogenos.
Além disso, permite a facil troca de acessos entre grupos que visam a pesquisa ou tém
interesse comercial (ENGELMANN, 1991).

Segundo TORRES et al. (1998), na década de setenta, quando a
micropropagacao ganhou grande impulso, MURASHIGE (1974) apresentou o conceito
de estadios de desenvolvimento no processo de propagagdo in vitro. Esse esquema
padrdo para sistemas de micropropagacdo divide-se em: estigio I, quando sdo feitas a
selecdo de explantes, desinfec¢do e cultura em meio nutritivo sob condigdes assépticas;
estagio II, quando ocorre a multiplicagdo dos propagulos mediante sucessivas
subculturas em meio proprio para a multiplicagdo e, estagio III, quando ¢ feita a
transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento e subseqiiente
transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo.

O sucesso de um protocolo de micropropaga¢do depende de varios fatores como:

estado fisiologico da planta matriz, coleta de explantes, esterilizacdo dos meios de
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cultura, condigdes de incubagao, manipulagdo de subculturas e uso de reguladores de
crescimento, meio de cultura, entre outros (GONZALES et al., 2004).

Para o estabelecimento de um protocolo de propagacao in vitro de uma espécie,
a assepsia ¢ de fundamental importancia, pois eliminard todos os patdgenos que possam
vir a comprometer a qualidade sanitaria das plantulas assim produzidas.

Ha grande dificuldade de se obter um tecido totalmente descontaminado nas
etapas iniciais para algumas espécies, principalmente quando estas se encontram em
condi¢des naturais de campo. Nesse caso, pode ser necessaria a aplicacdo de alguns pré-
tratamentos com substancias antimicrobianas na planta matriz (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Viérias sdo as substincias utilizadas para fazer a desinfestacdo dos explantes,
sendo mais comum o uso de etanol e compostos a base de cloro, como os hipocloritos
de sodio e de calcio. Outros agentes desinfestantes usados incluem o cloreto de
mercurio, acido cloridrico e peroxido de hidrogénio, além de &cidos ou bases
concentradas e o mertiolate que também s3o indicados (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998). O tipo de desinfestante a ser empregado na assepsia, bem como
sua concentracao e/ou o tempo de exposicao a solucdo, podem variar muito dependendo
do tipo de explante.

Outro aspecto importante a ser considerado no desenvolvimento do protocolo de
micropropaga¢do ¢ o meio de cultura.

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de tecidos de plantas fornecem as
substancias essenciais para o crescimento e controlam, em grande parte, o padrdo de
desenvolvimento in vitro. As vias bioquimicas e metabdlicas basicas que funcionam nas
plantas que crescem sob condi¢do ex vitro sdo conservadas nas células e tecidos

cultivados in vitro e, por isso, os meios de cultura sdo elaborados a partir das exigéncias
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das plantas inteiras, quanto aos nutrientes minerais. Entretanto, algumas modifica¢des
podem ser realizadas para atender as necessidades especificas da condigdo de cultivo in
Vitro.

De acordo com HARTMANN et al. (1997), varios compostos organicos sao
também adicionados ao meio de cultura para suprir as necessidades metabolicas,
energéticas e estruturais das células, complementando assim as substancias
biossintetizadas por elas.

Os meios MS de MURASHIGE & SKOOG (1962), BS de GAMBORG et al.
(1968) e WP de LLOYD & MCCOWN (1980), sdo usados na cultura de tecidos da
maioria das espécies. Algumas alteracdes na composicdo do meio de cultura basico,
como dilui¢des, podem ser feitas para a otimizagdo de protocolos de micropropagacao
(GAMBORG et al., 1998). Porém, para a grande maioria das plantas estudadas, somente
os sais utilizados nos meios de cultura ndo sdo capazes de induzir certas respostas
fisioldgicas, necessitando assim da adi¢do de reguladores de crescimento vegetal no
meio de cultura.

A composi¢do e a concentragdo de reguladores de crescimento vegetal no meio
de cultura de plantas sdo fatores determinantes no crescimento e no padrdo de
desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos (SERAFINI et al.,
2001).

Em geral, os meios de cultura de plantas contém auxina e citocinina. Essas duas
classes de reguladores de crescimento vegetal, dependendo das concentragdes
utilizadas, ajudam a manter o crescimento da célula e promovem a divisdo celular,
respectivamente. Os reguladores de crescimento celular vegetal mais comumente
utilizados sdo as auxinas, como por exemplo, o AIA (4acido 3-indol-acético), o IBA

(acido 3-indol-butirico), o 2,4-D (4cido 2,4-Diclorofenoxiacético), o ApCFA (acido p-
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Clorofenoxiacético) ¢ o ANA (acido 1- Naftalenoacético), que sdo usados para a
inducdo de calos e podem estimular a organogénese em situagdes especiais € as
citocininas, como por exemplo, a KIN (6-furfurilaminopurina, também conhecida como
cinetina), o BAP (6-Benzilaminopurina), o 2ip (N-Isopentenilaminopurina) e a Zea
(Zeatina), sdo incluidos no meio de cultura para induzir a multiplicagdo rapida dos
brotos axilares/adventicios ou meristemas. Uma outra classe de reguladores de
crescimento vegetal, as Giberelinas, como o GA; (Giberelina Aj), também pode ser
utilizada com a finalidade de promover o crescimento dos brotos quando adicionada ao
meio de indu¢do (DIXON & GONZALES, 1994).

No desenvolvimento de protocolo de micropropagacdo, o estabelecimento de
rizogé€nese in vitro ¢ fator de extrema importancia. De modo geral, o desenvolvimento
de raizes também estd relacionado com a presenca de reguladores de crescimento
vegetal. O enraizamento in vitro caracteriza-se pela formacgdo de raizes adventicias nas
partes aéreas provenientes da multiplicacdo, permitindo, assim, a posterior transferéncia
para condicdes ex vitro (DAVIS et al., 1988).

As raizes sdo os o0rgdos responsaveis pela fixacdo da planta e pela absor¢ao de
agua e de nutrientes do solo. Muitas vezes, ha a necessidade de usar metodologias
complexas para estabelecer o enraizamento in vitro.

Virios fatores intrinsecos aos explantes interferem na capacidade regenerativa
das raizes. Dentre estes, pode-se destacar a importancia do tamanho do explante
(KERBAUY, 1998). Partes aéreas bem estabelecidas, em geral, favorecem o
desenvolvimento do sistema radicular. GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998),
também comentam sobre a importancia das partes aéreas no sucesso do enraizamento.
Segundo esses autores, partes aéreas pouco desenvolvidas ndo enraizam bem e

necessitam da fase intermediaria de elongamento.
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De acordo com GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998), a rizogénese ocorre
de uma a trés semanas apos a inocula¢do e pode ser dividida em inducdo, inicia¢do e
alongamento das raizes. Enquanto as duas primeiras fases respondem ou dependem de
auxina, o crescimento das raizes ¢ inibido pela presenga da mesma. A dificuldade num
sistema de micropropagacdo estd em determinar uma condi¢do in vitro em que todas
essas fases possam ocorrer normalmente e, de preferéncia, sem necessitar de
manipulagdo adicional de uma fase para a outra.

Apds a descoberta de que o AIA induz a formagdo de raizes adventicias, varias
pesquisas foram feitas para verificar se outras auxinas que ocorrem naturalmente em
plantas também promovem o enraizamento. Entdo, compostos com estruturas similares
ou ndo ao AIA foram testados e as respostas obtidas ndo foram satisfatorias.
Atualmente, ¢ de consenso comum que o AIA ¢ a principal, se ndo a Unica, auxina
encontrada naturalmente em plantas, ocorrendo tanto na forma livre como na forma
conjugada. Porém, alguns testes realizados com substancias andlogas ao AIA tiveram
sucesso e, em 1935, foi relatado que duas auxinas sintéticas, o IBA e o ANA,
promoviam altas taxas de enraizamento (DUDLEY, 1998).

Tipos e concentracdes de auxinas sdo as varidveis que, em geral, mais
influenciam no enraizamento. A adi¢do de outros reguladores de crescimento vegetal ¢
desnecessaria ou mesmo prejudicial (GRATTAPAGLIA et al., 1987). Contudo, diversas
auxinas, sozinhas ou em combina¢do, podem ser utilizadas no enraizamento e as suas
concentragdes variam de acordo com a espécie e o clone (TORRES et al., 1998).

Estes dados confirmam as afirma¢des de DUDLEY (1998), que relata que o IBA
e 0 ANA sdo as principais auxinas usadas comercialmente para induzir enraizamento

em plantas, seguidas por um menor uso de AIA e outros compostos fenolicos como o
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2,4-D. A preferéncia pelo IBA e pelo ANA ¢ ilustrada pelo grande nimero de
formulagdes comerciais para enraizamento que contém uma ou as duas auxinas.

Outras auxinas sintéticas, como o 2,4-D, Picloram, acido [-naftoxiacético
(ANOA) e 4cido p-clorofenoxiacético (ApCFA) estimulam a producgdo de calos, ndo
sendo comuns em trabalhos de enraizamento (TORRES et al., 1998). HU & WANG
(1983), verificaram que 86% dos meios de cultura para enraizamento continham auxina,
e que o ANA pareceu ser a auxina mais eficaz para estimular o enraizamento in vitro.
Ela aparece em 53% dos meios de cultura contra 29% para o IBA, 11% para o AlA,
3,6% para o0 2,4-D e 3,6% para outras auxinas. As concentragdes mais freqiientes para o

enraizamento estdo na faixa de 0,1 a 1,0 mg/L.

4.4.2. Os meios de Cultura:

Os meios de cultura devem suprir tecidos e orgdos cultivados in vitro com
nutrientes necessarios ao crescimento do vegetal. Basicamente, o meio de cultura
fornece ndo s6 macronutriente, mas também um carboidrato (geralmente a sacarose)
para substituir o carbono que a planta normalmente fixa da atmosfera pela fotossintese.
Para propiciar um crescimento maior, normalmente incluem-se certos componentes
organcios como vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento (TORRES et al.
1998).

Como exemplificado na tabela 1, os meios de cultura sdo constituidos,
geralmente, por dgua, que o componente utilizado em maior quantidade na preparagao
de meios de cultura. Por ser uma fonte de impurezas, tanto quimica, tais como ions de
flaor e cloro entre outros, como bioldgicas, por fungos e bactérias, esta deve ser

destilada ou ionizada para ndo afetar o crescimento das culturas (ROJAS et al., 2004).
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Os meios de cultura também s3o constituidos por macronutrientes, que sao
fornecidos ao meio de cultura na forma de sais. Calcio, Magnésio e Potassio sdo
absorvidos pelas células vegetais como cations (Ca’*, Mg** e K"); Nitrogénio na forma
de amonia (NH4") ou Nitrato (NOy); Fosforo como ions fosfato (HPO,)* e (H,PO,) e
enxofre como ion sulfato (SO,)*. Os sais usados para fornecer macronutrientes também
podem fornecer ions dos elementos Sodio (Na) e Cloro (Cl), mas como células vegetais
toleram altas concentragdes de Na" e CI', pouca importancia ¢ dada a estes ions. A
absorcdo de nutrientes pelo explante ¢ influenciada pela concentracdo de outros
elementos, pH, temperatura e condigdes bioquimicas e fisiologicas dos tecidos
(TORRES et al, 1998).

O Nitrogénio, que dependendo da forma como ¢ disponibilizado no meio de
cultura influencia sensivelmente tanto o crescimento como a morfogénese em culturas
in vitro. Praticamente, todos os meios de cultura fornecem N disponivel na forma de
ions nitrato. Porém, uma vez dentro da célula, o nitrato tem que ser reduzido para
amoénio antes de ser biossinteticamente utilizado. O nitrato de amoénia (NH,"), quando
fornecido sozinho ao meio, causa problemas de toxicidade. Por isso, ele ¢ usado de
forma combinada como o (NOs). Os ions amonio do meio de cultura s3o utilizados para
produzir os aminoacidos € outros compostos contendo nitrogénio (PASQUAL et al,
1997). Um suprimento de nitrogénio reduzido no meio de cultura ¢ benéfico para a
formagdo da parede celular e a atividade de reguladores de crescimento (MIRASHIGE.
& SKOOG, 1974).

O Fosforo, nos meios de cultura, este é fornecido como fosfato de sodio solavel
ou fosfato de potassio mono e di-hidrognado. O H,PO,". Altas concentracdes de fosfato
dissolvido podem diminuir o crescimento do explante, possivelmente porque o célcio e

alguns microelementos sdo precipitados da solugdo ou sua absor¢do ¢ reduza. A taxa de
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incorporagdo de ions fosfato depende do genotipo, o qual ¢ usualmente constante e
proporcional a taxa de crescimento da cultura (PASQUAL et al, 1997).

O Potassio, cujos ions sdo transportados rapidamente através das membranas das
células e duas de suas principais fungdes sdo regular o pH e o equilibrio osmoético
dentro das células. Estes ions tém um papel similar em tecidos cultivados in vitro. A
deficiéncia de potassio no meio de cultura pode induzir a hiperidricidade
(ZIMMERMAN, 1998).

O Enxofre, que nas plantas é absorvido principalmente como SO4*, que é fonte
usual do elemento em meio de cultura. Sua absor¢do ¢ relacionada a assimilacdo do
nitrogénio e, independentemente do pH (PASQUAL et al, 1997).

O Calcio, na forma do ion Ca*" estd envolvido na morfogénese in vitro e é
necessario para muitas das respostas induzidas por substincias do crescimento em
plantas, principalmente auxinas e citocininas (YUE et al., 1993).

Os meios de cultura atuais utilizam os microelementos do meio B5 de
GAMBORG et al. (1968) ou misturas mais concentradas nos meios de cultura MS de
MURASHIGE & SKOOG (1962). Os principais microelementos encontrados nos meios
de cultura sdo o Manganés, o Zinco, o Boro, o Cobre, o Molibdénio, o Cobalto, o Iodo,
o Silicio, o Aluminio, o Niquel, o Ferro e seus Quelalatos, o Cloro e o S6dio (TORRES
et al., 1998).

O Manganés (Mn) ¢ um dos mais importantes microelementos e tem sido
incluido na maioria dos meios de cultura. Eles microelemento parace estar relacionado a
produgdo de brotos axilares em plantas (TORRES, 1989). J4 o Zinco parece estar
relacionado com a produgdo de auxina pelas plantas. Estudos realizados por LEITE
(1995) sugerem que este ¢ um componente de uma enzima relacionada com a sintese do

precursor do AIA, o triptofano. Segundo PASQUAL et al., (1997), o Boro ¢ encontrado
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no solo sob a forma de acido bdrico e este € o composto usado como fonte do elemento
em cultura de tecidos. Este micronutriente promove a destruicdo da auxina natural e
aumenta sua translocacdo. A sua deficiéncia no meio de cultura promove sistema
radicular reduzido e reducdo na sintese de citocinina.

Ainda segundo PASQUAL et al (1997), o cobre ¢ adicionado ao meio de cultura
na forma de sulfato, o molibdénio na forma de molibidato e, embora metade dos meios
de cultura publicados recentemente possuam Cobalto em sua formulag¢do, ndo ha uma
evidéncia clara de sua necessidade para a morfogénese ou crescimento da planta. De
acordo com o mesmo autor,0 Silico geralmente ndo ¢ adicionado ao meio de cultura,
porém, sua adi¢do pode aumentar o crescimento de algumas plantas. Quanto ao
Aluminio e ao Niquel, ndo foram demonstrados os efeitos benéficos da adi¢ao destes
metais ao meio de cultura.

Segundo TORRES et al. (1998), o ferro ¢ um micronutriente essencial para os
vegetais e pode ser absorvido por estes na forma de ions ferrosos (Fe*") ou férricos
(Fe*"). SERAFINI et al. (2001), relatou que o sulfato ferroso e tartarato ou citrato férrico
tém sido usados como fontes deste elemento e que o acido citrico e tartadrico podem agir
como agentes quelantes, porém, ndo sdo eficientes em manter o Fe em solugdo,
tornando-os sujeitos a precipitacdo como fosfato de ferro. De acordo com PASQUAL et
al. (1997), tem sido demonstrado que culturas de algumas espécies crescem mais
rapidamente se ions Fe’" a partir de Fe,(SO,);, forem quelatados com EDTA (Etileno-
diamino-tetracético), mais do que se forem adicionados ao meio como compostos puros.
Agentes quelantes como o EDTA, em baixas concentragdes, exercem efeitos sobre o
crescimento de plantas, similares aqueles produzidos pelas auxinas. Estes efeitos sdo

atruidos a: 1)Agentes quelantes agem como sinérgicos as auxinas por reterem o calcio
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da parede celular e 2) as atividades biologicas da auxina AIA pode estar relacionada a
uma habilidade para ions quelados (GEORGE, 1993).

O cloro apresenta pouca influéncia do ponto de vista nutricional e concentragdes
muito elevadas deste sal no meio de cultura podem causar amarelecimento em folhas e
enfraquecimento de hastes, podendo levar alguns tecidos a morte (YUE et al., 1993). Ja
o Sodio, mesmo quando nao adicionado ao meio de cultura, neste ¢ encontrado em
pequenas quantidades, pois ¢ originado a partir de outros elementos ai adicionados para
fornecer micronutrientes (PASQUAL et al., 1997).

Suplementos micro-organicos como vitaminas ¢ aminoacidos sdo componentes
comumente adicionados aos meios de cultura. As vitaminas aumentam o crescimento e
sobrevivéncia de plantas quando adicionados ao meio de cultura, uma vez que estas
substancias organicas se esgotam rapidamente da célula e, para que a planta possa
sobreviver in vitro, é necessaria a adicao das mesmas ao meio de cultura (ROJAS et al.,
2004). As principais vitaminas incorporadas aos meios de cultura vegetal sdo a tiamina
(Vitamina B,), acido nicotinico (niacina), piridoxina (vitamina Bg) e mio-inositol
(SERAFINI et al., 2001).

O mio-inositol ¢ um dos nove estereoisdmero de inositol e tem importancia
bioldgica no crescimento do vegetal, devido a sua capacidade de induzir a formagao de
pectina e hemicelulose, necessarias nas paredes celulares (LEHNINGER et al., 2006).
A tiamina ¢ um co-fator essencial no metabolismo do carboidrato e ¢ diretamente
envolvido na biossintese de alguns aminacidos (DAVIS et al., 1988).

J& os aminoacidos podem ser adicionados ao meio de cultura para suprir
necessidades dos tecidos quando a disponibilidade de nitrogénio ¢ baixa. Porém, para a
maioria das culturas a adi¢do destes compostos € desnecessaria, desde que a proporgao

de ions nitro e amonio seja correta (PASQUAL et al, 1997).

29



4.5. Sistemas de Imersao Temporaria

De acordo com PEREZ et al. (1998), a micropropagagdo ¢ uma técnica
relativamente recente e com grande potencial, mas que depende de desenvolvimento de
novas técnicas de automagdo dos processos ¢ do melhoramento dos sistemas de
aclimatagdo de plantas. Muitas espécies, com relevancia do ponto de vista econdmico,
tém protocolo de micropropagacdo desenvolvido e contam com empresas,
caracterizadas como biofabricas, empenhadas na execucdo desses protocolos que
permitem a sua producdo em larga escala (AITKEN- CHRISTIE & DAVIES, 1988).

Com o objetivo de produzir plantas em grande escala para satisfazer as
necessidades industriais e a alta demanda no mercado, espécies como: orquideas
(lonopsis ochlereuca), abacaxi (Ananas comosus L. cv. Perola), café (Coffea arabica cv
Catuai vermelho 81), mamao (Carica papaya L. cv Tainug) e alamo (Populus tremula
X P. Alba) tiveram um protocolo de micropropagagdo estabelecido em sistema
automatizado (CID et al., 2002).

Os métodos convencionais de micropropagacdo de plantas em meios de cultura
semi-solidos envolvem algumas etapas, tais como transferir constantemente os
explantes para meio de cultura fresco e repicagem das plantulas, entre outros, o que
encarece os custos laboratoriais € demanda mao-de-obra especializada. Varias técnicas
de cultura em meio liquido tém sido, entdo, desenvolvidas para reduzir os custos
laboratoriais, estimular as taxas de crescimento e de multiplicagdo dos explantes e
aumentar a absorc¢ao uniforme de gradientes nutricionais (ETIENNE et al., 1997).

Experimentos realizados por HARRIS & MASON (1983), com raizes de
cenoura imersas em meio liquido ndo apresentavam crescimento satisfatorio e os

autores concluiram que o motivo estava relacionado com a deficiéncia de oxigenagao do
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meio de cultura. Visando a contornar esse problema, construiram um sistema de
imersdo temporaria automatizado denominado “Auxophyton”, que movimentava os
frascos de cultura de forma rotacional, de tal modo que, em determinado momento, os
segmentos de raiz eram expostos ao ar e, no momento seguinte, submersos no meio
liquido, conseguindo com isso, um aumento de matéria fresca de 38,1 mg/L em meio de
cultura gelificado para 98,6 mg/L. em de meio de cultura liquido, neste sistema.

Existem algumas desvantagens no uso permanente de meio de cultura liquido,
mesmo estando sob agitagdo, nas culturas in vitro tais como a asfixia, que pode levar a
necrose do tecido e o estresse hidrico por enxarcamento do explante, podendo causar
sérios disturbios fisiologicos, afetando, assim, o crescimento e desenvolvimento do
material em cultivo. Por isso, varios trabalhos foram desenvolvidos com base no
sistema de imersao temporaria dos explantes no meio de cultura, no sentido de reduzir
as desvantagens do cultivo em meio de cultura liquido (TEISSON, 1997).

Para um grande numero de espécies, o meio de cultura liquido em sistema de
imersdo temporaria tem se mostrado mais vantajoso em termos de produtividade e
crescimento das brotacdes do que o meio de cultura semi-sélido (SKIDMORE et al.,
1988).

ALVARD et al. (1993) desenvolveram um sistema de cultivo em meio de
cultura liquido denominado de imersdo temporaria (R.I.T.A. - Recipiente de Imersdo
Temporaria Automatizado). Este sistema ¢ constituido de trés frascos com dois
compartimentos, um superior ¢ um inferior, conectados entre si por mangueiras de
silicone. O meio de cultura é colocado no compartimento inferior € o material a ser
cultivado, no superior. O meio de cultura passa do compartimento inferior para o
superior através da injecdo de ar no compartimento inferior. Quando o meio de cultura

passa para o compartimento superior, ocorre borbulhamento e aeragdo do meio em
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contato com o material em cultivo. O ar ¢ expelido através de um orificio na tampa do
compartimento superior. Apoés um periodo pré-estabelecido, a pressio do ar no
compartimento inferior ¢ aliviada, o que, por gravidade, faz com que o meio de cultura
retorne ao compartimento inferior, permanecendo ai até que o ciclo recomece.

O Laboratorio Biotrop, situado em Montpellier (TEISSON, 1997), aproveitou a
idéia de ALVARD et al. (1993), e desenvolveu comercialmente um frasco pléstico
apropriado para cultura em sistema de imersao temporaria (R.I.T.A), que atualmente,
tem sido utilizado por biofabricas na produgdo de véarios cultivares como banana, citros,
café, abacaxi e cana-de-acucar, micropropagados com sucesso tanto por organogénese
como por embriogénese.

Durante estudos de desenvolvimento de protocolo de micropropagacao para
Ipeca (Psychotria ipecacuanha), BATISTINI et al. (2002), observaram que o sistema de
imersdo temporaria permitiu a obten¢do de melhor indice de brotagcdo e maior altura do

explante quando comparados com sistemas de cultivo em meio de cultura semi-solido.

4.6. Banco de Germoplasma

O Brasil ¢ considerado um dos paises detentores de megabiodiversidade. Porém
o ritmo atual de extin¢do de plantas esta entre 50 e 100 vezes maior que o observado ha
algumas décadas. Mantido o ritmo atual, até o ano 2015, pode-se perder até¢ 8% de todas
as espécies vivas presentes nas florestas tropicais (NODARI & GUERRA, 2000).

Estudos de ecologia relacionados com a area de distribuicdo geografica e com o
habitat preferencial sdo necessarios para preservar espécies raras ou ameacadas de

extingdo. Além disso, a conservagdo genética de uma populacdo requer estudos sobre a
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variagdo genética das espécies e suas propriedades adaptativas em relacdo ao ambiente
em que estdo inseridas (BARNES et al., 1998).

No estudo da genética evolutiva, o conhecimento da estrutura genética das
populagcdes oferece evidéncias da atuacdo dos diversos fatores ambientais sobre a
dindmica das populacdes, dando subsidios para compreensdo dos fendmenos que
contribuiram e contribuem para a evolugdo das espécies (JAIN, 1979). A variabilidade
genética dentro da espécie ¢ que possibilita a adaptagdo as mudangas ambientais.

As populagdes contém variabilidade genética que surgem através de mutacio ao
acaso e recombina¢do e evoluem por mudancas nas freqiiéncias génicas ocasionadas
pela deriva genética aleatdria, pelo fluxo génico e especialmente pela sele¢ao natural. A
evolucdo dos seres vivos compreende a variagdo individual dentro de uma populacao, a
distribuicdo e freqiiéncia dos individuos variantes nas diferentes populagdes dentro da
espécie e a divergéncia ou especiacdo progressiva das populagdes como conseqiiéncia
do somatorio de mecanismos de isolamento (FUTUYAMA, 1992).

A preservacdo da variabilidade genética das plantas ¢ uma necessidade ¢ um
grande desafio para a pesquisa, considerando a complexidade e o grande potencial das
plantas para seu uso na alimentacdo, medicina, ornamentagdo entre outras utilidades,
muitas das quais subestimadas.

As agdes antropicas, como a fragmentacdo dos ecossistemas, 0s estresses
ambientais pela poluicdo e as mudancas climaticas, sdo apontadas, de maneira global,
como as principais causas da perda da diversidade genética (KAGEYAMA &
GANDARA, 1998). Além destes fatores, a exploragdo dos recursos naturais de forma
excessiva e ndo planejada por meio da expansdo agricola, das queimadas, exploragdo
madeireira, constru¢do de estradas ¢ hidroelétricas, além do extrativismo, t€ém levado a

perda de recursos vegetais (VIEIRA, 2002).
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Uma das formas de conter o acelerado ritmo de extingdo de espécies vegetais
potencialmente tteis ou de interesse economico imediato € a conservagao em bancos de
germoplasma. Atualmente, a maioria das espécies endémicas do Brasil, seja para fins
medicinais, aromaticas ou alimenticias ainda necessita de estudos basicos (taxonomia,
genética, fisiologia e biologia reprodutiva) e ndo se encontra inserida em bancos de
germoplasma, predominando a existéncia de algumas cole¢des com grande nimero de
espécies e baixa representatividade da variabilidade intraespecifica.

A conservagdo de germoplasma, além de preservar a espécie, permite 0 acesso
ao material genético para a caracterizagdo, a domesticagdo, o desenvolvimento de novas
variedades e a prospecgdo de genes, revertendo em beneficios para toda sociedade.

Esta conservagdo pode ser in situ, on farm € ex situ. Na conservagao in situ, os
individuos sdo conservados em seus centros de origem, areas geralmente tombadas
como reservas, 0 que nem sempre garante a salvaguarda da variabilidade genética, pois
existe sempre a possibilidade de extracdo e coleta destes individuos. Na conservagao on
farm, sdo plantados individuos de uma espécie de interesse, sem necessariamente
garantir a variabilidade genética dos individuos. Este tipo de conservacdo ¢ oneroso,
pois nas grandes areas que sdo utilizadas incidem altas taxas e impostos, além da
necessidade de compra de material como adubos e pesticidas em grande quantidade. Ja&
na conservacdo ex sifu, uma amostra da variabilidade de determinada espécie ¢
conservada em condigdes artificiais, fora do habitat natural da espécie.
Convencionalmente, o germoplasma ¢ mantido na forma de sementes ou propagulos
vegetativos. Estes ultimos podem ser conservados in vitro, em nitrogénio liquido, em
camaras frias ou salas de crescimento com baixas temperaturas (SANTOS, 2001).

Colegdes in vitro, em geral, sdo conservadas em bancos de germoplasma sob

condi¢des especiais protegidas de eventuais perdas, garantindo a sua utilizag¢do a curto,
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médio e longo prazo. Materiais introduzidos nesses bancos tém sido coletados nos
centros de origem das culturas ou nas regides onde se desenvolvem racas locais
(TOWILL, 2000).

O crescimento in vitro, durante o periodo de conservagdo, pode ser limitado por
varios fatores fisicos e quimicos, tais como a redu¢ao da temperatura e/ou intensidade
luminosa, a dilui¢do dos elementos nutritivos no meio de cultura e pelo uso de agentes
quimicos e osmoticos, capazes de inibir o crescimento do material em cultivo
(VILLALOBOS & ENGELMAN, 1995).

Na conservagao in vitro, os acessos sao mantidos a temperatura entre 12 a 20°C,
de tal maneira a reduzir o crescimento e o numero de subcultivos por ano (WITHERS &
WILLIAMS, 1998). Para a redu¢do do metabolismo das plantas, tém-se utilizado como
estratégia as modificagdes das condigdes fisicas com a temperatura ou quimicas como o
meio de cultura incluindo nutrientes organicos e inorganicos, reguladores osmaticos ou
inibidores de crescimento (ROCA et al., 1991).

Segundo VILLALOBOS & ENGELMAN (1995), a conservagdo in vitro de
germoplasma de banana e batata entre outros, a médio prazo, tem sido realizada com
sucesso. Esses autores sugerem que procedimentos de criopreservacdo devam ser
indicados quando o objetivo ¢ o armazenamento a longo prazo. Ainda, segundo os
mesmos autores, desde 1960 houve um crescimento significativo do nimero de
colecdes in vitro para preservagao de plantas e subseqiiente melhoramento genético. De
acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization), no ano de 1994 havia
4.410.000 acessos conservados in vitro, sendo 50% do total conservado por paises
industrializados, 38% por paises em desenvolvimento e 12% por grupos independentes

(ANAON, 1994).
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Antes do inicio dos procedimentos de rotina para a conservagdo de germoplasma
a médio prazo, varias questoes precisam ser analisadas. Os acessos devem ser avaliados
quanto a variabilidade genética, pois o procedimento de conservacao in vitro ¢ oneroso,
tornando impraticadvel manter amostras geneticamente similares ou muito proximas,
além disso, ¢ de grande importancia um conhecimento minimo da biologia, da fisiologia
e do ambiente de origem da espécie, o que, de modo geral, pode auxiliar na
determina¢do de condi¢des adequadas da conservagdo in vitro a médio prazo (LATA,
1991), evitando, assim, a perda de diversidade genética.

Na conservacdo a curto € médio prazos, o material armazenado ¢ subcultivado
em intervalos regulares de no minimo seis meses. Freqlientemente, os periodos entre as
subculturas devem ser os mais longos possiveis para diminuir a manipulagdo das
plantulas e reduzir o risco de contaminagio. E necessario mencionar que esta técnica é
passivel de erros técnicos e mudancas no genétipo devido a instabilidade genética
apresentada por eventuais acessos. O objetivo do armazenamento do germoplasma a
curto e médio prazos ¢ definir condi¢des experimentais para favorecer um crescimento
minimo sem alteragdo da estabilidade genética. (VILLALOBOS & ENGELMAN,
1995).

Plantas mantidas em banco de germoplasma tém baixa taxa de divisdo celular, o
que tende a diminuir a freqiiéncia de mutagdes que ocorrem durante a duplicagdo do
DNA na fase mitotica do ciclo celular (HENSHAW, 1982). Contudo, o risco de tais
mutagdes ndo pode ser totalmente excluido e as condi¢des limitantes de crescimento
podem introduzir um novo perigo: o inevitavel estresse fisiologico. E importante que os
procedimentos aplicados para minimizar o crescimento também sejam capazes de

manter o maximo da viabilidade da cultura (ROCA, 1983).
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Nos ultimos anos, as técnicas de cultura in vitro para conservag¢ao a médio prazo
em banco de germoplasma foram amplamente desenvolvidas e aplicadas em mais de
1.000 espécies, das quais muitas sdo tropicais, tais como palmeira, coco, cacau e café
(LATA, 1991).

Segundo BERTRAND-DESBRUNAIS & CHARRIER (1989), explantes de
Coffea arabica sobreviveram por mais de 1 ano em bancos com temperatura de 27°C,
porém explantes de Coffea racemosa tiveram que ser transferidos para meios de cultura
fresco apds 6 meses. Culturas de Taro (Colocasia esculenta, Araceae) toleraram 3 anos

de armazenamento a 9°C (ZANDIVORT & STARISTSKY, 1986), plantulas de

mandioca foram armazenadas em temperatura maiores que 20°C por cerca de 1 ano
(ROCA et al., 1989).

O Departamento de Genética da ESALQ/USP dispde de uma colegdo in vitro de
Passiflora, na qual ha cerca de 20 espécies silvestres, que servem como fonte de acessos
comercial, além do maracuja azedo (VIEIRA, 2002).

Além da conservagdo a curto e médio prazo existe a conservagao a longo prazo
que esta baseada na reducdo e controle das funcgdes bioquimicas dos explantes,
incluindo a divisao celular. Isto acontece quando o material ¢ colocado em temperaturas
ultrabaixas, usualmente com o auxilio de nitrogénio liquido (-196° C). Quando
congelado, o germoplasma pode ser armazenado ¢ mantido por tempo indefinido, sua
estabilidade genética ¢ garantida e essa técnica ¢ conhecida como criopreservagao

(ASHWOOD-SMITH & FRIEDMANN, 1979).

37



5. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos “in vitro” foram realizados no Laboratorio de Cultura de

Tecidos Vegetais da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus - AM.

5.1. COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios MS, B5 e WP sdo constituidos pelos sais e concentracdes mencionados na tabela a

seguir:

Tabela 1: Composicdo dos meios basais MS de Murashige & Skoog (1962), BS de Gamborg et

al. (1968) e WP de Lloyd & McCown (1980).

Concentracdo dos Componentes para 1 Litro de Meio de Cultura

Componentes | Meio MS | Meio B5 | Meio WP
Macronutrientes (mg/L)
Ca (NO3)24H20 - - 556
NH,; NO; 1,650 - 400
(NH,), SO4 - 134 -
KNO:; 1,900 2,500 2,500
CaCl,.H,O 440 150 96
MgS0.,.7H,O 370 250 300
KH,PO, 170 - 170
NaH,PO,.H,O - 150 -
K»S50..4H,0 - - 990
Micronutrientes (mg/L)
MaS0,.4H,0 22,3 - -
MnSO,.H,O - 10 22,3
ZnS0,.7.H,0 8,6 2,0 8,6
H;BO; 6,2 3,0 6,2
KI 0,83 0,75 0,83
NazMOO4.H20 0,25 0,25 -
CuS0.4.5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl,.6H,0O 0,025 0,025 -
FeEDTA (mg/L)
Na,EDTA.2H,0 37,3 - 37,7
FeS0O,4.7H,O 27,8 - 27,8
Vitaminas e Aminoécidos (mg/L)
Acido nicotinico 0,5 1,0 0,5
Piridoxina.HCI 0,5 1,0 0,5
Tiamina.HCI 0,1 1,0 1,0
Glicina 2,0 - 2,0
Mio-inositol (mg/L)
Mio-inositol 100 100 100
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Os meios de cultura MS, B5 ¢ WP (Woody Plant) foram suplementados com
reguladores de crescimento vegetal especificados em cada experimento, acrescido de
30,0 g/ de sacarose ¢ o pH foi acertado para 6,0. Os meios de cultura semi-sélidos
foram solidificados com 10,0 g/L de Agar-agar. Com excecdo dos experimentos com
meio de cultura liquido, onde foram utilizados béqueres de 1 L e frascos do tipo
R.I.T.A, a grande maioria dos experimentos foi realizada em tubos de ensaio com
11,5cm de altura, 2,5 cm e didmetro, com 10,0mL de meio de cultura, vedados com
tampa plastica ou, entdo, foram utilizados frascos de vidro com 8,5 cm de altura 5,5 cm

de didmetro com 30,0mL de meio de cultura.

5.2. CONDICOES DA SALA DE CRESCIMENTO

Temperatura de 25 * 2°C, 60 * 5% de umidade relativa e 16 horas de

fotoperiodo com intensidade luminosa de 2.0x10’WE.cm™.s?, provenientes de duas

lampadas fluorescentes brancas frias (GE.85W).

5.3. CONDICOES DA ESTUFA DE BANCO DE GERMOPLASMA

Temperatura de aproximadamente 18 * 2°C, umidade relativa de
aproximadamente 60 + 5% e com fotoperiodo de 16 horas sob aproximadamente

2.0x10’"ME.cm™.s?, provenientes de duas lampadas fluorescentes brancas frias

(GE.85W).

5.4. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental adotado em todos os experimentos citados acima
foi o inteiramente casualizado e para a comparagdo das médias dos tratamentos utilizou-

se o teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Em todos os experimentos serdo utilizados trés repeticdes com dez explantes
cada deste trabalho foram utilizados 30 explantes por tratamento, divididos em trés

blocos casualizados de 10 explantes.

5.5. MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado para a pesquisa foi obtido na Feira Municipal do
Japiim I, Manaus (AM). A exsicata dessa espécie foi depositada no herbario da

Universidade Federal do Amazonas.
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5.6. METODOLOGIA

EXPERIMENTO 01: Determinagdo do Sistema Reprodutivo de Acmella oleracea.

O sistema reprodutivo da A. oleracea foi determinado pela relagdo
polen/6vulo (P/O), segundo metodologia desenvolvida por CRUDEN (1977). Para essa
determinac¢do foram coletados botdes florais em estadio proximo a antese, com graos de
polen completamente formados. Foram utilizados 30 botdes.

Os botdes foram coletados no més de junho de 2006 e permaneceram em
etanol 70%, em refrigerador, até a andlise. Foi utilizado microscopio estereoscopico
para a determina¢do do nimero de 6vulos e, a seguir, foi retirada uma antera e esta foi
esmagada sobre lamina de microscopia, sendo adicionado o corante Tetrazolium e dgua
para finalizar a montagem da lamina. Todos os graos de pdlen de cada antera foram
contados com auxilio de microscopio Marca Nikon, utilizando aumento 100x. A relagao

P/O foi estabelecida utilizando-se a expressao:

P/O = (nimero de graos de pdélen em uma antera) x (nimero de anteras por flor)

(nimero total de 6vulos)

EXPERIMENTO 2: Assepsia de sementes de Acmella oleracea.

Sementes coletadas de plantas matrizes mantidas na casa de vegetagao da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus AM, foram utilizadas como fontes de
explantes para este experimento.

O processo de assepsia foi iniciado com a imersdo das sementes em solucdo de
Benomil 1% (m/v) por 1 hora sob agitacdo constante a 100 rpm. Em seguida, as
sementes foram imersas em alcool 70% durante 1 minuto e depois mergulhadas em
solugdo de hipoclorito de célcio 0,5% (m/v) por 30 minutos, também sob agitagdo.
Posteriormente ao processo de assepsia, as sementes foram lavadas com agua destilada

estéril e entdo, inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS basal.
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As sementes foram mantidas em sala de crescimento e 10 dias ap6s a inoculagao
foram avaliadas quanto a presenga e/ou auséncia de microrganismos ¢ a taxa de

germinagao foi avaliada com 60 dias.

EXPERIMENTO 03: Assepsia de segmentos nodais de Acmella oleracea.

Neste experimento foram utilizadas plantas adultas de Acmella oleracea
compradas na Feira Municipal do Japiim I, Manaus (AM). Essas matrizes foram
transferidas para sacos plasticos com capacidade de 2L contendo terra. Essas plantas
permaneceram na casa de vegetagdo do Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da

UFAM.

Assepsia 1:

Explantes do tipo gema axilar com aproximadamente 1,0 cm de altura foram
separados das plantas, lavados com detergente neutro ODD" e enxaguados em 4agua
corrente. Posteriormente foram imersos em solu¢ao de Benomil 1% (m/v) e mantidos
sob agitacao orbital constante a 100 rpm por 1 hora. Em seguida foram mergulhados em
solucdo de alcool 70% por 1 minuto e imersos, respectivamente, em solu¢do de
hipoclorito de calcio 0,10%, 0,25% e 0,50% (m/v) sob agitagcdo por 30 minutos. Apds
esse procedimento, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio de

cultura MS basal, acrescido de 30,0g/L de sacarose.

Assepsia 2:

Durante 1 semana, as plantas foram borrifadas em dias alternados com solugao
de Benomil 1% (m/v) e com solu¢do de Hipoclorito de Calcio 0,5% (m/v). Apos esse
periodo, as gemas foram separadas da planta, individualizadas e submetidas as mesmas

etapas da assepsia descrita acima.
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Assepsia 3:

Durante 1 semana, as plantas foram borrifadas em dias alternados com solugao
de Benomil 1% (m/v) e com solucdo contendo 10,0 mg/L. de cada um dos seguintes
antibioticos: amoxicilina, cloranfenicol e ampicilina. Apds esse periodo, as gemas

foram desinfestadas conforme descrito para a assepsia 1.

Ao término de cada etapa de desinfestacdo, tanto para as assepsias 1, 2 e 3, os
explantes foram lavados trés vezes com agua destilada estéril e inoculados em meio de
cultura MS basal, acrescido de 30,0g/L de sacarose e mantidos em condicdes de sala de
crescimento. A contaminacdo dos explantes foi avaliada durante 30 dias, sendo que os

dados foram coletados a cada 3 dias.

Para os experimentos de assepsia 1, 2 e 3, foram coletados varios explantes por

planta.

EXPERIMENTO 04: Efeito de diferentes concentragcdes e tipos de citocininas no

nimero médio e na altura média das brotagdes de segmento nodal de Acmella oleracea.

Segmentos nodais retirados de plantulas de A. oleracea axénicas crescidas in
vitro foram inoculados em meio de cultura MS suplementado com BAP, KIN ¢ TDZ
nas concentragdes de 0,0; 0,1; 1,0; 3,0 e 5,0 mg/L. Apds 30 dias de crescimento nesses
meios de cultura, os explantes foram avaliados quanto ao numero médio e a altura

média de brotagdes.

EXPERIMENTO 05: Posicao da gema na haste quanto ao numero médio e altura média

das brotagoes de Acmella oleracea.

Plantulas de A. oleracea obtidas a partir explantes desenvolvidos “in vitro” em
meio de cultura MS foram utilizadas neste experimento.

Gemas localizadas em diferentes posicoes no caule foram seccionadas e
inoculadas em meio de cultura MS suplementado com 0,1mg/L de KIN, como mostra a

figura 5:
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Figura 5: Plantulas de Acmella oleracea e a localizagdo das gemas.

Fonte: Milena G. Malosso

Os explantes foram mantidos nesse meio de cultura por 30 dias e entdo avaliados

quanto ao nimero médio e a altura média das brotagdes.

EXPERIMENTO 06: Diluigao dos meios basais no nimero médio e na altura média das

brotagdes de Acmella oleracea.

Explantes obtidos a partir de plantulas crescidas in vitro em meio de cultura MS
foram inoculados em meio de cultura WP, MS e B5 nas concentragdes originais, bem
como em suas concentragdes diluidas pela metade e pela quarta parte, todos
suplementados com 0,1 mg/L de KIN. Apos 30 dias, os explantes foram avaliados

quanto ao nimero médio e altura média de brotagdes.

EXPERIMENTO 07: Aclimatagao

Plantulas enraizadas com parte aérea de aproximadamente 12,0 cm de altura
foram plantadas em caixilhos contendo trés tipos diferentes de substrato: Plantmax",
terra e areia. Estas plantulas foram mantidas cobertas por um frasco de vidro
transparente durante 30 dias, na casa de vegetagdo do Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), quando, entdo, os vidros

foram retirados.
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Apobs 45, 60 e 75 dias do plantio, as plantulas foram avaliadas quanto a sua
sobrevivéncia ou ndo em ambiente ex vitro.
Neste experimento, foram utilizadas 10 plantas por substrato, divididas em 3

blocos casualizados que continham 10 plantas cada um.

EXPERIMENTO 08: Sistema de Imersao Temporaria.

Segmentos nodais coletados de plantulas cultivadas in vitro por dois anos,
mantidas em sala de crescimento, foram inoculados em meio de cultura MS
suplementados com 0,1 mg/L de KIN.

Frascos plasticos do tipo R.I.T.A., apropriados para cultura em sistema de
imersdo temporaria, com capacidade de 500 mL, foram utilizados neste experimento.

Trés frascos do tipo R.I.T.A. contendo 300 mL de meio de cultura e 50 explantes
por frasco foram ligados entre si com vidros em forma de Y através de mangueiras de
silicone que, por sua vez, foram conectadas a uma bomba de vacuo.

O aparelho digital reverso acionava a bomba de vacuo de modo que, de 8 em 8
horas, o meio de cultura liquido era impulsionado para a parte superior do frasco, onde
se localizavam os explantes, que ficaram totalmente submersos durante um periodo de 5

minutos (Figura 6).

Figura 6: Sistema de Imersdo Temporaria Automatizado (R.I.T.A.)

utilizado para subcultivar explantes de Acmella oleracea.
Fonte: Milena G. Malosso.
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EXPERIMENTO 09: Cultivo em meio de cultura semi-sélido em dois tipos de frascos.

Para este experimento, o meio de cultura MS suplementado com 0,Img/L de
KIN foi adicionado em potes de vidro com 8,5 cm de altura por 5,5 cm de didmetro
contendo 6 explantes e tubos de ensaio de vidro com 11,5 cm de altura e 2,5 cm de

diametro contendo 1 explante. Foram utilizados 150 frascos por tratamento.

EXPERIMENTO 10: Cultivo em meio liquido.

Foram utilizados trés frascos do tipo Erlenmeyers de 1.000 mL, contendo 300
mL de meio de cultura WP suplementado com 0,1mg/L de KIN, onde foram inoculados
50 explantes por frasco. Os explantes foram mantidos sob agitacdo orbital constante a
100rpm.

Os experimentos 8, 9 e 10 foram conduzidos por um periodo de 90 dias e entdo
avaliados quanto ao nimero médio e altura média do broto, taxa de sobrevivéncia e

presenga ou auséncia de calos e de raizes.

EXPERIMENTO 11: Estabelecimento de banco de germoplasma in vitro de Acmella

oleracea.

Plantulas de 1cm de altura, mantidas em sala de crescimento, foram utilizadas como
fonte de explantes par este experimento. Os frascos utilizados foram tubos de ensaio e

os meios de cultura estdo descritos a seguir:

*  MS + 2% sacarose;

e MS/2 + 2% sacarose;

e MS/4 + 2% sacarose;

e MS + 2% sacarose + 4% sorbitol;

e MS/2 + 2% sacarose + 4% sorbitol;

e MS + 2% sacarose + 4% sorbitol + 2,0 mg/L Pantotenato de calcio;
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e MS/2 + 2% sacarose + 4% sorbitol + 2,0 mg/L. Pantotenato de calcio;
e MS + 2% sacarose + 3% manitol + 2,0 mg/L Pantotenato de calcio;

e MS/2 + 2% sacarose + 3% manitol + 2,0 mg/L. Pantotenato de calcio;

Esse experimento foi conduzido em estufa com ambiente de banco de germoplasma

e as plantulas foram mantidas no mesmo meio de cultura por seis meses.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO 01: Determinaciao do Sistema reprodutivo de Acmella oleracea.

Nas determinagdes do nimero de grao de poélen foram observados em média
34,56 £ 4,0 6vulos e 10.567 = 2.353 polens por flor. A determinagdo da relacdo nlimero
de pdlen/niimero de 6vulo (P/O) foi de 305 = 41 e o log de P/O foi de 2,48 £ 0,06,
portanto, essa espécie se enquadra na faixa que compreende espécies com autogamia
facultativa (P/O 168,5 £ 22,1 a 796,6 + 87,4 ¢ o log P/O 2,15 + 06 a 2,84 £ 0,5), de
acordo com os resultados de CRUDEN (1977).

O conhecimento do sistema reprodutivo de uma espécie ¢ de crucial importancia

para a determinagdo do tipo de explante a ser utilizado no processo de micropropagacao.

EXPERIMENTOS 02 e 03: Assepsia de sementes e segmentos nodais de Acmella
oleracea.
Para se estabelecer um protocolo de cultivo in vitro de uma espécie, a fase de

assepsia que antecede os experimentos de multiplicagdo ¢ de fundamental importancia,
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pois € nessa fase que se elimina todo e qualquer tipo de patdégeno que possa vir a
comprometer a qualidade fitossanitaria das plantulas produzidas in vitro (HARTMANN
et al., 1997).

O experimento de assepsia realizado com semente de Acmella oleracea foi
ineficiente obtendo-se 100% de sementes mortas, demonstrando que este tipo de
explantes ¢ muito sensivel aos processos de assepsia e, por isso ndo devem ser
utilizados como fonte de explantes para a técnica de micropropagacao .

Embora, nos experimentos de assepsia de segmentos nodais de 4. oleracea,
tenha-se obtido uma boa taxa de desinfestacdo (8% de fungos e 11% de bactérias) com
o tratamento com 0,50% (m/v) de hipoclorito de calcio, 100% destes explantes
morreram (Tabela 2). Este fato pode ser explicado pela relagdo entre o tamanho do
explante e a acdo do agente desinfestante, uma vez que os tecidos pequenos sdo muito
susceptiveis a degeneracao dos tecidos causados pelo hipoclorito de calcio (TORRES et
al.,1998). Com este experimento, também verificou-se que houve 100% de
contaminagdo por bactérias no tratamento com 0,10% (m/v) de hipoclorito de calcio,
indicando que concentra¢cdes muito baixas desta substancia ndo sdo eficazes para a
desinfestacdo destes explantes.

O tratamento com 0,25% (m/v) de hipoclorito de calcio proporcionou 32% de
explantes axénicos e vivos (Tabela 2). Mesmo esta taxa de desinfestagdo parecendo
baixa quando comparada com outras plantas medicinais amazoOnicas ja
micropropagadas, esta espécie possui uma taxa de multiplicagdo alta e rapida, de modo
que, apos um més de inoculacdo in vitro, uma Unica plantula é capaz de dar origem a 12
novos seguimentos nodais em média, o que torna possivel a proposta de desenvolver um

protocolo de micropropagacao in vitro para este vegetal.
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O tratamento de plantulas matrizes em casa de vegetacdo se mostrou ineficaz
tanto com a utilizacdo de hipoclorito de célcio, como com a de antibioticos, ja que, apds
o término dos 7 dias de tratamento, todas as plantas morreram por desidratacdo intensa e
queimaduras quimicas.

As contaminagdes que ocorrem freqiientemente em culturas de tecidos vegetais
podem ter vdarias origens: a ineficiéncia da técnica, o descuido do manipulador,
microorganismos exdgenos resistentes aos agentes quimicos utilizados no processo de
descontaminacdo e a presenca de microrganismos endofiticos. Microorganismos
endofiticos sdo principalmente fungos e bactérias que vivem no interior das plantas,
habitando partes aéreas ou radiculares sem causar dano aparente a seus hospedeiros,
assim, se diferenciam dos microrganismos fitopatogénicos que causam doengas as
plantas (AZEVEDO, 1998).

Em alguns casos, a interagdo entre a planta e o microrganismo endofitico ¢ tao
intensa, que o estabelecimento da micropropagagdo sem a contaminagdo ¢ impossivel.
Nesses casos, torna-se importante fazer um estudo risco/beneficio para optar pelo
desenvolvimento in vitro ou ndo. GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998), relataram
que quando um microorganismo ¢ identificado e ndo € patogénico, a micropropagacao
ndo axénica pode ser conduzida, e citam exemplo de micropropagacdo de Actinidia
chinensis (Kiwi), que foi estabelecida apesar da presenca de Aerococcus sp e Bacillus
fastidiosus, considerada contaminag¢dao endogena. No entanto, os autores advertem que
essa pratica pode disseminar microrganismos para culturas susceptiveis.

E importante ressaltar que, os dados deste experimento foram obtidos com
plantas compradas nos meses de estiagem e nao foi possivel repetir estes resultados com
plantas coletadas na época de chuva, provavelmente devido ao grande acumulo de

microrganismos nas superficies foliares carreados pelas dguas das chuvas.
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Tabela 2: Desinfestacio de Segmentos Nodais de Acmella oleracea. Manaus — AM,

2006.
TRATAMENT | EXPLANTE | EXPLANTE | CONTAMINACA | CONTAMINACA
0 SMORTOS | SVIVOS | OPOR FUNGOS O POR
(%) (%) (%) BACTERIAS (%)
0,10% Hip Ca 82 12 18 100
0,25% Hip Ca 68 32 13 55
0,50% Hip Ca 100 0 8 11

EXPERIMENTO 03: Efeito de diferentes concentragdes e tipos de citocininas no
numero médio e na altura média das brotacdes de segmento nodal de Acmella

oleracea.

O quadro de andlise de varidncia para diferentes tipos e concentragdes de
citocininas no desenvolvimento in vitro de explantes de Acmella oleracea (Tabela 3)
mostra que houve diferenga estatistica significativa ao nivel de 5% tanto para o fator
citocinina como para o fator concentragdo em todas as caracteristicas analisadas.

Através dos experimentos realizados com diferentes concentracdes das
citocinina TDZ, BAP e KIN (Tabela 4), fica indicado, para a multiplicacdo in vitro de
Acmella oleracea, o tratamento com 0,1 mg/L de KIN, uma vez que este proporcionou a
maior taxa de explantes com brotagdes (100%), bem como o maior nimero de gemas
por haste (4,70) e maior altura do broto (1,65cm), além de ndo ter induzidos calos,
quando comparado com os demais tratamentos.

A presenca de calos ¢ uma caracteristica indesejada durante a fase de
multiplicagdo in vitro de uma espécie, porque estes podem impedir a conexdo das raizes
a base caulinar da plantula (DAVIS, 1988), prejudicando o processo de aclimatagao, ou

at¢ mesmo impossibilitando-o, uma vez que, geralmente, plantulas sem raizes nao
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sobrevivem em substratos por ndo possuirem o 6rgdo que as tornam capazes de absorver
agua e nutrientes, o que, conseqiientemente, as levaria a 6bito.

Embora o tratamento aqui indicado mostre uma menor porcentagem de
enraizamento de explantes (93,33%), quando comparado com os do meio MS (100%) e
MS acrescido de 1,0mg/L de KIN (100%), esta caracteristica analisada ndo apresenta
diferenga estatistica significativa (Tabelas 4) entre estes tratamentos.

O TDZ, também conhecido como Thidiazuron, tem sido indicado como um dos
compostos mais ativos biologicamente na regulagdo do crescimento de plantas
cultivadas in vitro. De acordo com LU (1993), este composto ¢ mais ativo que as
citocininas BAP ¢ ZEA para a maioria das espécies vegetais cultivadas in vitro. No
entanto, com relagdo a A. oleracea, o TDZ, juntamente com o BAP, mostraram-se
menos efetivos na taxa de multiplicagao desta espécie (Tabela 4).

Assim como nos resultados obtidos com 4. oleracea, SALGADO et al. (2001),
ao estudar Crisantemo (Dendranthema morifolium) e SOUZA et al. (2004), em seus
estudos com abacaxi (4Ananas comosus), observaram que tais plantas também ndo
responderam eficazmente aos tratamentos com TDZ. Porém, segundo ALVES et al.
(2004), este regulador de crescimento vegetal induziu grandes porcentagens de brotos
em Eucalipto (Eucalyptus grandis x E. urophytilla).

LAMEIRA et al. (1994) e ANDRADE et al. (2000), verificaram que baixas
concentragdes de BAP promoveram maior numero de brotos, respectivamente, em Ipeca
(Cephaelis ipecacuanha) e Aroeira (Myracrodrum urundeuva). Contudo, segundo
GUERRA et al. (1999), altas concentragdes de BAP propiciaram melhores resultados na
multiplicagdo de brotos de abacaxizeiro. J4 SABA et al. (2002), notaram que baixas
concentragdes de cinetina foram mais efetivas para o brotamento in vitro de jaborandi

(Polycarpus microphyllus). Nos trabalhos de micropropagagdo realizados com figo
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(Ficus carica), a efetividade de altas concentragdes de cinetina foi constatada na
brotagdo de explantes in vitro (FRAGUAS et al., 2004).

E interessante ressaltar que os reguladores de crescimento vegetal e suas
concentragdes adequadas para proporcionar a maior quantidade de brotos variam de
acordo com o gendtipo da planta considerada e devem ser determinados para cada
espécie.

Segundo SERAFINI et al. (2001), os tratamentos acrescidos de pequenas
concentragdes de citocininas, além de menos onerosos, apresentam ainda menor
probabilidade de indugdo de variacdo somaclonal, que ¢ uma caracteristica impropria
para um protocolo de micropropagacdo, processo este que produz clones elite de uma
determinada espécie e, alteracdes genéticas nestes individuos podem levar a perda

justamente da caracteristica desejada.

Tabela 3: Quadro de andlise de varidncia para diferentes tipos e concentragdes de
citocininas no desenvolvimento in vitro de explantes de Acmella oleracea. Manaus —

AM, 2006.

Causas da G. Q.M.
Variacao L Porcentagem | Numero | Numero | Altura | Presenga Presenca
de de de do de de
explantes brotos | gemas | broto calos raiz
com brotacao por por (cm) (%) (%)
gema haste
Citocinina 2 | 220222 41,02 | 48,09™ | 11,78 |2906,67" | 130,59™
Concentracdo [ 4 761,117 6,06 6,637 | 1,627 |9606,78" |213,19"
Cit. X Conc. | 8 424,44 6,37" 5,787 | 1,42 | 4492,78" 33,47"
Residuo 30 120,00 0,05 0,25 0,24 117,78 64,44
Média Geral 88,89 1,51 3,31 3,32 53,33 37,78
C. V. 12,32% 15,22% | 14,92% | 14,92% 19,61% | 21,25%

ns

, "€ " ndo significativo e significativo a 1% e 5%, respectivamente.
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Tabela 4: Efeito de diferentes tipos e concentragdes de citocininas no desenvolvimento

in vitro de explantes de Acmella oleracea. Manaus — AM, 2006.

Reguladores | Explantes | Numero | Numero | Taxa de | Alturado | Presenca | Presenca

de com de Brotos | de Gemas | Multi- Broto de de
Crescimento | Brotagao por por plicagao (cm) Calos Raiz

Vegetal (%) Gema™® | Haste™*®) | (%) x Gk%) (%) (%)

BAP (mg/L)

0 100,00 a 1,20 ¢ 4,03 a 4,80 2,12 a - 100,00 a

0,1 100,00a | 233 a 3,87 a 5,15 1,35b 100,00 a 43,33 b

1,0 63,00 b 1,63 b 3,13a 5,10 0,66 c 20,00 b -

3,0 100,00 a 1,97ab | 3,77 a 7,39 0,96 c 100,00 a -

5,0 100,00 a 1,67b 320 a 5,34 0,85¢ 6,67 bc -
TDZ (mg/L)

0,1 66,33a | 0,77 a 1,37 a 1,05 0,48 a 83,33 a -

1,0 63,33 a 1,13 a 2,27 a 2,57 0,54 a 93,33 a -

3,0 66,67 a 1,17 a 1,70 a 1,99 0,36 a 86,67 a -

5,0 83,33 a 1,10 a 2,27 a 2,50 0,35a 93,33 a -
KIN (mg/L)

0,1 100,00 a 1,47 a 4,70 a 6,09 1,65 a - 93,33 a

1,0 100,00 a 1,97 a 433ab | 8,53 1,33 ab [ 100,00 a 100,00 a

3,0 9333a | 2,00a 4,63 b 9,26 0,88 bc | 70,00 b 20,00 b

5,0 100,00 a 1,87 a 347b 8,06 0,75 ¢ 73,33 b 10,00 b

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de

5%.

() x (%) : Taxa de multiplicagdo obtida pelo do niimero de brotos por gema multiplicado pelo niimero

gema por haste (Oliveira & Silva, 1997).

EXPERIMENTO 05: Efeito da posicio da gema no desenvolvimento in vitro de

Acmella oleracea.

O quadro de analise de variancia para gemas coletadas em diferentes posicoes na

haste (Tabela 5) mostra que houve diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% para

o fator posicdo do explante para as caracteristicas porcentagem de explantes com

brotacao e presenca de raiz.
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Diferentes posi¢des da gema na haste foram avaliadas quanto a capacidade de
regenerar novas brotacdes e verificou-se que as gemas de posi¢cdo intermedidria (3)
induziram uma maior porcentagem de explantes com brotagdo (86,67) e maior taxa de
enraizamento (100%), quando comparada com as demais gemas, embora niao haja
diferenga estatistica entre explantes da posi¢ao 2 e 3 (Tabela 6). Esse dado ¢ importante
porque nem todas as gemas da haste sdo potencialmente uteis, e ndo devem ser usadas
indistintamente no processo de repicagem, pois nao fornecerdo explantes uniformes
quanto ao desenvolvimento in vitro.

A posi¢do da gema na haste em plantulas cultivadas in vitro ou no caule de
plantas mantidas sob condi¢do ex vitro pode interferir no desenvolvimento in vitro,
quando estas gemas sao utilizadas como fonte de explante (PEREIRA et al., 2005). Isso
ocorre porque elas podem acumular niveis diferentes de reguladores de crescimento
vegetal enddgenos em diferentes posicdes da haste e podem, portanto, promover
respostas diversas (FERRI, 1985).

Em culturas in vitro de Maytenus ilicifolia foi constatado que as gemas basais
promoveram maior porcentagem de brotacdes e menor incidéncia de calos (PEREIRA
et al, 1995). Os mesmos resultados foram obtidos em culturas de macieira
“Marubakaido” por PEREIRA & FORTES (2001). Porém, em estudos realizados com
laranja péra por SILVA et al. (2005), verificou-se que os explantes de posi¢ao apical e
mediana induzem maior taxa de multiplicacdo para esta espécie e, com os trabalhos
realizados por REIS et al. (2004), observou-se que ndo ha diferenca da posicdo dos

explantes para a multiplicacdo de Ipeca.
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Tabela 5: Quadro de andlise de varidncia para diferentes posigdes da gema no

desenvolvimento in vitro de explantes de Acmella oleracea. Manaus — AM, 2006.

Causas G. Q.M.
da L. | Porcentagem | Numero | Numero | Altura | Presenca Presenca
Variacao de de de do de de
explantes brotos | gemas | broto calos @ raiz
com por por (cm) (%) (%)
brotacdo gema haste
Posicao 5 863,33" 0,03™ 0,42™ | 1,28™ - 818,89
Residuo 12 27,77 0,08 0,33 2,67 - 16,67
Média Geral 71,66 1,34 4,71 6,86 - 69,44
C. V. 7,35% |20,88% | 12,14% | 23,82% - 5,88%

ns

, " e ™ ndo significativo e significativo a 1% e 5%, respectivamente.

@ Neste quadro nfo foi feita a analise de variincia da presenca de calos, porque apenas uma posigio (1)
induziu esta caracteristica.

Tabela 6: Efeito das diferentes posicdes da gema no desenvolvimento in

explantes de Acmella oleracea. Manaus — AM, 2006.

vitro de

Posicao % de Numero | Numerode | Altura Presenga | Presenca de

da Explantes | de brotos gemas do de raiz (%)
Gema com por por broto calos
Brotagao gema haste (cm) (%)™

1 80,00 ab 1,22 a 4,32 a 5,96 a 20,00 66,67 b

2 83,33 ab 1,41 a 4,40 a 7,00 a - 83,33 a

3 86,67 a 1,35a 4,50 a 7,61 a - 100,00 a

4 70,00 b 1,24 a 5,28 a 6,17 a - 70,00 b

5 70,00 b 1,33 a 495 a 7,26 a - 70,00 b

6 40,00 ¢ 1,50 a 4,83 a 7,19 a - 40,00 ¢

Meédias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de

5%.

@ Nesta tabela ndo foi feito o teste de Tukey da presenca de calos, porque apenas uma posi¢do (1) induziu

esta caracteristica.
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EXPERIMENTO 06: Efeito de diferentes diluicoes dos meios de cultura no

desenvolvimento in vitro de Acmella oleracea.

O meio de cultura, os sais utilizados, as concentragdes de micro ¢
macronutrientes também interferem diretamente no desenvolvimento de explantes
cultivados in vitro. Explantes de 4. oleracea foram cultivados em meios de cultura
basais MS, B5S e WP e foram avaliados quanto a porcentagem de brotacdo, taxa de

multiplicagdo, altura do broto e presenca ou auséncia de raiz.

O quadro de analise de variancia para diferentes diluicdes dos meios de cultura
MS, MS/2, MS/4, BS, B5/2, B5/4, WP, WP/2 ¢ WP/4 mostra que houve diferencga
estatistica significativa ao nivel de 5% para os fatores meio e diluigdo para as
caracteristicas porcentagem de explantes com brotacdo, nimero de gemas por haste,
altura do broto e presenca de raiz (Tabela 7).

De acordo com a Tabela 8, as dilui¢cdes pela metade dos meios WP e B5, bem
como pela quarta parte do meio WP promoveram as menores taxas de multiplicagdo
desta espécie e as trés concentragdes destes dois meios de cultura induziram as menores
alturas de broto (0,44 e 0,55cm, respectivamente), quando comparadas com o meio de
cultura MS e suas diluigdes. O mesmo ocorreu com o meio MS/4 (2,44cm). Para a
caracteristica presenca de raiz, o meios de cultura MS e B5 e B5/4 na concentracao
original foram considerados os mais adequado para o desenvolvimento in vitro de
Acmella oleracea, resultando em 100% de explantes com brotagdo. Deste modo, fica
indicado para a multiplicagdo in vitro desta espécie o meio de cultura MS na
concentracdo basal, pois este tratamento induziu 100% de explantes com brotagdo e
enraizados, maior nimero de brotos por gema (1,43) e maior taxa de multiplicacdo

(5,96) quando comparado com os demais tratamentos.
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Embora ndo tenha havido diferenca estatistica significativa a nivel de 5% entre
os meios de cultura MS basal e MS/2, os explantes cultivados em meio de cultura MS
basal permaneceram vigorosos por cerca de trés meses sem a necessidade de subcultivos
enquanto que os mantidos em meio MS/2 precisam ser repicados a cada 30 dias, uma
vez que comecam a murchar e apresentar amarelecimento, que sdo caracteristicas
fisiologicas tipicas de plantas submetidas a estresse nutricional (DUARTE et al., 2003).
Desta forma, o meio de cultura MS, diminui grandemente os custos do protocolo, tanto
por evitar a necessidade de subseqiientes subcultivos, quanto por produzir 100% de
plantulas enraizadas, o que elimina a etapa de enraizamento in vitro.

Os meios de cultura MS, B5 e WP sdo usados para cultura de tecidos da maioria
das espécies cultivadas in vitro. Os meios nutritivos utilizados para a cultura de tecidos
de plantas fornecem as substancias essenciais para o crescimento € controlam, em
grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro. As vias bioquimicas e metabdlicas
basicas que funcionam nas plantas que crescem sob condi¢do ex vitro sdo conservadas
nas células e tecidos cultivados in vitro e, por isso, 0s meios nutritivos se baseiam nas
exigéncias das plantas inteiras. Todavia, algumas alteracdes na composicdo do meio
basico, como diluigdes, podem ser feitas para a otimiza¢do de protocolos de

micropropagacao (TORRES et al., 1998).
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Tabela 7: Quadro de andlise de variancia para diferentes diluicdes dos meios de cultura

basais, MS, B5 ¢ WP e suas dilui¢des, no desenvolvimento in vitro de explantes de

Acmella oleracea. Manaus — AM, 2006.

Causas da G. L. Q.M.
Variacao Porcentagem | Numero | Numero Altura Presenga
de de de do de
explantes brotos gemas broto raiz
com por por (cm) (%)
brotacao gema haste
Meio 2 1544.,44™ 00,05™ [18,25™ 26,65 17043,70™
Dilui¢do 2 0844,44™ 00,04™ [ 00,45™ 01,02" 01848,14™
Meio x Dilui¢do 4 0688,89" 00,03™ ]00,14™ 00,88" 00792,59"
Residuo 18 |0018,52 00,02 00,08 00,19 00192,59
Média Geral 0088,89 01,15 02,50 01,45 00068,52
C. V. 00)4,84% 11,49% | 11,38% 29,96% 00020,25%

ns

, "€ " ndo significativo e significativo a 1% e 5%, respectivamente.

Tabela 8: Efeito de diferentes diluicoes dos meios basais WP, MS e B5 no

desenvolvimento in vitro de explantes de Acmella oleracea. Manaus — AM, 2006.

Meio % de Numero | Numero | Taxa de Altura |Presenca| Presenca
de Explantes | de brotos | de gemas | Multipli- do de de
Cultura com por por cacao broto calos raiz
Brotagdo | gema™ | haste®* | O x (%) (cm) (%) (%)
MS 100,00a | 1,43 a 4,17 a 5,96 4,36 a - 100,00 a
MS/2 100,00a | 1.07a 4,13 a 4,42 3,49 ab - 93,33 a
MS/4 100,00a | 1,20 a 4,13 a 4,96 2,44 b - 93,33 a
B5 100,00a | 1,10a 2,30 b 2,53 0,55 ¢ - 100,00 a
B5/2 76,60 b 1,10 a 1,70 be 1,87 0,50 ¢ - 76,67 ab
B5/4 100,00a | 1,07a 1,47 ¢ 1,57 0,47 ¢ - 100,00 a
WP 100,00a | 1,10a 1.83 be 2,01 0,44 ¢ - 53,33b
WP/2 70,00b | 1,13 a 1,47 ¢ 1,66 0,41 c - -
WP/4 53,30 ¢ 1,13a 1,36 ¢ 1,81 0,35¢ - -

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de

5%.

&) x (+%) . Taxa de multiplicagdo obtida pelo do numero de brotos por gema multiplicado pelo niimero

gema por haste (Oliveira & Silva, 1997).
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EXPERIMENTO 07: Aclimatacdo de Acmella oleracea em ambiente ex vitro.

A aclimatagdo ¢ um processo € critico, pois a plantula passa de um ambiente
onde ha baixa transpira¢do para outro que exige maior transpiragdo, podendo ocorrer
estresse hidrico. Além disso, ha outras adaptagdes importantes como a passagem de um
estado heterotrofico para um autotréfico e a alteracdo de um ambiente asséptico para
outro sujeito ao ataque de microorganismos saprofitos e, eventualmente patogénicos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

A Tabela 9 indica que hé diferenga estatistica significante ao nivel de 5% tanto
entre os tipos de substrato como no periodo de aclimatacdo. J4 a tabela 10 mostra que
nio houve variagio do nimero de plantulas aclimatadas tanto em substrato Plantmax"
(71,88%) como no substrato areia (56,25%), apds 75 dias de aclimatacdo (Tabela 10), e
que também pode-se verificar uma queda de 84,38% para 62,50% no niimero de plantas
aclimatadas no substrato terra apos este mesmo periodo. Nesta mesma tabela, também
pode-se observar que a quantidade de plantas aclimatadas ¢ proporcional a quantidade
de nutrientes disponivel no solo, bem como da capacidade do substrato em armazenar
agua.

Para a aclimatacdo das plantulas de A. oleracea fica indicado o substrato
Plantimax"”, que proporcionou melhor indice de sobrevivéncia apds 75 dias de plantio.
Mesmo apos este periodo de aclimatacao, as plantas sobreviventes continuaram verdes e
vigorosas. O enraizamento in vitro para muitas espécies pode ser uma op¢ao, entretanto
para outras ¢ um procedimento obrigatorio uma vez que apresentam elevadas taxas de

mortalidade quando estdo isentas deste 6rgao (PREECE & IMEL, 1991).
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Segundo HANNWEG et al. (1996), a umidade e a presenca de raiz sdo

parametros importantes para a aclimatagao.

Um dos fatores que influenciou no elevado indice de mortalidade das plantas
enraizadas estd relacionado a contaminacdo por fungo que ocorreu na casa de
vegetagdo. Essa contaminacdo foi observada nos trés substratos utilizados e
comprometeu a fitossanidade das plantulas. Quando os frascos de vidro, depositados
sobre as plantulas com fun¢do de manter a umidade, foram retirados, observou-se
grande incidéncia de fungos nos substratos. Os proximos experimentos de aclimatagao
deverao ser realizados a partir de substrato estéril e também em condigdes de estufa com
irrigacdo pulverizada, o que ¢ mais indicada ao processo de aclimatacdo. Uma revisdo
feita por ROUT et al. (2000), relata que a maioria das plantas micropropagadas

aclimatadas em estufas apresentam altas taxas de sobrevivéncia.

Além disso, recomendamos testar a pulverizagdo de substancias antimicrobianas
sobre as plantulas durante o processo de aclimatacdo. Esse procedimento tem sido

utilizado com sucesso na aclimatagdo de outras espécies (BERTONI et al., 2000).

Existem ainda outros métodos que podem auxiliar na aclimatagdo de plantulas
cultivadas in vitro. MAO et al. (1995), aclimataram Clerodendrum colebrookianum,
realizando uma fase intermedidria de aclimatacdo, em que as plantulas permaneceram
dentro de frascos destampados contendo meio de cultura, por duas semanas em sala de

crescimento, antes de serem conduzidas para aclimata¢do em estufas.

Para SAO JOSE et al. (1998), o comprometimento do desenvolvimento de

plantas aclimatadas estd relacionado principalmente ao substrato, cujos nutrientes sao

limitantes e/ou esgotados em pouco tempo. O substrato Plantmax" tem sido considerado

adequado para o procedimento de aclimatacdo devido aos seus constituintes quimicos,
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principalmente pela presenca de fosforo, visto que este nutriente estimula o crescimento

da parte aérea da planta (SIMOES, 2003), ou ainda as caracteristicas fisicas que

apresentam maior porosidade total, o que da a este substrato maior capacidade de

retengdo de agua e aeracdo (SILVA et al., 2001).

MENDONCA et al. (2003), observaram que o Plantmax" foi o melhor substrato

para a aclimatagdo da variedade Sunrise solo de mamona. O mesmo resultado foi obtido

por MACIEL et al. (2000), durante o processo de aclimatagdao de violetas (Saintpaulia

ionantha) e por PEREIRA et al. (2000), na aclimatacao de Pothomorphe umbellata.

Tabela 09: Resumo do quadro de andlise de variancia para porcentagem de explantes de

Acmella oleracea que sobreviveram a aclimatagdo em diferentes tipos de substratos.

Manaus — AM, 2006.

CAUSAS DA VARIACAO G.L Q.M
Sobrevivéncia a
Aclimatacao
Substrato 02 108.981"
Dias 02 15.557"
Substrato x Dias 04 15.557"
Residuo 18 27.856
Média Geral 22.69
Coeficiente de Variagao 23,26%

ns

, " e ™ nio significativo e significativo a 1% e 5%, respectivamente.

Tabela 10: Porcentagem de explantes de Acmella oleracea que sobreviveram a

aclimatagdo em diferentes tipos de substratos.

Manaus — AM, 2006.

Tempo de Plantimax"" Terra" Areia”
Aclimatagao (Dias) (%) (%) (%)
45 71,88 a A 84,38a A 56,25aB
60 71,88 a AB 81,25a A 56,25aB
75 71,88 a A 62,50 b B 56,25aC

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

*Letras minusculas representam analise entre linhas e maitisculas entre colunas.
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EXPERIMENTOS 08, 09 E 10: Avaliacao de diferentes sistemas de cultivo in vitro

de Acmella oleracea.

A eficiéncia do sistema R.I.T.A. foi avaliada com explantes de 4. oleracea, num
experimento amplo, que comparou o cultivo isolado de explantes (um explante por
frasco) em meio de cultura semi-s6lido, ou em co-cultivo (seis explantes por frasco) e
também em meio de cultura liquido sob agitacdo com a mesma densidade de explantes
introduzidos no sistema R.I.T.A. (50 explantes por frasco).

A Tabela 11 mostra que houve diferenca significativa ao nivel de 5% para as
caracteristicas nimero de brotos por gema, nimero de gemas por haste e altura do broto
para os diferentes sistemas de cultivo testados.

Os explantes inoculados em meio liquido que ficaram permanentemente em
contanto como o meio de cultura, oxidaram e necrosaram totalmente apds 15 dias de
cultivo, o que pode ser explicado pelo estresse hidrodindmico. Esse estresse consiste no
contato continuo entre o explante e o meio de cultura (Malosso et al., 2004). Embora os
frascos tenham sido colocados sob agitacdo orbital constante (100 rpm), o que permite
boa aeracdo, os explantes de Acmella oleracea nio resistiram a um ambiente de extrema e
permanente umidade.

O cultivo de vérios explantes juntos num mesmo frasco, por 90 dias, seja em co-
cultivo em meio sélido ou liquido (R.I.T.A.) promoveu altas porcentagem de explantes
com contaminagao por leveduras endofiticas (100%), e também a morte muitos explantes,
0 que mostra que tanto o co-cultivo quanto o cultivo em meio de cultura liquido, seja sob
agitagdo constante ou em sistema de imersdo temporaria, ndo sdo indicados para esta

espécie.
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O sistema de imersdo temporaria promoveu excelente desenvolvimento dos
explantes com indice de brotacdo de 100% até 15 dias de cultivo, quando entdo, uma
bactéria endofitica contaminou todo o sistema, levando os explantes a morte. Portanto,
para os proximos experimentos com esta espécie em biorreatores, ¢ necessdria a
realizacdo de antibiograma e de ensaios com antibidticos para o estabelecimento de um
protocolo otimizado desta planta neste tipo de sistema.

A tabela 12 mostra que o cultivo isolado em meio de cultura sélido foi mais
eficiente para o desenvolvimento de 4. oleracea, pois promoveu maior porcentagem de
explantes com brotacdo (89,33), maiores numero de brotos por gema (2,45) numero de
gemas por haste (14,07), além da maior altura do broto (15,93). Embora a taxa de
enraizamento no sistema de cultivo isolado seja menor que no de co-cultivo, ndo existe
diferencga estatistica significativa ao nivel de 5% para esta caracteristica (Tabelas 11 e
12).

O Sistema de Imersdo Temporaria Automatizado (R.I.T.A), além de apresentar a
vantagem de permitir a automatiza¢do do protocolo, ainda ¢ mais econdmico, uma vez
que ndo utiliza o agente solidificante que, dependendo da marca, como no caso do
Phytagel”, pode representar uma redugdo de 79% do custo do meio de cultura, além de

utilizar menor espago em sala de crescimento e de banco de germoplasma.

Os explantes cultivados em meio de cultura semi-sélidos, em sistema de cultivo
isolado, conservaram-se verdes e vigorosos apesar de permanecerem por 90 dias no
mesmo meio de cultura. Isso demonstra a baixa exigéncia nutricional da A.oleracea,
caracteristica comum das plantas ciliares amazodnicas.

PEREIRA et al. (1999), realizaram experimentos de co-cultivo com diferentes
espécies de plantas medicinais e verificaram que o cultivo de 3 explantes de Ipeca em um

mesmo frasco nao diferiu significativamente do cultivo de um explante isolado, quanto ao
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numero de brotos. Por outro lado, em trabalho realizado por PEREIRA et al. (2000a),
com batata, observou-se que o cultivo de varios explantes no mesmo frasco favoreceu
tanto a proliferagdo quanto o tamanho das brotagdes. Em cultura in vitro de aspargo, o
aumento da densidade do in6culo propiciou o crescimento € o desenvolvimento dos
explantes. Segundo PEREIRA et al. (2000b), para melhor compreender esses resultados
que diferem entre si, € necessario ampliar os estudos sobre exigéncias nutricionais e
associd-los ao volume do meio nutritivo e o numero de explantes.

GRATAPPAGLIA & MACHADO (1998), observaram que a area superficial da
interface do meio nutritivo como explante, a atmosfera e o volume de ar disponivel para
uma plantula cultivada in vitro sao influenciados pelo tipo de frasco e a quantidade de
meio utilizado, interferindo diretamente no desenvolvimento e crescimento de culturas

axénicas.

Tabela 11: Quadro de andlise de variancia para co-cultivo e cultivo isolado no

desenvolvimento de explantes in vitro de Acmella oleracea. Manaus — AM, 2006.

Causas da G. L. Q.M.
Variagao Porcentagem | Numero | Numero Altura Presenca
de de de do de
explantes brotos gemas broto raiz
com por por (cm) (%)
brotacdo gema haste
Tipo de Cultivo 1 120.67" 3,154 | 161,30 | 260,04™ 170,67
Residuo 5 293,33 0,07 5,84 0,43 44,67
M¢édia Geral 85,00 1,73 8,89 9,34 94,67
C. V. 10,08% 15,49% 27,18% 7,05% 7,06%

ns *

, " e ™ ndo significativo e significativo a 1% e 5%, respectivamente.
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Tabela 12: Efeito das diferentes sistemas de cultivo no desenvolvimento in vitro de

explantes de Acmella oleracea™. Manaus — AM, 2006.

Tipo de Cultivo Explantes Numero Numero de Altura Presenca
com de gemas do de
Brotagao brotos por por broto raiz
(%) gema haste (cm) (%)
Cultivo Isolado 89,33 a 245a 14,07 a 15,93 a 89,33 a
Co-Cultivo 80,67 a 1,00 b 3,70 b 2,75b 100,00 a
Meio Liquido - - - - -
R.I.T. A. - - - - -

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de

5%.

@ Nesta tabela ndo foi feito o teste de Tukey da presenca de calos, porque nenhum sistema de cultivo
induziu esta caracteristica.

EXPERIMENTO 11: Estabelecimento do banco de germoplasma in vitro de

Acmella oleracea.

Tabela 13. Desenvolvimento das plantulas no banco de germoplasma sob a agdo de

agentes retardadores de crescimento. Manaus — AM, 2006.

Tratamentos Explantes Ne de N° de Altura Presenca Presenca
com brotos gemas do de de Plan.t as sobre-
" . viventes
brotacdo por Por broto calos raiz
(%) gema Haste (cm) (%) (%) (%)
MS+ 2% sacarose 9333+58 35+03 [85+1,7(124+21 - 100,00+ 0,0 | 40,0+10,0
MS/2 + 2% sacarose | 100,00+0,0 [ 1,9+05 |92+06| 155+1,0 | 13,3+11,5|100,00+0,0 | 86,7=+11,5
MS/4 + 2% sacarose | 100,00+0,0 | 1,6+0,6 [80+0,5| 149+1,0 | 23,3+20,8 | 100,00+0,0 [ 60,0 + 30,0
MS + 2% sacarose | 100,00+0,0 | 2,0+£0,3 [7,0+1,0| 55=+1,1 - 100,00 £0,0 | 100,00+ 0,0
+ 4% sorbitol
MS/2 + 2% sacarose | 100,00£0,0 | 1,8+0,2 [9,5+0,6 | 9,5+1,7 | 66,7+153 | 96,7+5,8 50,0 26,5
+ 4% sorbitol
MS + 2% sacarose + | 43,33 +11,5| 1,0+0,0 |3,7+0,8 | 1,7+ 1,1 3,3+5,8 443+ 11,5 3,7+5,8
4% sorbitol + 2,0
mg/L Pantotenato Ca
MS/2 + 2% sacarose | 73,33 +£153 [ 1,0£0,0 | 1,7£0,7| 0,4=+0,1 - 56,7 +20,8 -
+ 4% sorbitol + 2,0
mg/L Pantotenato
Ca.
MS + 2% sacarose + | 36,67 +153 | 1,0+0,0 | 1,4+0,3| 0,3+0,1 - - -
3% manitol + 2,0
mg/L Pantotenato Ca
MS/2 + 2% sacarose | 50,00+£10,0 | 1,0+£0,0 [ 1,2+0,3| 0,2+0,1 - 16,7 £15,2 -
+ 3% manitol + 2,0
mg/L Pantotenato Ca
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A conservagdo de recursos genéticos em bancos de germoplasma tem sido
desenvolvida a partir de véarias técnicas como a criopreservacdo ¢ a manutengdo de
explantes in vitro por um médio periodo de tempo. Agentes osmoticos como o manitol e
o sorbitol tém sido utilizados com a finalidade de alterar a disponibilidade de trocas
gasosas, proteger as membranas celulares das baixas temperaturas e reduzir a
hiperidricidade, evitando a vitrificagdo (ENGELMAN, 1991; KADOTA, 2001).

Para a conservacdo de A. oleracea em banco de germoplasma in vitro, fica
indicado o tratamento com MS acrescido de 2% de sacarose € 4% de sorbitol, uma vez
que este apresentou 100% de explantes com brotagdo, vivos e enraizados e maior
numero de brotos por gema (2,0 £ 0,3), além de auséncia total de calos e a menor altura
do explante (5,5 + 1,1), quando comparado com os tratamentos que apresentaram mais
de 50% de explantes vivos. Este tratamento também induziu um excelente nimero de
gemas por haste (7,0 + 1,0), quando comparado com os demais tratamentos, visto que,
esta técnica objetivo a menor taxa de multiplicagdo in vitro (Tabela 11). As dilui¢des
pela metade e pela quarta parte dos sais do meio de cultura MS acrescidos apenas de
sacarose evitaram o estresse nutricional nesta espécie. Isto pode ser observado devido
ao de que, quanto maior a diluicdo do meio de cultura, maior ¢ a taxa de sobrevivéncia,
menor ¢ a taxa de multiplicagdo, além de induzir raizes em 100% dos explantes, porém,
estes meios originaram calos. Além disso, com este experimento também pode-se
verificar que a associagdo de manitol ao pantotenato de calcio ndo deve ser adicionado
em meios de cultura para banco de germoplasma, uma vez que todos os explantes
expostos a sua presenca morreram, indicando que estes protetores de membrana sdo
toxico para esta espécie.

A Tabela 11 ainda mostra que o sorbitol auxiliou na prote¢do dos tecidos das

plantulas quanto as condi¢des de baixa temperatura do banco de germoplasma (18°C).

66



O meio de cultura mais adequado ao estabelecimento de banco de germoplasma in vitro
¢ aquele que garante maior sobrevivéncia e, a0 mesmo tempo, menor indice de
crescimento, pois além de possibilitar que o material fique maior tempo sem subcultivo
permite que seja regenerado e multiplicado posteriormente por via sexual.

FREITAS et al. (2001), SEGOVIA et al. (2003), ¢ GOMEZ et al. (1997), ao
utilizarem o pantotenato de calcio em bancos de germoplasma de alho (A/lium sativum
L.), batata (Solanum quitoense) e batata (Solanum tuberosum L.), respectivamente,
relataram que este sal auxiliou na sobrevivéncia dos explantes expostos as baixas
temperaturas (18° C).

LEMOS et al. (2002), observaram que explantes de cana-de-agucar
sobreviveram melhor em baixas temperaturas em meios de cultura contendo sorbitol e
dextrose, quando comparados com aqueles que continham apenas sacarose.

O pantotenato de calcio e o manitol ndo apresentaram um efeito protetor ao
estresse promovido pelo frio, nos explante de 4. oleracea. Ha relatos de efeitos nocivos
do manitol em internds de Annona muricata cultivados in vitro (LEMOS & BAKER,

1998).
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7. CONCLUSAO

v A informacao sobre o sistema reprodutivo de Acmella oleracea baseados na
razdo polen/6vulo (P/O) auxiliard em futuros estudos sobre a biologia floral,

que ¢ uma etapa fundamental em pesquisas de ecologia de polinizagao.

v" Os resultados obtidos com os experimentos de germinagao de sementes de A.
oleracea apontam a necessidade de estudos aprofundados relacionados

sensibilidade das sementes aos agentes quimicos desinfestantes.

v E economicamente viavel a produgdo de A. oleracea via micropropagagio e
o protocolo aqui estabelecido pode ser utilizado para propagar esta espécie

em larga escala.

v' A fase de enraizamento in vitro de A. oleracea é desnecessario, diminuindo

assim os custos do protocolo de micropropagagao.

v O cultivo isolado em meio de cultura semi-sélido ¢ indicado para produzir

plantulas in vitro de A. oleracea em larga escala.

v E perfeitamente possivel a conservagdo em banco de germoplasma in vitro

de Acmella oleracea.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O estabelecimento do protocolo de micropropagacdo de Acmella oleracea
apresentados neste trabalho viabiliza a produgdo em larga escala de uma espécie
medicinal e olericola da Amazonia exposta a erosao genética. Representa uma agao
concreta de preservacdo desta espécie, uma vez que os resultados apresentados nesta
tese permitirem a conservacao in vitro em banco de germoplasma.

A partir da metodologia desenvolvida neste trabalho, centenas ou milhares de
individuos poderdo retornar as areas de ocorréncia natural ou seguir para campos de
cultivo, viabilizando a producdo de fitoterapicos e atendendo a demanda da industria

farmacéutica brasileira, sem comprometer a biodiversidade nacional.
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