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RESUMO

Ampelozizyphus amazonicus Ducke (Rhamnaceae) e Piper peltatum L. (Piperaceae) séo
espécies que possuem caracteristicas medicinais importantes comprovadas
cientificamente, dentre essas a acdo contra a malaria. Ambas sdo usadas como
medicinais pelas populaces da Amazonia, que as obtém exclusivamente pela pratica do
extrativismo. As espécies sdo pouco conhecidas sob o ponto de vista cientifico e devido
ao potencial que estas apresentam, sdo necessarios estudos a respeito de metodologias
para a conservacdo dos recursos genéticos e domesticacdo destas espécies. Este trabalho
teve por objetivo localizar populagdes naturais de Ampelozizyphus amazonicus e Piper
peltatum ao longo dos rios Solim@es e Amazonas, caracterizar por meio de observagoes
nas areas de coleta e informagBes de bases de dados as condi¢Bes ambientais das
populacdes, e desenvolver estratégias para a conservacdo de germoplasma por técnicas
de crescimento minimo, temperaturas sub zero e criogénicas. Para a conservagdo in
vitro utilizaram-se técnicas de conservacdo in vitro por crescimento minimo. Foi
avaliada a manutencdo de microestacas de Piper peltatum sob diferentes temperaturas
(10 °C, 20 °C e 25 °C) e o cultivo em diferentes concentragfes dos sais do meio de
cultura MS. Microestacas de Ampelozizyphus amazonicus e Piper peltatum foram
submetidas a diferentes concentragGes de sacarose, manitol e sorbitol (1%, 2% e 3%).
Em outro ensaio microestacas de Piper peltatum foram cultivadas em meio de cultura
com diferentes concentragdes de sacarose, manitol e sorbitol (1%, 2% e 3%) adicionado
ou ndo de &cido salicilico (AS). Foram realizados ensaios de conservacdo de sementes
de Piper peltatum, estas foram submetidas a conservagéo por temperaturas sub zero (-20
°C) e criogénicas (-196 °C). Para a conservagdo de sementes sob temperatura sub zero,
inicialmente as sementes foram dessecadas por Oh, 24h e 48h e conservadas por 0, 90 e
180 dias, a -20 °C de temperatura. Para a criopreservacéo, as sementes foram testadas
quanto a toleréncia a imersdo por 24 horas em Nitrogénio liquido (NL) e quanto ao uso
ou ndo de diferentes tipos de crioprotetores. As observacdes ambientais realizadas e as
informagBes das bases de dados demonstram que a maior parte das areas de coleta
visitadas estd sob acdo antropica de desmatamento. A manutengdo in vitro de
microestacas de Piper peltatum a 20 °C de temperatura foi a mais eficiente na
conservagéo in vitro sob diferentes temperaturas. O uso do manitol para a conservagao
in vitro resultou no aumento das taxas de mortalidade das microestacas de ambas as
espécies estudadas. Para a conservagdo in vitro de P. peltatum em funcgdo da sacarose,
manitol e sorbitol e diferentes concentracdes de AS, 0s melhores resultados das culturas
sobreviventes sdo obtidos na auséncia de AS. A conservacdo de sementes de Piper
peltatum apresentou taxa de germinacéo satisfatoria quando dessecadas por até 48 horas
e conservadas por até 180 dias a -20 °C de temperatura. As sementes foram tolerantes a
criopreservacdo independentemente do uso de crioprotetores. Conclui-se que é possivel
a conservacao in vitro de P. peltatum por até 180 dias pela redu¢do da temperatura de
crescimento. A adicdo de manitol e sorbitol, nas concentracfes testadas, sdo
inadequadas para a conservagdo in vitro de microestacas de A. amazonicus. O sorbitol
pode ser usado na conservagéo de P. peltatum em intervalo de 1% a 2% da concentragéo
adicionado ao meio de cultura de MS. As sementes de Piper peltatum sdo tolerantes a
dessecacdo e a exposicdo as temperaturas sub zero e criogénicas, sugerindo que se trata
de semente do tipo ortodoxa.

Palavras chave: Caapeba, cerveja-de-indio, saracura-mira, plantas medicinais,
Amazdnia, conservacgao, recursos genéticos, criopreservacéo, fisiologia de sementes.
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ABSTRACT

Piper peltatum (Piperaceae) and Ampelozizyphus amazonicus (Rhamnaceae) are species
that have important medicinal features proven, for example, the action against malaria.
Both are used as medicinal by the Amazonian peoples, and are obtained exclusively by
the practice of extraction. These species are not scientifically well-known, and, due to
their potential, studies about methodologies for the conservation of genetic resources
and the domestication of these species are necessary. The objectives of this study were
to locate and characterize, based on field observation and environmental data base, the
natural populations of these species along the Amazon River, and developing strategies
for conservation of Ampelozizyphus amazonicus and Piper peltatum germplasm by
minimum growth techniques and sub-zero and cryogenic temperatures. For in vitro
conservation minimum growth techniques were used. The maintenance of P. peltatum
microshoots was evaluated under different temperatures (10 °C, 20 °C and 25 °C) and
different salts concentrations in MS medium. Microshoots of P. peltatum and
Ampelozizyphus amazonicus were subjected to different concentrations of sucrose,
mannitol and sorbitol (1%, 2% and 3%). Microshots of P. peltatum were also subjected
to culture media with different concentrations of sucrose, mannitol and sorbitol (1%, 2%
and 3%) with or without salicylic acid (SA). Seeds conservation of Piper peltatum were
evaluated under sub-zero (-20 °C) and cryogenic (-196 °C) temperatures. For seeds
preservation under sub-zero temperatures, the seeds were desiccated for Oh, 24h and 48h
and maintained for 0, 90 and 180 days in temperature of -20 °C. For cryopreservation,
seeds were immersed in liquid Nitrogen for 24h, and stored with or without other
cryoprotectors. Field observation and the data base demonstrate that most of sampling
areas visited are under anthropic deforestation. The In vitro maintenance of P. peltatum
microshoots was more efficient in the temperature of 20 °C. The use of mannitol for
conservation in vitro resulted in high mortality rates of the microshoots of both species.
In vitro conservation of P. peltatum in function of sucrose, mannitol e sorbitol and
different concentrations of SA, the best results are obtained in the absence of AS.
Germination rates were satisfactory when the seeds of Piper peltatum were dried for up
to 48 hours and stored for up to 180 days at -20 ° C. The seeds were also tolerant to
cryopreservation, regardless of the use of cryoprotectants. It is possible the conservation
of the species in vitro for up to 180 days by reducing the growth temperature. The
addition of mannitol and sorbitol, for the concentrations tested, are inadequate for in
vitro conservation of A. amazonicus microshoots. Sorbitol may be used in P. peltatum
conservation in concentrations between 1% and 2% in MS medium. Piper peltatum
seeds are tolerant to desiccation and exposure to subzero and cryogenic temperatures,
suggesting that Piper peltatum seeds are orthodox.

Key words: Caapeba, cerveja-de-indio, saracura-mira, medicinal plants, Amazonia,
conservation, genetic resources, cryopreservation, seed physiology.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais hi séculos sdo a principal fonte de medicamentos da
humanidade. Portanto, a descoberta de novas substancias naturais com atividade
terapéutica constitui uma meta da humanidade desde os tempos historicos (Mongelli et
al., 1999; Viegas Jr et al., 2006). As plantas medicinais e suas formas derivadas
constituiram durante séculos a base da terapéutica (Scheffer, 1992). Aos poucos, com a
evolucdo da quimica, substituiram-se os compostos naturais por quimioterapicos, que
tém um elevado custo até a fabricagdo em escala e exigem um alto nivel tecnoldgico
para sua produgdo. Contudo, atualmente as plantas medicinais passaram a ser cogitadas
como recurso terapéutico viavel, devido aos altos precos e a falta de acesso aos
quimioterapicos por grande parcela da populagdo (Luz, 2001). No entanto, o
extrativismo desenfreado de plantas nativas pode levar & extincdo de espécies
importantes (Correia Junior et al., 1994).

Em todo mundo, o impacto do crescimento populacional e dos processos de
exploracdo inadequados levam & destruicdo das areas florestadas, principalmente das
florestas tropicais (Peixoto et al., 1995). Neste contexto, muitas espécies vegetais com
potencial utilizacdo pelo homem estdo sob forte pressdo antropica, expostas a erosao
genética e reducdes drésticas em suas populagBes naturais, especialmente pelo
desconhecimento dos mecanismos de perpetuacéo delas na floresta (Reis, 1996).

Estima-se que o nimero de espécies vegetais superiores descritas variam de 250
mil a 500 mil e, dessas espécies, cerca de 5% foram estudadas fitoquimicamente e uma
porcentagem menor estima-se que tenha sido avaliada sob aspectos biol6gicos. Da
diversidade da flora brasileira que é equivalente a 30% das florestas tropicais do planeta
estima-se entre 40 a 200 mil espécies, destas em torno de 10 mil sdo medicinais

(Cechinel Filho e Yunes, 1998). O aumento de 60% no numero de espécies vegetais
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classificadas como criticamente ameagadas, apenas no periodo de 1996 a 2004 (IUCN,
2004) é um dado alarmante e mostra a gravidade da situacdo e a necessidade urgente de
medidas conservacionistas adequadas.

A diversidade da flora Amazonica € foco de inimeras pesquisas na busca de
conhecimento sobre plantas de valor sdcio-econdmico, principalmente em plantas que
apresentam propriedade alimenticia, farmacéutica e/ou cosmecéutica. Contudo, sdo
muitas as espécies amazonicas de valor socio-econdmico que ainda ndo sdo estudadas.
Dentre as espécies medicinais, por exemplo, pouco se sabe sobre a diversidade e
distribuicdo de espécies desta categoria na regido Amazodnica, e muitas ainda ndo
possuem suas atividades medicinais validadas. Estudos que identifiquem
taxonomicamente a espécie medicinal, as areas de ocorréncia e tratam da diversidade e
da distribuicdo de populagdes naturais de plantas, bem como, os estudos sobre a
biologia reprodutiva, e a validacéo de suas propriedades medicinais sdo necessarios para
a conservacdo dessas espécies. A viabilidade de estudos desta amplitude é baixa pelo
grande desafio de se localizar o nimero de individuos a contento com o método de
amostragem, de forma a representar a diversidade da regido amazonica adequadamente.

Para este estudo foram selecionadas duas espécies medicinais popularmente
conhecidas na Amazonia: Piper peltatum L. Syn. Pothomorphe peltata (L.) Mig.-
Piperaceae e Ampelozizyphus amazonicus Ducke - Rhamnaceae. Ambas sdo usadas
como medicinais pelas populagdes da Amazonia, que as obtém exclusivamente pela
prética do extrativismo. Desta forma, estas importantes espécies da medicina tradicional
das populagbes da Amazonia, correm risco de desaparecer, & medida que estas plantas
séo obtidas pelo extrativismo ndo planejado causando diminui¢do de populagdes nas
areas de ocorréncia. Em A. amazonicus o caule e a raiz sdo as partes visadas. J& no caso

de P. peltatum toda a planta € comercializada. Assim, a intensidade de coleta e a ndo
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preocupacdo com a reposicao das plantas podem levar ao desaparecimento da espécie
naquela localidade ou regiéo.

Existem poucos estudos sobre estas especies e menos ainda a respeito da
conservagédo ex situ. Os estudos existentes, em grande parte, tratam de levantamentos
etnoboténicos relacionados & utilizagdo no que diz respeito as indicagdes de uso, modo
de preparo e a parte usada das plantas. Outros estudos limitam-se a caracterizagao
fitoquimica a fim de comprovar os efeitos das plantas e validar as suas aplicacbes
medicinais. Entretanto, esses estudos ndo incluem dados acerca das areas de ocorréncia
de populacbes naturais destas plantas, uma vez que estas sdo extraidas sem
conhecimento da propagacéo e aspectos produtivos destas espécies.

Diversos motivos para evitar coleta indiscriminada de plantas medicinais podem
ser citados, como a existéncia de uma grande variabilidade quimica em material de uma
mesma espécie, quando ndo ha constancia na sua oferta, podendo ocorrer confusdes
com trocas de espécies botanicas, e ainda, a qualidade do material pode ser questionada.
Ha espécies intensamente coletadas que correm o risco de extin¢do, bem como, as areas
naturais em declinio com a perda de suas caracteristicas fitofisiondmicas, em vias da
legislacdo ambiental ndo obedecida. Enfim, toda uma situagdo que justifica o cultivo
dessas espécies. No entanto, ndo é o que ocorre, 0 extrativismo ainda é a forma mais
utilizada para obtencdo do material vegetal usado para fins medicamentosos (Ming et
al., 2003).

Uma alternativa tecnoldgica é a utilizacdo de ferramentas da biotecnologia que
permitem, por exemplo, obter plantas faceis de transportar sem preocupagfes com
introducdo de novas doengas ou ainda, conservar propagulos para melhoramento ou

recuperar espécies em vias de extingao.
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Este estudo fornece conhecimento a respeito da conservagdo ex situ destas
plantas e contribui para formac&o de cole¢des de germoplasma in vitro, que poderéo

principalmente servir de base para estudos de sele¢éo de gendtipos de interesse.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A espécie Ampelozizyphus amazonicus Ducke - Rhamnaceae

Ampelozizyphus € um género monoespecifico, originalmente descrito por Ducke
(1935), que o incluiu na tribo Zizypheae. Posteriormente, Suessenguth (1953) apud
Lima, (2006) considerando a morfologia do fruto, o transferiu para a tribo Rhamnaceae.
Mais recentemente, Richardson et al. (2000), estudando a filogenia da familia
Rhamnaceae, com base em sequenciamento molecular, propuseram a incluséo de uma
nova tribo nesta familia, a tribo Ampelozizypheae, para melhor posicionar este género.

Ampelozizyphus amazonicus Ducke, é uma espécie da familia Rhamnaceae, por
muito tempo considerada a unica espécie do género Ampelozizyphus (Paulino-Filho et
al., 1979). Porém estudos morfoldgicos recentes descreveram a espécie Ampelozizyphus
guaquirensis, uma nova espécie dentro do género que é endémica da cordilheira da
costa venezuelana. As espécies diferenciam-se no tipo de habito lianoso em A.
amazonicus e arborescente em A. guaquirensis, pela inflorescéncia pedunculada em A.
amazonicus e subséssil em A. guaquirensis, lobos do calice no fruto persistentes em A.
amazonicus e deciduos em A. guaquirensis, e a auséncia de nectarios na base das
laminas foliares em A. amazonicus e presenga em A. guaquirensis (Meier e Berry,
2008).

Além de saracura-mira, seu nome mais divulgado, esta liana ou arbusto
escandente €, também, denominada saracuramuira, cerveja-do-mato, cerveja-de-indio,
cervejeira, cervejinha e curupira-miré (Santos et al. 2005).

Ampelozizyphus amazonicus Ducke (Figura 1) é uma liana robusta, inerme e sem
gavinhas. O caule é cilindrico, estriado, de cor ferruginea com lenticelas acastanhadas.
As folhas sdo grandes, com disposicéao alternada, pecioladas, ovaladas a oblongas, e séo

coriaceas. A lamina foliar mede de 10 a 22 cm de comprimento e 6,2 a 11 cm de largura,
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sendo a base arredondada ou obtusa, com &pice agudo, margem inteira, revoluta, com
face adaxial glabra e abaxial pubérula a glabrescente, possui 3 (a 5) nervuras
proeminentes nas duas faces, partindo 0,3 a 0,5 cm da base. O peciolo 1,3 a 2,5 cm de
comprimento é cilindrico, sulcado ventralmente. As estipulas laterais, precocemente
deciduas. Possui inflorescéncias multifloras, de cor ferruginea, em tirsos laxos, axilares
ou terminais, com raque medindo de 42 a 50 cm comprimento. As bracteas folhosas,
medindo 2,7 a 6,3 cm de comprimento e 1,3 a 3,3 cm de largura, com peciolo 0,4 de 1
cm comprimento, pubérulas. As flores crassas, sao monoclinas, de 3 a 4 mm de
comprimento com pedicelo de 1 a 2 mm de comprimento e sépalas de 1,1 a 1,5 mm de
comprimento e 1,2 a 1,4 mm de largura. As pétalas cerca de 1,5 mm de comprimento,
conchiformes, unguiculadas, unhas laminares, longas, de 0,4 a 0,5 mm de comprimento.
Os estames cerca de 1 mm de comprimento, possui filetes crassos, achatados. As anteras
cerca de 0,3 mm de comprimento. O disco nectarifero é crasso, crenado e glabro. O
ovario é semi-infero, com trés carpelos, trés léculos e trés 6vulos, um em cada l6culo.
Possui 3 estiletes, crassos, curtos, livres apenas no éapice. Os estigmas sdo obtusos. Os
frutos capsulares sdo obovados, angulosos e glabros. Os frutos imaturos cerca de 2 cm
comprimento, pedicelo cerca de 0,5 cm comprimento. Sementes ovaladas, castanhas,
brilhantes, com 1,2 a 1,3 de largura com 1 cm de comprimento (Lima, 2006).

O caule de A. amazonicus com casca vermelha soltando-se em laminas, possui
um forte cheiro de salicilato de metila. A raiz é depurativa e o p6 das folhas € detersivo

e caustico (Silva, 1977).
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Figura 1: Ampelozizyphus amazonicus Ducke. (A) Plantula em mata de terra firme,
area de baixio. Fonte: A. F. Hidalgo, UFAM. Detalhe de ramos com flores: (B) Ramo de
saracura-mird de cor vermelha. Fonte: Flora da Reserva Ducke. (C) Ramo de saracura-
mira de cor branca. Fonte: A. Gentry, Missouri Botanical Garden. Em:
http://www.mobot.org

Ha poucos estudos sobre dados ecoldgicos de A. amazonicus. Um estudo
realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas com plantas
jovens coletadas relata que estas se mostraram intolerantes a mudanca brusca de
ambiente, como de floresta para viveiro. Porém, apds a aclimatacdo de mudas coletadas
em areas proximas as matrizes estudadas, as quais foram transplantadas para sacos de

polietileno e mantidas no ambiente natural da espécie, apresentaram sobrevivéncia de

90% (Hidalgo et al., 2005a).

2.1.1 Usos na medicina popular e estudos relacionados

A planta é utilizada pela populacdo amazbnica no combate a problemas
digestivos, diarréia (Rocha e Scarda, 2003) e resfriados, também como depurativo
(Ribeiro et al.,1999). E usada como estimulante, energética, “que aumenta a resisténcia”

de uso tradicional entre os indios e caboclos da regido do rio Negro e também em outras
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areas da Amazonia, incluindo alguns centros urbanos. O caule e a casca sdo usados
tanto para prevencdo da maléria quanto para tratar os sintomas da doenga (Milliken,
1997; Krettli, et al. 2001). De acordo com a populagéo ribeirinha, tem que ser feito
diariamente antes do banho, uma colher das raizes secas em um e meio copo de 4gua. A
infusdo da raiz da planta é chamada “cerveja” por causa da intensa espuma que produz
quando as raizes sdo agitadas na agua, esta possui alta quantidade de saponinas,
chegando a 10% do extrato aquoso de raizes (Krettli, et al. 2001). Desta forma
preparada, também € aplicada como um anti-séptico sobre feridas. O infuso de suas
raizes é usado popularmente no tratamento contra picada de cobra e na prevencdo da
malaria (Branddo, 1991), também no tratamento de picadas de insetos e como
depurativo (Ducke e Vazquez, 1994; Milliken, 1997).

No que se refere aos efeitos causados pelo uso de A. amazonicus, em estudo
realizado por Meyer (2002) foi observado que o tratamento cronico, durante 5 dias, com
0 extrato etanolico das raizes de A. amazonicus, o aumento do fluxo urinério em ratos
mantidos em gaiolas, indicando que esta planta possui substancias com atividade
diurética. Lima et al.(2003) investigou o efeito do extrato bruto de “cerveja de indio”
sobre a ingestéo de agua e fluxo urinario em ratos Wistar. Os resultados indicam que o
extrato bruto de “cerveja de indio” pode afetar a diurese por algum mecanismo ndo
relacionado & expansdo do volume extracelular resultante de um aumento na ingestdo de
agua. Além disso, A. amazonicus é popularmente usada para induzir diurese.

Das raizes de A. amazonicus ja foram isoladas saponinas triterpénicas bem como
outros compostos triterpénicos como Lupeol, acido betulinico, betulina, &cido melaleico
e acido diidroxilup-20(29)-em-28R—oico. Esses ultimos cinco compostos também sdo
amplamente distribuidos em outras plantas (Diniz, 2006).

Andrade-Neto et al. (2008) mostraram que o extrato das raizes da A. amazonicus
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é ativo contra os esporozoitas (forma infectante do agente etiolégico da maléria que sdo
protozoérios do género Plasmodium encontrados nas glandulas salivares do mosquito
vetor) do Plasmodium gallinaceum e/ou contra 0s protozoarios que se encontram nos
estagios iniciais do ciclo de vida parasitario, desenvolvido nas células do parénquima
hepético (esquizogonia tecidual). A. amazonicus reduziu o parasitismo tecidual em
galinhas inoculadas com o protozoario. Estas observacdes justificam o uso popular das
raizes dessa planta na profilaxia da malaria.

Outros estudos testaram a atividade antimaldrica de A. amazonicus sobre
esporozoitos isolados de P. gallinaceum, este experimentalmente infectado pelo
mosquito A. fluviatilis. Os esporozoitos isolados foram injetados em frangos
anteriormente tratados oralmente com “cerveja de indio” a 200 mL/kg do corpo, durante
5 a 8 dias. Os resultados mostraram que 0 extrato etandlico reduziu o parasitismo
tecidual em 67%, comparavel a primaquina (ndo testada) ou a sulfadiazina matando
formas exoeritraciticas (EE) (Ferrari 1997; Carvalho et al. 1997).

Lopez et al. (2001) verificou que 22 pg/mL do extrato das folhas de A.
amazonicus apresentou atividade contra HSV-1. Extratos metandlicos e aquosos de
folhas de A. amazonicus encontradas no Estado do Amazonas, apresentaram efeitos de
letalidade sobre larvas de Artemia franciscana na concentracdo teste de 500 pg/mL
tendo sido observado que ambos os extratos apresentaram 31% e 11% de letalidade,

respectivamente (Quignard et al., 2003).

2.2 A espécie Piper peltatum L. - Piperaceae
As espécies pertencentes & familia Piperaceae apresentam distribuicdo
pantropical (Joly, 1998; Figueiredo e Sazima, 2000). Nesta familia encontram-se plantas

de porte arbustivo, herbaceo ou arbéreo de mais de 3 m. O caule é articulado e nodoso,
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as folhas sdo inteiras, dorsiventrais, alternas, raramente opostas ou verticiladas,
pecioladas com estipulas (Hutchinson 1973).

As estimativas quanto ao nimero total de piperdceas variam desde 1.400 (Rorig
e Posser, 1991; Moreira et al., 1995) até 2.000 espécies (Tucker, 1972; Evans, 1996).
Com referéncia ao nimero de géneros da familia Piperaceae, conforme Yuncker (1972;
1973; 1975) a Flora Brasileira abriga 5 géneros, a saber: Ottonia Spreng., Peperomia
Ruiz e Pav., Piper L., Pothomorphe Mig. e Sarcorhachis Trel.. Entretanto, atualmente
por uma mudanca na classificacdo taxon6mica as espécies pertencentes ao género
Pothomorphe Miquel retornaram a anterior classificagdo no género Piper Linneu
(Wanke et. al, 2007).

Piper L. é descrito como arbusto, subarbusto ou arvoreta, com 1-10 m de altura,
ocasionalmente escandente. Caule comumente nodoso, com folhas alternadas; lamina
com base freqlientemente assimétrica, glabra ou pilosa, glandulifera, as vezes rugosa ou
bulada; peciolo comumente vaginado-sulcado na base ou até o é&pice, formando
expansdes aladas. Inflorescéncia em espiga, oposta as folhas. Flores densamente
congestas ou laxas; bractéolas glabras ou mais comumente pilosas ou fimbriadas; O
ndmero de estames varia entre 2 e 5, sendo o ovario glabro ou com tricomas, geralmente
com 3 estigmas, sésseis ou ndo. O fruto é séssil, de forma variavel e pericarpo pouco
espessado.

O género é amplamente distribuido em regides tropicais e temperadas de ambos
0os hemisférios (Ichaso et al. 1997, Guimardes e Giordano 2004). Com
aproximadamente 1000 espécies distribuidas pantropicalmente, o género Piper (Soltis et
al., 1999) apresenta alta diversidade de especies em forma de arbustos, ervas, cipos
sendo comuns em florestas de varzea imida. A maior diversidade de espécies de Piper

ocorre nos trépicos americanos (700 spp.), seguido pelo Sudeste da Asia (300 spp.), 0
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local de origem das espécies economicamente importantes Piper nigrum L. (pimenta
preta) e P. betle L. (betel vine). Os padrdes de distribuicdo das espécies de Piper
variam, desde localmente endémicas para ampla distribuicdo. Existem varias espécies
restritas a um centro de diversidade especifica (por exemplo, Andes, na América
Central) e outros ocorrem em toda a regido Neotropical ou Paleotropica. Piper é muitas
vezes um elemento dominante nas florestas tropicais de vegetacdo secundaria. Espécies
de Piper sdo de grande importancia ecoldgica e sdo consideradas "espécies-chave"
quanto a sua associacdo com morcegos frugivoros (Fleming, 1981, 1985; Bizerril e
Raw, 1998).

P. peltatum L. é uma espécie arbustiva que alcanca até 2 m de altura. As folhas
sdo peltadas, com peciolo entre 9 e 20 cm de comprimento, glabro e com bainha alada.
A lamina foliar é ovado-cordada ou arredondado-cordada, medindo entre 12-25 x 12-25
cm, com base aguda e dpice acuminado, provida de pontos translicidos, palmatiforme;
com 13-15 pares de nervuras. As espigas medem 5-10 cm de comprimento, cada uma
apresentando peddnculo entre 1 e 1,5 cm de comprimento, dispostas em pedunculo
comum, de 4-7 cm de comprimento, glabro. As bractéolas sdo peltadas e fimbriadas na
margem. A drupa possui forma obpiramidal-trigonal (Guimardes e Giordano, 2004)

(Figura 2).
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Figura 2: Planta Piper peltatum L. UFAM, Manaus, 2010.

No Brasil as espécies P. peltatum L. e P. umbellatum L. sdo conhecidas pelos
mesmos nomes populares e, em alguns casos, apresentam 0 mesmo uso na medicina
popular (Pinto, 2002).

Popularmente conhecida na Amazonia como caapeba, caapeba-do-norte, capeba-
verdadeira, capeba-branca (Braga, 1953; Van Den Berg, 1993). Em Cuba €é conhecida
como “caisimon”, em Porto Rico como “basquina”, no México como “mano de
zopilote” (Roig e Mesa, 1988) e no Peru é conhecida como “santa maria”

(Desmarchelier et al., 1996).

2.2.1 Usos na medicina popular e estudos relacionados

Praticamente todas as partes de P. peltatum sdo empregadas na medicina
tradicional, principalmente no preparo de chas, sucos (das folhas e raizes) ou emplasto,
usado como antiblenorragico, diurético, tonico, resolutivo, vermifugo, para combater
inflamacdes internas e externas, lenitivo para machucaduras e queimaduras (Van Den

Berg, 1993). As folhas frescas sdo Uteis para as dores hepaticas, quando cozidas e
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moidas sdo emolientes e empregadas como cataplasmas sobre tumores. S&o importantes
ainda no tratamento do herpes e erupcdes cutaneas; quando maceradas com azeite sao
aplicadas sobre ventre inflamado (Braga, 1953; Van Den Berg, 1993), as folhas e o0s
amentilhos frescos sdo diuréticos e anti-gonorréicos; toda a planta fornece suco que é
atil nas queimaduras (Correa, 1926; Gonzales et al, 1995).

A raiz de P. peltatum é estimulante e diurética, util para as obstru¢des do figado
(Correa, 1926; Roig y Mesa, 1988; Gonzales et al, 1995; Matos, 1997), afecc¢Ges do
baco (Correa, 1926; Gonzales et al, 1995; Matos, 1997), anti-gonorreica (Correa, 1926;
Gonzales et al, 1995), emenagoga, emoliente (Gonzales et al, 1995), e encerra um
principio ativo aromatico, ocre, estimulante do sistema linfatico, de efeito benéfico
contra a opilacdo e infarto de visceras abdominais. Também é usada em forma de
emplastos, contra dor de cabega e de estomago (Correa, 1926).

Nos paises da regido Amazonica P. peltatum é amplamente usada como agente
antiinflamatorio (De Feo, 1991; Di Stasi, et al., 1994; Desmarchelier et al., 1996); e no
tratamento externo de Ulceras no local das infecgdes (Desmarchelier, et al., 1995;
Desmarchelier, et al., 1996). Na América Central é empregada como emoliente na
inflamacéo dos testiculos e para tumores (Roig e Mesa, 1988).

Apesar de sua importancia comercial e medicinal, Piper recebeu apenas limitada
atengio cientifica. O género tem sido investigado principalmente na Asia, sendo as
espécies de Piper de ocorréncia na india bem analisadas (como P. nigrum, P. longum,
P. cubeba, P. betle e P. methysticum). No novo mundo, apenas algumas espécies de
Piper tém sido objeto de investigacdo em profundidade, incluindo o amplamente
distribuido Piper aduncum L., e também Piper hispidum Sw., Piper auritum HBK,
Piper peltatum L., Piper umbellatum L., e Piper amalago L. Existe pouca informagéo

sobre a fitoquimica e atividade bioldgica de espécies neotropicais, menos ainda se sabe
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sobre a diversidade genética das espécies (Wadt et al., 2004).

Em estudo da andlise dos 6leos volateis de espécies da familia Piperaceae
realizado por Mesquita et al. (2005) com combinacéo das técnicas de Cromatografia de
Fase Gasosa (CG) e de Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (CG/EM) foi constatado que a porcentagem de identificagdo dos constituintes
nas analises dos Oleos volateis de Piper aduncum, P. amalago, P. vicosanum, P.
submarginalum e P. umbellata atingiu valores superiores a 80%. Houve predominancia
de compostos de natureza sesquiterpénica nas composi¢des quimicas das espécies
analisadas, com excecdo de P. hispidum, P. submarginalum e P. vicosanum onde a
predominancia na composicdo foi de monoterpenos. Pelos dados apresentados
observou-se que, dentre 0os compostos majoritarios, os mais freqlientes, nas nove
espécies estudadas, foram B-pineno e espatulenol, seguidos por E-cariofileno, oxido de
cariofileno, germacreno D, a-pineno e limoneno. Pela primeira vez se relata a
composicao dos 6leos volateis de P. submarginalum e P. vicosanum.

Estudos tém demonstrado que diferentes extratos de folhas de P. peltatum
exercem in vitro significante atividade antioxidante contra radicais livres
(Desmarchelier et al., 1997a; Desmarchelier et al., 1997b). Desmarchelier et al., (2000)
verificaram que o extrato de folhas de P. peltatum exibe significante atividade
antiinflamatéria in vivo que sustenta o uso da planta na medicina tradicional de
populacdes do tropico Sul (regido Amazodnica) e da América Central. Os dimeros de 4-
NC (Peltatdis) isolados das folhas dessa mesma planta, mostraram atividade inibitoria
contra HIV-I (Gustafson et al., 1992) e citotoxidade contra células tumorais em
proliferacdo (Mongelli et al., 1999).

Alguns estudos verificaram atividade antimalérica de extratos de P. peltatum in

vivo e in vitro. Sala-Neto et al. (1992) por meio de uma nova metodologia, avaliaram a
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atividade de extratos aquosos das cascas, folhas e raizes de P. peltatum quando
administrados em ratos, apés 30 minutos, estes foram sangrados e o0s soros foram
adicionados a microculturas de Plasmodium falciparum, as quais apresentaram 49% de
inibicdo do parasita. Contudo, em estudos in vivo para atividade antimalarica de extratos
hexénicos e metandlicos realizados por Ferreira-da-Cruz et al. (2000), a mesma
atividade ndo foi observada contra uma linhagem de Plasmodium berghei por teste in
vivo em roedores.

Amorim et al. (1988) relataram eficécia antimalérica in vivo do tratamento oral e
subcultdneo com extratos etandlicos de folhas de P. umbellatum, embora o extrato de P.
peltatum ndo tenha a atividade detectada. Adami et al. (1998) relataram atividade
antimalérica in vitro de extratos hexanicos e metandlicos de folhas de P. peltatum e P.
umbellatum contra trés linhagens de Plasmodium falciparum, sendo os extratos
metandlicos mais ativos na inibi¢éo do crescimento do parasita.

Pinto (2002) em estudo fitoquimico e bioldgico de P. peltatum realizou
screening dos extratos da planta para atividade bioldgica associada ao estudo
fitoquimico do extrato da raiz de P. peltatum. Os extratos metandlico e etandlico da raiz
apresentaram letalidade para larvas de Artemia franciscana e atividade antitumoral na
inibicdo in vitro do crescimento de células de tumor de mama humano, de células de
tumor de pele e de células de tumor de cdlon humano. O extrato cloroférmico
apresentou letalidade para larvas de A. franciscana e de Aedes aegypti em 100% para
ambos, na concentracdo de 500 pg/mL. A fragdo cloroformica do extrato etandlico da
raiz apresentou letalidade para larvas de A. franciscana e A. aegypti bem como inibig&o
de células de tumor de mama e de pele, e o extrato aquoso da raiz apresentou inibigdo
do crescimento in vitro de formas sanguineas de Plasmodium falciparum. Nos extratos

etandlicos e metandlicos, foram detectados fendis, alcaldides e flavondides, dentre
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outras classes de substancias. Do extrato etandlico da raiz, o metabdlito 4-NC
apresentou atividade in vitro contra as larvas de A. franciscana (CL50 8 £ 1 ug.mL™),
letalidade as larvas de A. aegypti (CL50 26 + 3 pg.mL™), inibiu o crescimento de P.
falciparum (CL50 9 + 4 pg.mL™) in vitro, e apresentou atividade inibidora (CL50 25
ng.mL™) das linhagens de células tumorais (B16, HCT-8 e MCF-7). O diacetil 4-
nerolidicatecol mostrou-se letal para as larvas de A. franciscana (CL50 33 + 6 ug.mL™)
e ndo apresentou atividade para as trés linhagens de células tumorais (CL50 25 pg.mL"
1).

Barros et al. (2005) verificaram a toxicidade aguda e subcronica e do extrato
etandlico da raiz seca de P. umbellatum. O extrato foi administrado por via oral em
camundongos Swiss e ratos Wistar adultos e o potencial mutagénico foi avaliado. Os
resultados demonstraram que o extrato ndo € toxico. Valadares et al. (2007) avaliaram a
mutagenicidade e antimutagenicidade do extrato de raiz de P umbellatum e do 4-NC,
em células da medula 6ssea de camundongos utilizando o teste microndcleo.
Camundongos Swiss machos foram tratados por 4 dias com extratos de P umbellatum
(50, 100 ou 200 mg/kg/dia) ou 4-NC (50, 25 ou 12,5 mg / kg / dia) antes da exposi¢éo
com uma unica dose (200 mg / kg) de ciclofosfamida, 24 h ap6s o término do
tratamento. Os resultados demonstram que P umbellatum e 4-NC ndo apresentam
qualquer efeito mutagénico em células da medula 6ssea de camundongos, e mais
importante, houve um efeito protetor contra a genotoxicidade induzida por
ciclofosfamida. Devido a sua capacidade de prevenir danos cromossdmicos, com
aparente toxicidade e baixo custo, P umbellata ou 4-NC puro abrem um campo de
interesse sobre a sua possivel utilizacdo em aplicagOes clinicas.

Em estudo sobre a producdo de biomassa e de 4-NC em raizes de P. peltatum

Pinto et al. (2010) avaliaram plantas cultivadas ao longo de um ciclo de vida completo.
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As mudas foram produzidas em estufa e em seguida transplantadas. O peso seco das
partes da planta foi avaliado em intervalo de 60 dias ap6s o transplantio (DAT). Os
extratos foram preparados utilizando 1:1 etanol e cloroférmio com auxilio de ultra som.
O melhor rendimento de 4-NC por hectare foi obtido pela colheita entre 350 a 400
(DAT), com o rendimento médio de 27 kg /ha de 4-NC. As analises mostram também
que no momento da producdo méxima de biomassa de raizes aos 470 (DAT), houve uma
diminuicdo na produgdo de 4-NC (23,8 kg/ha), provavelmente devido ao inicio da
senescéncia.

Em estudo de semi-sintese de 4-NC realizado por Pinto et al. (2009) novos
derivados foram testados in vitro. Eteres Mono-O-Metil, O,0-Dibenzil e O,0-dibenzoil
inibiram o crescimento de linhagens de células tumorais humanas HCT-8 (carcinoma de
colon), SF-295 (sistema nervoso central), LH-60 (leucemia miel6ide humana) e
MDA/MB-435 (melanoma). Em geral, os derivados O,0O-dibenzil e O,0-dibenzoil
foram mais estaveis a luz, ar, pH e a temperatura ambiente que o precursor 4-NC. O
estudo forneceu pistas para o desenvolvimento de uma nova classe de antimalaricos
com propriedades quimicas e farmacoldgicas maiores.

O estudo da atividade citotoxica contra linhagens celulares de melanoma o 4-NC
apresentou atividade citotdxica para todas as linhagens de células de melanoma testadas
(ICso = 20-40 uM, 24 h para a linhagem de células tumorais; ICsop = 50 uM para
linhagem células de fibroblastos) associado a capacidade de induzir apoptose. Além
disso, esta é a primeira vez que o 4-NC é descrito como um inibidor de células
invasivas, principalmente devido a parada na fase G1 do ciclo celular e inibicdo da
atividade de MMP-2 (matriz de metaloproteinases) em linhagens de celulas de

melanoma (Brohem et al. 2009).
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2.3 Caracteristicas dos ecossistemas amazdnicos

Os ecossistemas amazOnicos apresentam as mais diversas caracteristicas de
relevo, solo e grande diversidade de animais, vegetais e microorganismos. A Amazonia
possui o equivalente 80% de sua cobertura primordialmente por formagdes florestais de
terra firme e de varzea (ou inundaveis) de acordo com MMA 2007, usando como base
para uma classificacdo priméria as caracteristicas de relevo (Pires e Prance, 1985). Na
classificagdo de vegetacdo proposta por Veloso et al. (1991) e utilizada no
RADAMBRASIL, a caracterizagdo do relevo é parte integrante da especificagdo das
formagdes vegetais, como aluviais, de terras baixas, submontana, montana e outras.

Estudos mostram que a heterogeneidade das condi¢fes do solo na Amazdnia é
frequentemente ligada a topografia e exerce uma notével influéncia sobre a composicéo,
a estrutura e os padrdes de diversidade da floresta (Lescure e Boulet, 1985; Pelissier et
al., 2001). A topografia da Amazdnia Central é fortemente correlacionada com a textura
do solo (Chaveul, et al., 1987), e estes fatores sdo os maiores condicionantes da
distribuicdo de espécies vegetais e da estrutura de suas comunidades, em escalas local e
regional (Sollins, 1988; Lieberman et al., 1985; Kubota et al., 2004).

A Floresta Ombroéfila Densa é dividida em cinco formacGes: altomontana,
montana, submontana, terras baixas e aluvial. Esta formagdo ocorre em climas tropicais
de alta temperatura com média de 25°C e de alta precipitacdo bem distribuida durante o
ano, variando de 0 a 60 dias secos. S80 mais exuberantes nas areas de clima tropical
chuvouso de floresta (Af), onde ndo ha estacdo seca, como no dominio da floresta
amazonica ocidental ou na mata atlantica de parte do litoral sudeste do Brasil. No
entanto, também estdo presentes em areas de influéncia do clima tropical de moncgao e
de climas temperados chuvosos quentes.

Na Amazdnia a Floresta Ombrofila Densa ocupa maior parte da bacia
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hidrogréafica do rio Amazonas, nos estados do Amazonas, Para, Acre, Amapa, Rondonia,
Roraima, Mato Grosso, Tocantins e Maranhdo, num area estimada de 1.762.700 km?
(Probio, 2007). Apresenta dossel de 30-40m, com arvores emergentes que podem chegar
até 60m, subdossel de 5-20 metros e submata com espécies arboreas e arbustivas de 2 a
5 metros (Rizzini, 1997). Ressaltam-se em sua flora a andiroba (Carapa guianensis), a
castanheira (Bertholettia excelsa), a sapucaia (Eschweilera grandiflora), o mogno
(Swietenia macrophylla), a seringueira (Hevea brasiliensis) a ucuuba (Virola
surinamensis), a macaranduba (Manilkara huberi), a sumaima (Ceiba pentandra), o
freijo (Cordia goeldiana), o pau-rosa (Aniba rosaeodora), a italba (Mezilarus itauba),
entre outras (Mantovani, 2003).

Inicialmente a denominacdo Floresta Ombrofila Aberta foi utilizada pelo Projeto
RADAMBRASIL para a vegetacdo de transicdo entre a floresta amazonica e as areas
extra amazonicas (Veloso, 1992). A principal caracteristica reside no gradiente climético
com mais de 60 dias secos por ano, referente ao clima tropical de mongéo, tipo Am,
com 2 a 4 meses de estagdo seca, e na presenca de quatro fisionomias especificas ou
fasciagBes, que alteram a fisionomia da Floresta Ombroéfila Densa, com formagfes de
clareiras ocupadas com palmeiras, cipds, bambus ou sororocas. O mapeamento
realizado pelo Probio (2007) constatou-se que as areas dessa floresta ocupam cerca de
884.681 km? no dominio da Amazonia e apenas 2.604 km? no dominio Mata Atlantica.

A Floresta Ombrofila Aberta Terras Baixas com palmeiras conforme IBGE
(1992) é uma formacéo vegetacional compreendida entre 4° latitude Norte e 16° latitude
Sul, em altitudes que variam de 5 até 100 m acima do nivel do mar, e segundo \eloso et
al. (1991) apresenta predominédncia da faciacdo com palmeiras. Esta formagdo é
caracterizada por feicdo mista de palmeiras e arvores latifoliadas, sempre verdes e bem

espacgadas, de altura irregular (entre 15 e 25m), com grupamentos de babagu e pataua,
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principalmente nos interflivios do Tercidrio. Nos vales de fundo chato, de
encharcamento constante ocorre concentragdo de buriti (Mauritia flexuosa), em
povoamentos puros (RADAMBRASIL, 1978). A formacéo de floresta com palmeiras
predomina nos terrenos areniticos do Cenozoico e do Terciario de toda a Amazonia.
Algumas palmeiras nessa formacéo indicam sitios arqueoldgicos e evidenciam o uso
intensivo e 0 manejo da &rea por sociedades indigenas no passado, é o caso do Inaja
(Maximiliana regia) do tucuma (Astrocaryum vulgare) e do caiaué (Elaeis olerifera)
(Morén, 1990)

Endémica da América do Sul a espécie Ampelozizyphus amazonicus, segundo
Lima (2006) esta distribuida na amazbnia brasileira, venezuelana, colombiana e
peruana, expandindo-se até o Equador. No Brasil, ocorre nos estados do Amazonas,
Pard e Roraima, sendo encontrada em florestas de terra firme. Em estudo botanico de
Hidalgo et al. (2005b) trata-se de um cipd lenhoso que ocorre em &rea de baixio em
florestas de terra firme onde a maior concentracdo de individuos é dentro do raio de
alcance da planta matriz. Possivelmente trata-se de espécie bianual cuja dispersdo de
sementes se da por gravidade ou pela 4gua. Suas plantulas apresentam ao longo do seu
desenvolvimento diferencas morfoldgicas na folha.

A espécie P. peltatum é nativa das regifes neotropicais, sua distribuicdo abrange
a América Central, Antilnas e América do Sul. De acordo com Correa (1926) é
originaria da Amaz6nia e no Brasil ocorre nos estados do Amazonas, Para, Maranhdo,
Ceard e Mato Grosso, e cresce como vegetacdo secundaria em lugares Umidos, com
altitudes inferiores a 1400 m, as vezes se encontra como pouco maledvel e invasiva

(Gonzales et al., 1995).
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2.4 Conservacao de recursos genéticos de plantas

A conservagdo da biodiversidade constitui um componente essencial para o
desenvolvimento sustentavel e para a propria manutengdo da diversidade genética das
espécies com importancia socio-econbmica atual e potencial (Ministério do Meio
Ambiente, MMA, 2009). As principais ameacas & biodiversidade global sdo, em
primeiro lugar, a perda de habitats (resultante da expanséo de terras cultivaveis, cidades
e estradas), seguida pela introducéo de espécies exoticas. Os habitats podem ser ainda
danificados pelas cheias, falta de &gua, alteracbes do clima, e outras variacdes
ambientais, quer sejam de causas naturais ou provocadas pela intervengdo do homem
(Federagdo Europeia de Biotecnologia, 2001). A perda de biodiversidade pode ser
medida pela perda de espécies individuais, grupos de espécies ou pela diminuigdo do
nimero de organismos. Como resultado, a alta taxa de erosao dos recursos geneéticos,
aliada a perda de componentes da biodiversidade tem levado Vvérios paises a realizarem
pesquisas voltadas a conservacdo dos recursos biolégicos de acordo com 0 MMA.

O termo conservagdo atualmente é usado para designar um conjunto de politicas
e programas para o resgate, armazenamento e a disponibilizacdo de recursos genéticos
(Hamann, 1985). Conforme definido por Valois et al, (1996) a conservagéo de recursos
genéticos vegetais é 0 armazenamento e a guarda do germoplasma em condices ideais
permitindo a manutengdo de sua integridade. E o germoplasma é um arquivo vivo da
hereditariedade, a qual é transmitida de uma geracdo para outra atraves de células
reprodutivas.

A conservagdo se baseia na conservacdo in situ e ex situ do germoplasma.
Segundo Withers e Williams (1998), a conservagdo in situ refere-se a manutencdo das
espécies selecionadas no seu habitat natural. J4 a conservagdo ex situ baseia-se na

conservacdo de espécies vegetais fora do seu ambiente natural, através de colecdes de
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plantas no campo (conservagdo in vivo), em camaras de conservagdo (-20 °C ou
criopreservagao), ou em colegdes in vitro.

O termo ‘Banco de germoplasma’ é usado para designar a unidade conservadora
de material genético de uso imediato ou com potencial de uso futuro, onde ndo ocorre o
descarte de acessos, 0 que os diferencia das "colecdes de trabalho", que sdo aquelas em
que se elimina o que ndo interessa ao melhoramento genético (Programa Biota, 2010).

A implementagéo de bancos de germoplasma "ex situ" através de colegBes "in
vivo" (plantas, sementes) é de grande importancia no tocante a pesquisa e preservacdo
da biodiversidade. Através dele podemos conservar e multiplicar gendtipos elite
(possuidores de principios ativos em quantidades elevadas, caracteristicas agronémicas
favordveis como rebrota, resisténcia a pragas e doencas, biomassa, resisténcia a stress
climéticos) de plantas potenciais em extin¢do, bem como fornecer material vegetal tanto
para pesquisa, como para 0 melhoramento e cultivo possibilitando a reposigdo de
espécies extintas ou em vias de extingdo (Withers e Williams, 1998).

Estudos que contribuam para o conhecimento sobre as &reas de ocorréncia,
producdo, conservacdo e manutengdo de plantas e sementes, viabilizando a
implementacdo de bancos de germoplasma sdo importantes ante a necessidade de
conhecimento prévio sobre as espécies selecionadas, perante fatores como o potencial
econdmico, alteragdes nas regides de ocorréncia e a presséo do extrativismo que cercam
as espécies medicinais. Esta atividade, embora em fase inicial, vem sendo executada
pela Embrapa com algumas espécies do género Piper, como a P. hispidinervium e a P.
aduncum (Silva, 2010). Até 0 momento, a Unica forma de conservacdo de germoplasma
de P. aduncum e P. hispidinervum é pela conservagdo de colecBes em bancos de

germoplasma mantidos em campo (Shorupa e Vieira, 2005).
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2.5 Cultura de tecidos vegetais

A conservacdo de plantas in vitro se baseia no cultivo das colegdes em
laboratorio, a partir das técnicas de cultura de tecidos (George, 1993). Técnicas de
cultura de células e tecidos de plantas in vitro sdo potentes ferramentas para a
propagacdo de espécies de interesse econdmico uma vez que, além da possibilidade de
produgéo de um grande nimero de mudas conforme a demanda do mercado, as plantas
obtidas estardo livres de bactérias, fungos e virus (Langhans et al., 1977). Na
biotecnologia vegetal, o dominio da cultura de tecidos (ou cultura de células) de plantas
in vitro teve importancia crucial. A cultura in vitro compreende a cultura de células,
tecidos ou 6rgdos, em condigdes assépticas em meios de cultura artificiais (Oliveira,
2000).

A atividade da cultura de tecidos tem na técnica de micropropagacao a aplicacéo
mais préatica e amplamente empregada. A micropropagacdo ou propagacao vegetativa in
vitro consiste na selecdo do explante, isolamento e desinfestacdo do explante em camara
asséptica, inoculagdo e cultura em meio nutritivo. Esta técnica pode ser empregada na
regeneracdo de plantas in vitro a partir de meristemas, gemas apicais, gemas axilares e
segmentos nodais via organogénese direta e, a partir de calos e embries via
embriogénese somatica (Grattapaglia e Machado, 1998).

No Brasil, a aplicagdo comercial da micropropagagdo é relativamente recente,
sendo que em 1998 poucas empresas atuavam na &rea, haviam poucos laboratorios
instalados junto a viveiros, com excecdo de algumas poucas empresas que produziam
orquideas e empresas reflorestadoras, as quais realizavam apenas a micropropagacao de
arvores selecionadas (Grattapaglia e Machado, 1998). Atualmente, a aplicacdo
comercial da micropropagacgao no Brasil € mais abrangente, principalmente nas reas de

horticultura e fruticultura. S&o inumeros o0s estudos voltados para obtencdo de
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protocolos de espécies frutiferas, tais como Musa sp. (Kodym e Zapata-Arias, 2001),
Citrus sp. (Moura et al., 2001) e Ananas sp. (Barboza et al., 2004).

Em termos gerais, plantas micropropagadas séo de qualidade superior, faceis de
transportar para diversos paises, sem preocupacfes com introducdo de novas doengas ou
ainda, espécies em vias de extincdo podem ser recuperadas (Oliveira 2000). As
potencialidades das técnicas de cultura de tecidos tém sido abrangentes também na
producdo de um grande nimero de plantas medicinais de interesse da industria de
medicamentos. Diversos protocolos de micropropagagdo foram obtidos para as mais
diferentes espécies de plantas medicinais tais como Zingiber officinale (Rout e Das,
1997), Z. spectabile (Faria e Illg, 1995), Psoralea corylifolia (Saxena et al., 1998),
Hypericum perforatum, Echinacea angustifdlia, Piper mesthyticum (Smith et al., 2002),
Pilocarpus microphyllus (Saba et al., 2002), Pfaffia glomerata (Nicoloso e Erig, 2002),
Egletes viscosa (Diniz et al., 2003).

Segundo Rout et al. (2000) a micropropagagédo de plantas medicinais tem sido
obtida por répida proliferacdo de gemas e brotos axilares cultivados. S&o relatados
vérios fatores que influenciam o sucesso da propagacéo in vitro de diferentes plantas
medicinais e, neste sentido, seria imprudente definir alguma razéo particular para o
sucesso da micropropagacédo de plantas medicinais em geral. Os fatores que influenciam
a micropropagacdo de plantas medicinais e aromaticas sdo bem revisados por
Murashige (1977), Hussey (1983), Hu e Wang (1983), Bhagyalakshmi e Singh (1988), e

Short e Roberts (1991).

2.5.1 Regeneracdo de plantas via organogénese

A organogénese direta é a formagéo de dérgdos diretamente dos explantes tais

como meristemas, gemas axilares, segmentos de folhas e segmentos nodais. Estes
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explantes sdo isolados, desinfestados e inoculados em meio de cultivo contendo
giberelina e/ou citocinina ocasionando a quebra da dominancia apical e a multiplicacéo
de partes aéreas. Mas, se a espécie a ser micropropagada apresentar naturalmente uma
grande capacidade de formacdo de folhas e rapido alongamento do caule, podem ser
obtidas boas taxas de multiplicacdo pela simples sec¢do do caule em diversos
segmentos nodais, cada um contendo uma gema axilar (Grattapaglia e Machado, 1998).

Nas fases de iniciagéo e estabelecimento da cultura in vitro alguns fatores sdo
importantes, tais como: a sele¢do da planta-matriz, onde o estado fisioldgico tem grande
influéncia no posterior comportamento das culturas; a selecdo do explante a ser
utilizado, onde deve ser considerado o nivel de diferencia¢do do tecido a ser utilizado e
a finalidade da micropropagacéo, e, a desinfestagdo cuja dificuldade reside em se obter
tecido descontaminado sem leva-lo a morte (Grattapaglia e Machado, 1998).

O isolamento do explante e a inoculagdo em meio nutritivo séo fases importantes
j& que deve ser realizada em cdmara de fluxo laminar. Os explantes devem ser cortados
rapidamente e com grande preciséo, alguns cuidados devem ser tomados com a relagéo
a desidratacdo dos tecidos na hora da manipulagdo. A escolha do meio deve ser de
acordo com o tipo e idade do explante a ser inoculado. Diversas formulagdes de meios
béasicos tém sido utilizadas no inicio do cultivo, dentre estas, 0 meio de MS (Murashige
e Skoog, 1962) e suas modificagdes tém apresentado bons resultados (Grattapaglia e
Machado, 1998).

Nas plantas, os brotos axilares ndo se desenvolvem por causa do efeito de
dominancia do meristema apical que limita o crescimento das gemas axilares logo
abaixo. Esta dominéancia é regida pelo balango de fitohormdnios, principalmente a acéo
das auxinas em pontos distintos da planta. Portanto, na cultura de tecidos, o0s

reguladores de crescimento adicionados ao meio modificam as relagbes hormonais do
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explante, fazendo com que os meristemas adventicios e axilares sejam induzidos
(Echeverrigaray et al., 2001).

A diferenciacéo de 6rgdos em plantas € regulada pela interacéo de dois tipos de
horménios, as auxinas e citocininas. Uma relacdo elevada em favor da citocinina
promove, em geral, formacdo de brotos, enquanto uma relacdo elevada da auxina
favorece a diferenciacdo de raizes. Contudo, isto ndo significa que, na multiplicacéo in
vitro, seja necessaria a adicdo dos dois reguladores de crescimento, ja que a adigdo de
horménios exdgenos depende fundamentalmente dos niveis de horménios enddgenos.
Simultaneamente, quando um regulador exdgeno é adicionado, a planta responde
compensando este aumento pelo incremento da concentragdo de hormdnios end6genos
(George, 1993).

Em estudo de propagacgdo vegetativa de Piper peltatum L. que avaliou o efeito
dos reguladores de crescimento 6-benzilaminopurina e 3-4cido indolacético em folhas e
microestacas, os resultados mostraram que a adigdo de BAP ao meio de cultura de MS
foi significativa na regeneragdo de brotos. A morfogénese foi por organogénese direta
formando gemas e brotos adventicios de diferentes tamanhos. A adigdo de AIA ao meio
de cultura MS resultou em vaérias respostas morfogenéticas no cultivo de folhas, estas

regeneraram, raizes, gemas, e brotos adventicios (Schwertner, 2008).

2.6 Técnicas de conservagao in vitro

A manutencdo de colegdes in vitro tem sido considerada como um método
alternativo a conservacdo de germoplasma, especialmente para espécies propagadas
vegetativamente (Roca et al., 1991). Com o objetivo de reduzir ou até suprimir o

crescimento das células e tecidos, o processo de preservacao in vitro apresenta diversas

vantagens sobre o processo de conservagdo de germoplasma no campo, e dentre elas
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destacam-se: a necessidade de menor espacgo para ocupagdo do material; manutencéo de
material vegetal livre de patdgenos; disponibilidade de material para ser imediatamente
propagado, além da reducdo dos custos financeiros, entre outros (Dorion et al., 1991).
Entre as técnicas mais utilizadas para reduzir o crescimento in vitro e, desta
forma, estender o intervalo entre os subcultivos, encontra-se a redugdo da temperatura
de incubacéo e a aplicacdo de retardantes osmoticos e hormonais ao meio nutritivo

(Conceicao et al., 1998; Martin et al., 1998; Golmirzaie e Toledo, 1999).

2.7.1 Conservacdo sob sistemas de crescimento lento

Os sistemas de crescimento lento caracterizam-se pela redugéo do metabolismo
celular retardando o desenvolvimento da planta e aumentando substancialmente o
intervalo entre os subcultivos, sem a perda da viabilidade (Whiters e Williams, 1998).
Diversas estratégias sdo usadas na montagem desses sistemas que se baseiam na
modificagdo das condigdes ambientais, incluindo a redugdo da temperatura,
luminosidade e oxigénio e/ou modificagdes na constituicdo do meio de cultura pela
adicdo de reguladores quimicos e osmaticos (Whiters e Williams,1998; Mansur et al.,
2009).

A reducdo da temperatura € amplamente utilizada para o armazenamento in vitro
em espécies tolerantes ao frio. A planta é armazenada em condi¢des de temperatura que
variam de 8 a 20 °C, este procedimento também pode ser associado a reducdo da
luminosidade ou & adi¢do de reguladores osmdticos ao meio de cultura. Entretanto, em
espécies tropicais sensiveis a grandes variacdes de temperatura, 0 armazenamento
abaixo de 15 °C pode provocar alteracbes no metabolismo das proteinas e na
composicéo e funcionamento das membranas, inviabilizando a recuperagdo das plantas

(Engelmann, 1991).
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Embora ndo haja procedimento padrdo para todos os genétipos de todas as
espécies, 0s sucessos obtidos tém sido animadores, e serd possivel desenvolver um
método adequado de crescimento lento para uma nova espécie que exija menos
manipulagdo (Withers e Williams, 1998).

A baixa temperatura como alternativa para armazenamento in vitro de células e
6rgdos de plantas tem sido aplicada amplamente e com sucesso em kiwi (Monette,
1986), maca, péra, ameixa e cereja (Wilkins et al., 1988), uva, morango, batata (Dodds
e Roberts, 1993), beterraba, batata-doce, mandioca, varias forrageiras (Souza, 1988),
abacaxi (Zee e Munekata, 1992) e brocolis (Kubota et al., 1996).

Outra estratégia de crescimento lento amplamente usada é a adicdo de
reguladores osmoticos na composicdo do meio de cultura. As substancias
osmorreguladoras mais conhecidas por serem eficazes na cultura de tecidos sdo: o
manitol, o sorbitol e as altas concentragdes de sacarose.

O manitol apresenta um efeito retardante no crescimento e desenvolvimento de
algumas espécies. Poucos estudos foram realizados com utilizacdo de manitol na
conservacdo de espécies lenhosas. Em estudo de conservacdo de mangabeira
(Hancornia speciosa), as microestacas cultivadas em meio de cultura adicionado de
manitol (15 a 20 mg.L™) apresentaram menor abscisdo foliar e maior abscisdo foram
observadas em microestacas cultivadas em meio na auséncia de manitol. Os resultados
indicam a inibicdo do metabolismo do etileno contribuindo para a manutengéo de folhas
nas microestacas e, consequentemente, sua conservagéo in vitro (Ledo et al. 2009).

Estudos de conservagdo de espécies semi-lenhosas ou herbdceas sdo mais
frequentes. Moreira (2008) conservou com eficiéncia sob crescimento lento, plantas de
Aechmea fasciata e Aechmea miniata, adicionando manitol ao meio de cultura.

Igualmente, a conservagdo in vitro de plantas de Aechmea multiflora em meio
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adicionado de manitol 15 mg.L™ foi eficiente para a conservacao por um periodo de 360
dias (Rocha et al., 2009). Negash et al. (2001) obtiveram eficiente conservagédo de
germoplasma de banana sob 15 °C associada a incorporacdo de manitol ao meio de
cultura por um periodo de até seis meses. A conservacdo de Podophyllum peltatum
também foi possivel com a utilizagdo do manitol (Lata et al. 2009).

Fortes e Scherwinski-Pereira (2001), verificaram o efeito do manitol, sacarose e
do acido salicilico (AS) na preservacdo invitro da batata (Solanum tuberosum L.),
cultivar Macaca. O uso de manitol, associado as concentragdes a partir de 30 mg.L™"
de AS, proporcionou menor crescimento e formacdo de gemas nas hastes. No meio
suplementado com sacarose, a sobrevivéncia e o nimero de microtubérculos foram
maiores, independentemente das concentracdes de AS utilizadas, ap6s nove meses de
cultivo. Conforme os autores, os cultivos séo sujeitos a uma desaceleragdo no seu
crescimento, devido a um estresse osmatico causado pela reducéo na absorgéo de agua e
nutrientes do meio. E quando este carboidrato € combinado a algum inibidor de
crescimento, como o &cido salicilico (AS) sdo obtidos resultados superiores (Bhat e
Chandel, 1993; Lopes-Delgado et al., 1998).

Nas duas ultimas décadas, o AS tem recebido muita atencdo devido a sua
participacdo nos mecanismos de defesa das plantas em resposta aos estresses bidticos e
abidticos. Esses mecanismos de defesa incluem o estabelecimento da aquisicdo de
resisténcia sistémica (SAR) (Métraux et al., 1990), relacionado a inducéo de proteinas
de resposta a patogenicidade (Malamy et al., 1990), por células com reagdo de
hipersensibilidade que promovem a aquisicdo da resisténcia (Horvath et al., 2007).
Também foi demonstrado o efeito protetor do AS contra diversos fatores de estresse
abidticos, tais como: metais toxicos (Strobel e Kuc, 1995), estresse térmico (Dat et al.,

1998), baixa temperatura (Janda et al., 1999; Mora-Herrera et al., 2005), e aos danos
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oxidativos (Strobel e Kuc, 1995; Kusumi et al., 2006).

Sakhanokho e Kelley (2009) a fim de melhorar a regeneragdo in vitro de
Hibiscus, bem como induzir a tolerdncia a estresses abioticos nas plantas propagadas,
utilizaram o AS adicionado ao meio de cultura. Foram avaliados os efeitos das
diferentes concentragdes de AS (0, 0,5 e 1 mM) sobre &pices in vitro de H. moscheutos
cv 'Luna Vermelho' e H. acetosella, cultivados sob diferentes concentracGes de sal
(NaCl) (0, 175 e 200 mM). As variaveis monitoradas foram: altura da parte aérea,
nimero de brotos, formacdo de raizes, comprimento radicular, taxa de sobrevivéncia das
plantas e o acimulo da prolina. A aplicagdo exdgena de AS a 0,5 mM teve um efeito
benéfico sobre todos os pardmetros em ambas as espécies, sob condicdes salinas e ndo
salina. Os autores verificaram que H. moscheutos foi mais tolerante ao sal do que H.
acetosella, e que o AS pode ser usado para melhorar a regeneragéo in vitro e tolerancia
ao sal nessas duas espécies. Além disso, a regeneracdo in vitro e sistema de
rastreamento de tolerancia a salinidade pela dosagem da prolina pode ser incorporado na
criacdo de um programa de triagem inicial rapida, obtendo uma melhor avaliacdo e
eventual desenvolvimento de Hibiscus tolerantes ao sal.

A influéncia do sorbitol na conservagdo de gemas laterais de maracujazeiro
Passiflora giberti, foi verificada por Faria et al. (2006). O estudo demonstrou que o
sorbitol foi eficiente na conservagdo de germoplasma da espécie quando 0s materiais
propagativos foram cultivadas na presenca de 40 g.L™* do regulador osmotico,
apresentando de maneira geral, menor altura de brotos, nimero de folhas e nimero de

raizes.

2.7 Conservacao de sementes a longo prazo

Para a maioria das espécies de plantas superiores a forma mais comum de
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conservacdo de germoplasma é a partir de sementes (Santos, 2000). Para estes fins é
necessario considerar a classificacdo de Roberts (1973) que relaciona os aspectos da
tolerancia a dessecacdo e temperaturas de conservacdo. Conforme a classificacéo,
sementes ortodoxas séo as que apresentam tolerancia & dessecagdo (5 % de umidade) e a
conservagdo em temperaturas subzero (-18 °C) e, podem ser conservadas por longo
prazo, quando submetidas a tais condigdes. S&o classificadas como sementes
recalcitrantes as que apresentam sensibilidade a diminui¢do do teor de agua, estas
podem morrer, caso a umidade seja reduzida abaixo do ponto critico. E geralmente
sementes com comportamento recalcitrante também séo intolerantes a diminuigdo da
temperatura. Na conservagdo de germoplasma dessas espécies, outras metodologias sdo
recomendadas, como a conservagdo em campo, conservagdo in vitro e a
criopreservacdo. Existe ainda a classe de sementes intermediarias, estas podem tolerar
desidratacdo em niveis relativamente baixos de teor de umidade, mas sdo danificadas
por exposicao a temperaturas abaixo de zero quando estdo secas.

O conhecimento do comportamento fisiol6gico das sementes considerando a
classificacdo das espécies em ortodoxa, recalcitrante ou intermediéria é, portanto, de
extrema importancia para a definicdo da estratégia de conservacdo (Melo; Eira, 1995;
Eiraetal., 1992).

Para a conservagdo de uma espécie ndo ortodoxa é necessario o estudo de
metodologias alternativas. As técnicas de conservacdo in vitro e/ou criopreservacdo séo
técnicas que podem ser utilizadas com sucesso como alternativas para a conservagao a
curto, médio e longo prazo, respectivamente, para espéecies que nao toleram diminuicéo
da umidade e da temperatura de conservagao (Villalobos et al., 1991).

Vérias outras espécies de plantas necessitam de procedimentos de conservacéo

alternativos. Este é o caso de espécies que se propagam exclusivamente por propagagao
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vegetativa, devido a algumas caracteristicas peculiares: a) ndo produzem sementes
vidveis; b) apresentam intensa heterozigosidade ou elevada segregagdo, o que pode
resultar na expressdo de caracteres indesejaveis na populagdo; c) sdo espécies arbdreas
de grande porte que demoram muitos anos para passar do estagio juvenil para o estagio
adulto reprodutivo. No caso destas espécies é mais apropriado conservar outro
propagulo que ndo a semente (Santos, 2000).

A viabilidade e a longevidade s&o outros aspectos determinantes para a
conservacdo de germoplasma a longo prazo os quais, devem ser considerados na
conservacdo de sementes (Silva et al. 2007). A viabilidade corresponde a condi¢do em
que a semente permanece viva ou viavel, mantendo sua integridade fisioldgica,
bioquimica, biofisica e sua capacidade de germinar e gerar uma planta normal e
vigorosa. A longevidade refere-se ao periodo de tempo durante o qual a semente
conserva sua viabilidade em condigdes ambientais.

De maneira geral, a temperatura de armazenamento e o contetdo de umidade da
semente sdo os fatores mais relevantes para a manutengdo da viabilidade e da
longevidade das sementes armazenadas (Silva et al., 2007). Para a conservagdo do
germoplasma a partir de semente por longos periodos, o grau de umidade é reduzido a
teores em torno de 3% a 7%, sendo finalmente armazenadas em camaras com
temperatura sub-zero variando entre -18 °C a -20 °C (Wetzel, 2007).

O alto grau de umidade das sementes é uma das principais causas da perda do
poder germinativo durante o armazenamento, desta forma a reducéo do teor de umidade
das sementes é fundamental para a conservagdo a longo prazo. Este procedimento
ocasiona a diminuicdo da taxa respiratoria e impossibilita a acdo de microorganismos, e
conseqiientemente, diminui a velocidade de deterioragdo (Garcia et al., 2008). Cada

espécie tem um ponto Otimo de umidade para armazenamento, possivelmente,
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relacionado & composicdo quimica dos materiais de reserva. Além do contetido de agua,
a temperatura é outro fator muito importante na preservacao da viabilidade das sementes
durante o armazenamento. E possivel reduzir a atividade das enzimas envolvidas no
processo respiratério com a manutencdo da baixa temperatura. Portanto a viabilidade
das sementes serd prolongada, fato que a atividade enzimatica é a principal responsavel
pela perda da viabilidade das sementes durante o armazenamento (Barbedo; Marcos
Filho, 1998).

No Brasil as principais espécies conservadas em banco de germoplasma-semente
a longo prazo séo aquelas utilizadas na alimentagdo humana. Silva et al. (2007) listam a
cevada, o feijdo, o arroz, a soja, o trigo, 0 sorgo, e 0 milho como as principais culturas
mantidas nesste tipo de bancos de germoplasma situados no Brasil. A conservagéo a
longo prazo de sementes ornamentais, medicinais e aromaticas ainda é insipiente.
Entretanto, sdo realizados estudos que procuram conhecer as condigbes de
armazenamento adequado para sementes de Piper aduncum e P. hispidinervium (Silva,

2010).

2.7.1 Criopreservagédo de sementes

A criopreservagdo é a conservacdo de material bioldgico a temperaturas
extremamente baixas, em geral em nitrogénio liquido (-196°C). A esta temperatura,
reagbes metabolicas e deterioracdo bioldgica ocorrem muito lentamente ou s&o
completamente suspensas, nestas condi¢Oes, 0 material vegetal pode ser conservado por
longos periodos de tempo (Engelmann, 2004). Nessas condicdes, teoricamente, a
criopreservacdo permite conservar materiais bioldgicos por periodos ilimitados de
tempo (Shibli et al., 2006), com a vantagem adicional de requerer pouco espaco fisico

as culturas sdo protegidas e contra contaminagdo microbiana e o trabalho e custos com a
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manuten¢do sdo minimos. Withers e Williams (1998) destacam que o Unico dispéndio
necessario durante a criopreservagdo € o reabastecimento dos tanques com nitrogénio
liquido.

Entre as vérias partes das plantas que podem ser criopreservadas, incluem-se
sementes, grdos de pélen, embrides zigbticos e somaticos, raizes, bulbos tubérculos,
gemas, calos, células em suspenséo e apices meristematicos (Carvalho, 2006; Mansur et
al. 2009). Entretanto, h4 a necessidade de adequar protocolos especificos de
armazenamento para cada tipo de material vegetativo a ser criopreservado.

A maioria dos explantes apresenta uma grande quantidade de agua intracelular, e
uma das etapas criticas do processo de criopreservacdo é a determinacéo do teor 6timo
de &gua. Conforme Lopes, (2005) teores elevados propiciam a formagdo de cristais de
gelo no interior da célula. A formagdo de gelo no meio intracelular causa ruptura do
sistema de membranas celulares, resultando em perda da semipermeabilidade e da
compartimentagéo celular, com consequiente morte celular (Santos, 2001). Em contraste
teores muito baixos de &gua intracelular levam & dessecagdo excessiva, que pode
ocasionar morte celular, devido & exposicéo aos efeitos nocivos da alta concentracéo de
eletrolitos celulares. Segundo Mansur et al. (2009) a remocéo da &gua intracelular pode
ser induzida pelo congelamento, pela exposicdo a substancias altamente concentradas,
por dessecacdo através de corretes de ar ou exposicéo a silica gel.

Atualmente sdo utilizados dois tipos de protocolos para a criopreservagdo. O
meétodo classico requer o controle da velocidade do congelamento, que ocorre
lentamente até a temperatura pré-definida seguido pela imersdo em Nitrogénio Liquido
(NL). Em contraste, a metodologia contemporénea permite o congelamento
rapidamente, através do uso de crioprotetores (Gonzalez-Arnao et al., 2008). No

protocolo baseado na metodologia cléssica, o congelamento é realizado em duas etapas.
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Na primeira etapa, a velocidade de congelamento é programada (0,5 - 2,0 °C/min ™)
para valores proximos de -40 °C, usando um congelador programével. J& na segunda
etapa € feito a imersdo direta do material em NL (Engelmann, 1997). Dessa forma
ocorre uma desidratagdo induzida por congelamento.

A progressdo das etapas do congelamento lento permite a difusdo da &gua do
interior da célula supercongelada para o meio extracelular, devido a diferenca de
pressdo de vapor de &agua, que é maior dentro da célula do que nos espacos
intercelulares, onde entéo, a 4gua é convertida em gelo na superficie das células ou entre
0 protoplasto e a parede celular. Dessa maneira a célula desidrata-se, reduzindo os
teores de 4gua a um minimo ou removendo complemente a &gua, evitando assim a
formacé&o de cristais de gelo em seu interior (Molina et al., 2006).

Entretanto durante o congelamento lento deve-se evitar a desidratacdo celular
excessiva, uma vez que, se o congelamento ocorrer rapidamente, a desidratagdo por
congelamento pode ndo ocorrer. Nesta condi¢do o contetido celular continua a se super-
resfriar e a 4gua contida no interior da célula congela-se, levando ao aparecimento de
cristais de gelo, os quais podem causar injdrias mecanicas as células, principalmente ao
sistema de membranas (Engelmann, 1997).

A metodologia de criopreservacdo usada atualmente € baseada no congelamento
passando por um processo chamado de vitrificagdo. A vitrificagdo pode ser definida
como a transicdo da &gua da fase liquida para uma fase amorfa ou vitrea, evitando a
formacéo de cristais de gelo (Fahy et al. 1984 apud Santos, 2000; Engelmann, 2004;
Mansur et al. 2009).

De acordo com Santos (2001), a vitrificagdo do citoplasma pode ser obtida por
meio da desidratacdo dos tecidos para um teor de umidade em que néo exista agua livre

para a cristalizacdo, antes de mergulhé-lo em nitrogénio liquido. Desta forma, a solugéo
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celular torna-se muito concentrada e pode passar pela transicdo de vitrificagdo quando
uma velocidade de congelamento apropriada é utilizada. Assim, a formacéo de gelo
intracelular durante a exposicdo a -196 °C € evitada.

No processo de vitrificagdo a agua intracelular é removida colocando-se o
material vegetal em contato com substancias altamente concentradas, denominados de
crioprotetores, seguido da imersdo direta em nitrogénio liquido (Charoensub et al.,
2003). A substancia crioprotetora atua como agente capaz de remover a agua
intracelular, tanto na passagem do estado liquido para o estado vitreo, prevenindo a
formacé&o de cristais de gelo, durante o armazenamento em NL (Johari et al., 2009).

A solucdo de vitrificagcdo para plantas, denominado de PVS2 desenvolvida por
Sakai et al., (1990) é o principal crioprotetor utilizado e sua formulagdo original
compde-se pelo glicerol, etileno glicol, DMSO e sacarose. Embora o uso de
crioprotetores tenha efeitos benéficos, o tempo de contato do tecido vegetal com a
solucdo de vitrificagdo é um ponto critico para a sobrevivéncia do material
criopreservado, ja que estas solu¢des podem causar toxicidade (Shibli et al., 2006).
Contudo o estado vitreo protege a célula do efeito nocivo da perda de &gua, da
cristalizagdo de sais e proteinas no citoplasma, atribui protecéo contra mudancas no pH
a medida que a agua é removida, e previne de um colapso celular durante extensiva

perda de 4gua (Santos, 2000).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Localizar e georeferenciar &reas de ocorréncia de populacBes naturais de
Ampelozizyphus amazonicus Ducke e Piper peltatum L. ao longo do Rio Amazonas e

avaliar a conservagao ex situ nos sistemas de cultivo in vitro e criopreservagéo.

3.2 Objetivos Especificos

Localizar, georeferenciar e avaliar por meio de bases de dados as condigdes
ambientais de populagbes naturais de Ampelozizyphus amazonicus Ducke e Piper
peltatum L. ao longo da bacia dos rios Solimdes-Amazonas.

Avaliar o efeito de diferentes concentragcbes de Sacarose, Sorbitol e Manitol
adicionadas ao meio de WPM em cultivos in vitro de microestacas de A. amazonicus
Ducke.

Avaliar o efeito de diferentes concentragcfes de Sacarose, Sorbitol e Manitol
adicionadas ao meio de MS em cultivos in vitro de microestacas de P. peltatum L.

Avaliar o efeito do Acido Salicilico em combinagio com Sacarose, Sorbitol e
Manitol adicionados ao meio de MS na conservagédo de brotos de P. peltatum L. in vitro.

Avaliar o efeito de diferentes temperaturas na conservagao de microestacas de P.
peltatum L. inoculadas em meio de MS.

Avaliar a conservacdo de sementes de P. peltatum pelo uso de temperaturas sub-

zero e criogénicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacdo, coleta e caracterizacdo das areas de quatro populagdes naturais de
A. amazonicus e P. peltatum

A localizacdo de comunidades de espécies vegetais € importante para estudos de
genética de populagdes e selecdo de individuos, e facilita a coleta das espécies quando
necessaria a formacdo de bancos de germoplasma. As coletas dos individuos de A.
amazonicus e P. peltatum foram realizadas mediante comprovante de registro de coleta
N° 1806192 junto ao SISBIO/IBAMA. Néao foram levantados dados de conhecimento
tradicional. Nos locais de coleta as plantas foram georeferenciadas usando-se o GPS
(Garmin® 60CSx).

Inicialmente foram selecionados cinco municipios com é&reas de provavel
ocorréncia de Ampelozizyphus amazonicus Ducke e Piper peltatum L. ao longo da Bacia
dos rios Solimdes e Amazonas. Os parametros para a selecdo dos municipios foram: I) a
indicacdo de ocorréncia das espécies. I1) o distanciamento entre as sedes dos municipios
com indicacdo de ocorréncia das espécies. I11) a existéncia de infra-estrutura bésica para
dar suporte a coleta.

As indicacBes de ocorréncia das espécies foram de observagdes realizadas em
campo pelo Dr. Ari de Freitas Hidalgo, relatos de coletores de plantas medicinais e
observagOes obtidas de parataxbnomos.

O distanciamento entre as sedes dos municipios com indicagao de ocorréncia das
espécies foi estipulado de modo a abranger a melhor distribui¢do ao longo da bacia dos
rios, aliado a existéncia de infra-estrutura bésica para dar suporte & coleta. Foram
considerados requisitos importantes para selecao das areas: a existéncia de um campus
universitario para dar suporte académico, o auxilio de parataxdnomos experientes para

investidas & floresta priméria, a cooperagdo dos proprietarios na obtencdo da permissdo
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de coleta em &reas particulares, e a existéncia de transporte aeroviario proximo para
répido retorno a Manaus.

Ambas as espécies em todas nas areas de coleta foram diagnosticadas em estado
exploratorio extrativista sendo usadas como medicinais. A. amazonicus foi encontrada
como um das espécies compondo as ‘garrafadas’ em feiras municipais. A espécie P.
peltatum sendo coletada para uso tdpico.

Plantas de A. amazonicus trazidas da fazenda da FCA/UFAM e hastes de P.
peltatum trazidas de cada area de coleta foram utilizadas nos experimentos que se
seguem. Parte do material botanico coletado foi utilizado na confecgdo de exsicatas.
Posteriormente, as exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Federal do
Amazonas, com numeracgao 8289 n° do coletor 653; 8290 n° do coletor 654; 8291 n° do
coletor 655; 8292 n° do coletor 656, coletores S.S. Silva e A.B. Siqueira.

Na localizagdo e mapeamento de populagdes naturais de A. amazonicus e de P.
peltatum as coordenadas geogréficas dos individuos amostrados foram utilizadas na
formulacdo de mapas. As principais formacdes vegetais presentes nas areas de coleta
foram descritas, com informag6es do Projeto RADAMBRASIL (1978) e a partir dos
mapas gerados com auxilio do software SPRING 5.1.5® e de bases de dados digitais
fornecidas pelo SIPAM/SIVAM/INPE (2008) e IBGE (2008). Para cada &rea de
ocorréncia foram confeccionados mapas da localizacdo dos individuos em relacéo a area
limitrofe dos municipios e os tipos de vegetacéo.

As areas de coleta de populages naturais selecionadas de A. amazonicus e P.
peltatum estdo localizadas nos municipios citados a seguir.

O municipio de Benjamin Constant est4 localizado no estado do Amazonas, na
microrregido do Alto Solimdes, mesorregido do Sudoeste Amazonense, distante de

Manaus a 1.118 km em linha reta e 1.575km via fluvial. Situa-se a 04°21'42" de latitude
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sul e a 07°02'04" de longitude a oeste. Possui uma &rea de 8.793 km2. Limita-se com
Tabatinga, Atalaia do Norte, Sdo Paulo de Olivenca, Ipixuna, Eirunepé, Jutai e com a
Republica do Peru. O clima é tropical chuvoso e imido, com temperatura méxima de 40°
e minima de 15° A altitude é de 65 m acima do nivel do mar (IBGE, 2008). Sua
populagdo estimada em 2009 era de 31.195 habitantes.

Fonte Boa localiza-se a uma latitude 02°30'50" sul e a uma longitude 66°05'30"
oeste, estando a uma altitude de 62 metros. Possui uma &rea de 12.165,19 km2. Limita-
se com 0s municipios de: Uarini ao leste; Jurua e Jutai ao sul; Tonantins e Japura ao
oeste; Marad ao norte (IBGE, 2008). Sua populagdo estimada em 2009 era de 35.752
habitantes.

O municipio de Coari esté localizado a 363 km de Manaus no rio Solimdes entre
0 Lago de Mamia e o Lago de Coari, a uma latidude 04°05'06" sul e uma longitude
63°08'27"0este, estando a 40 m de altitude. Faz fronteira com os municipios de Anori,
Tapaud, Tefé e Codajas. O municipio conhecido pela producdo de banana, hoje se
destaca por produzir petréleo e gas natural, que ocorre em uma regido denominada de
Urucu (IBGE, 2008). A populagdo estimada em 2009 é de 66.991 habitantes.

O municipio de Juruti est4 situado & margem direita do rio Amazonas no Estado
do Parg, numa é&rea de 8.342 km? a 848 km da capital, Belém. Faz fronteira com os
municipios de Oriximin4, Obidos, Santarém, Aveiro, Faro e Parintins. A sede municipal
situa-se a 02°09'08" sul e 56°05'32" oeste, estando a uma altitude de 36 metros. Sua

populacgdo estimada em 2009 era de 35.530 habitantes (IBGE, 2009).

4.2 Efeito da sacarose, manitol, sorbitol no crescimento e desenvolvimento das

culturas in vitro de A. amazonicus e P. peltatum

O estabelecimento dos cultivos in vitro de A. amazonicus e de P. peltatum,
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foram conforme protocolos estabelecidos por Silva et.al. (2005) e Schwertner et al.
(2008).

Microestacas de P. peltatum foram inoculados em meio de MS adicionado de
sacarose a 3% (p/v) e agar 9 gL e suplementado com 05 mg.L" de 6-
benzilaminopurina (BAP) e 1,5 mg.L™ de Acido Indolacético (AIA)

Apoés tratamento de desinfestacdo microestacas de A. amazonicus foram
regenerados em meio WPM (Wood Plant Medium - Loyd e McCown, 1980)
suplementado de 3% de sacarose, fungicida Derosal® (1 g.L?%), e 15 pgL™ do
antibiético Timentin® (GLAXOSMITHKLINE), acrescido de 1,5 mg.L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP).

Aos 80 dias, ap6s dois subcultivos, as plantas produzidas in vitro foram usadas
como fonte de explantes para os experimentos de avaliagcdo dos efeitos de diferentes
concentragdes de reguladores osmaticos e de crescimento na organogénese das especies.
Microestacas de A. amazonicus e de P. peltatum, provenientes dos cultivos in vitro,
contendo uma gema foram inoculadas em meio de MS adicionado de agar 0,9% e
suplementado com sacarose, manitol ou sorbitol em concentracGes de 1%, 2% e 3%.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado totalizando nove
tratamentos cada tratamento com doze repeti¢bes, sendo um tubo de ensaio com uma
microestaca por repeticao.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2

°C, em fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de cerca de 40 umol.cm?.s™.
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4.3 Efeito da sacarose, manitol, sorbitol e do acido salicilico no crescimento e

desenvolvimento das culturas in vitro de P. peltatum

Microestacas de plantulas provenientes dos cultivos in vitro, contendo uma gema
foram inoculadas em meio de MS adicionado de &gar 0,9%, e suplementado com

sacarose, manitol ou sorbitol, e &cido salicilico (AS) conforme tratamentos na Tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos com diferentes concentra¢fes de acido salicilico e reguladores
osmoticos adicionados ao meio de cultura.

Acido Salicilico (mg.L™)

Carboidratos (2%)

0 30 60 90 120
Sacarose TAl TA2 TA3 TA4 TAS
Manitol TA6 TA7 TA8 TA9 TA10
Sorbitol TA1l TA12 TA13 TAl4 TA15

O pH dos meios foi ajustado para 5,8. Depois de acrescentado o agar aos meios,
estes foram fundidos no microondas e posteriormente distribuidos 10 mL de meio em
tubos de ensaio. Os meios foram esterilizados a 120 °C, 1 atm, durante 20 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 = 2 °C, em
fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de cerca de 40 pmol.cm?.s™.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, com trés fontes de
carbono (sacarose, manitol e sorbitol) a 2% e acido salicilico (AS) em cinco
concentragdes diferentes (0, 30, 60, 90, 120 mg.L™"), totalizando quinze tratamentos.
Cada tratamento com dezesseis repeti¢des, sendo cada repeticdo formada por um tubo

de ensaio com uma microestaca.
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4.4 Conservagao in vitro de P. peltatum sob diferentes temperaturas e concentragdes
de meio de cultura Murashige e Skoog (1962)

Para a conservacdo das microestacas de P. peltatum foram testadas duas
concentracbes do meio de cultura MS completo e MS contendo a metade da
concentracdo dos sais, e a utilizagdo de trés temperaturas de conservagdo: 10 °C, 20 °C e
25 °C.

Nas primeiras duas semanas os tratamentos foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25 °C para inicio de desenvolvimento. ApoGs esse
periodo cada tratamento foi transferido para salas de crescimento com as respectivas
condi¢cdes de temperatura e em fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de
cerca de 40 pmol.cm?s™.

Aos 180 dias dos experimentos de cultivo in vitro avaliaram-se as seguintes
varigveis: sobrevivéncia (%), altura da microestaca (medida em centimetros a partir da
base até a Ultima insercdo da uUltima gema), nimero de gemas e folhas formadas.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com dois tipos de meio de
cultura e trés temperaturas. Cada tratamento foi formando por quinze repetigdes. Sendo

cada repeti¢do constituida por um tubo de ensaio com uma microestaca.

4.5 Conservagdo ex situ de P. peltatum pelo uso de temperaturas subzero e

criogénicas

4.5.1 Dessecagdo e conservacdo a temperatura subzero (-20 °C) de sementes de P.
peltatum
Para 0 ensaio de dessecacdo e conservacdo a - 20 °C foram realizados nove

tratamentos, em relacdo ao periodo de dessecacdo e ao tempo de conservagdo, em
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interacdo com duas condigdes de germinacgdo: caixas gerbox, sob papel germitest
umedecido com agua destilada, ou em frascos de vidro de 250 mL de capacidade,
contendo 30 mL de meio de cultura de MS (in vitro).

Para cada um dos tratamentos, as sementes foram divididas em lotes de 180
sementes. Estes lotes contendo 180 sementes foram colocados em criotubos de 1,5 mL
de capacidade e estes, em envelopes de aluminio trifoliolados para a conservacgéo
durante 0, 90 e 180 dias em camara de conservagdo a -20 °C.

Os tratamentos referentes ao periodo de dessecacéo e conservagdo sdo listados

na Tabela 2.

Tabela 2: Tratamentos de dessecacédo e conservacgdo a -20 °C realizados em sementes
de P. peltatum.

N&o conservadas a -20 °C

T-1 Né&o-dessecadas (Testemunha)
T-2 Dessecadas por 24 horas
T-3 Dessecadas por 48 horas

Conservadas por 90 dias a -20 °C

T4 Né&o-dessecadas
T-5 Dessecadas por 24 horas
T-6 Dessecadas por 48 horas

Conservadas por 180 dias a -20 °C

T-7 Né&o-dessecadas
T-8 Dessecadas por 24 horas
T-9 Dessecadas por 48 horas

A umidade das sementes de P. peltatum para as sementes ndo-dessecadas
(controle) e dessecadas por 24 e 48 horas sob silica gel foram de 16,5%;
10,8% e 6,9% de umidade, respectivamente.

ApOs a dessecacdo e ou conservacdo, conforme tratamento, as sementes

61



passaram pelo processo de desinfestacdo que consistiu em 15 minutos em etanol 70%
seguido de imersdo em hipoclorito de sddio (NaOCl) (50% da solucdo comercial de 2,0
a 2,5% de cloro ativo), seguida de triplice lavagem em 4gua destilada autoclavada. Apds
a desinfestacdo, os lotes contendo 180 sementes cada foram divididos em dois sublotes
de 90 sementes, onde um lote foi colocado em frascos contendo meio de cultura de MS,
e 0 outro em gerbox sob papel germitest umedecido com agua destilada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2 x 9: dois tipos de substrato para a germinagdo de sementes (in vitro e gerbox) e nove
tratamentos de dessecacdo e conservagdo a -20 °C , totalizando dezoito tratamentos.
Cada um dos tratamentos foi colocado para germinar nas duas condicdes de cultivo, e
cada condicdo de cultivo foi formado por trés repeticbes, cada uma contendo 30
sementes, totalizando 180 sementes (2 condigdes de cultivo x 3 repeticdes x 30

sementes).

As avaliagdes ocorreram aos 20, 30 e 40 dias de cultivo por determinacdo do
nuamero de sementes germinadas. Foram consideradas sementes germinadas aquelas que
apresentaram protrusdo da radicula. Para as sementes mantidas em gerbox, a cada dois

dias estas foram umedecidas com &gua destilada com auxilio de pipeta automatica.

4.6 Conservagéo ex situ de P. peltatum sob condicdes criogénicas

Nesse experimento se avaliou a tolerdncia das sementes de P. peltatum a
criopreservacgdo sob o efeito de diferentes crioprotetores. Para tanto, as sementes foram
divididas em seis sub-lotes de 100 sementes cada, de acordo com o0 ndmero de
tratamentos e entdo passaram pelo processo de desinfestagdo, conforme Schwertner et
al. (2005). Ao fim da desinfestacdo, cada sub-lote foi colocado em criotubos com

capacidade de 1,5 mL. Neste experimento, realizaram-se 0s seguintes tratamentos: T-1:
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sementes ndo expostas ao NL (Testemunha); T-2: imers&o direta em NL; T-3: Uso do
crioprotetor PVVS2; T-4: Uso da crioprotetor PVS2 resfriado; T-5: Uso do crioprotetor

PVS modificado e; T-6: Uso do crioprotetor PVS modificado e resfriado.

Nos tratamentos que se utilizaram crioprotetores, estes foram adicionados ao
criotubos para que as sementes ficassem em contato direto com as solugdes de PVS. As
solucdes crioprotetoras (0,5 mL por criotubo) foram adicionadas aos criotubos com o
auxilio de uma pipeta automatica.

A solucdo de vitrificagdo denominada de PVS2 foi composta de 30% de glicerol
(v/v), 15% de etileno glicol (v/v), 15% de DMSO (v/v) e 40% de meio de MS (Sakai et
al., 1990). A solugéo de vitrificagdo PVS2 modificada teve a concentragdo de etileno
glicol alterada de 15% para 30% (v/v), em detrimento da diminuigdo da concentracéo do
meio de MS, que passou de 40% para 25% (v/v). As solugOes resfriadas (T-4 e T-6)
ficaram por um periodo aproximado de 30 minutos em banho de gelo.

Antes da adicdo das solugdes de vitrificagdo aos criotubos, estas foram
esterilizadas com auxilio de filtro Millipore® (0,22 pm).

Apos a realizacdo dos tratamentos, os criotubos foram identificados de acordo
com os tratamentos e armazenados em envelopes de aluminio trifoliolados, quando
entdo foram imersos em NL durante um periodo de 24 horas.

Apos a criopreservagao, as sementes foram expostas a temperatura ambiente por
um periodo de 30 minutos, visando o descongelamento, e em seguida removeu-se as
solucdes crioprotetoras daqueles tratamentos em que se utilizaram tais solugdes (T-3 ao
T-6).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes por tratamento. Cada repeti¢do foi composta por uma placa contendo

25 sementes.

63



As sementes foram avaliadas em porcentagem de germinagéo (%), sendo estas
colocadas em placas de petri descartavel, contendo 25 mL de meio de cultura de MS e
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16
horas.

A determinagdo das sementes germinadas foi feita aos 20, 30 e 40 dias de
cultivo. Foram consideradas sementes germinadas aquelas que apresentaram protrusao

de radicula.

4.7 Analises Estatisticas

Os dados dos ensaios foram submetidos & andlise de variancia, utilizando o
Sistema de Analise Estatistica para microcomputadores — SANEST (Zonta; Machado,
1984), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Dados expressos em percentagem (x) foram transformados segundo arco-seno da
raiz quadrada de x/100.

Dados sobre nimero de gemas ou nimero de raizes foram transformados

segundo raiz de x+0,5. Os dados sobre altura das plantas ndo foram transformados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Localizacdo e caracterizacdo das &reas de coleta de quatro populagdes naturais
de A. amazonicus e P. peltatum

Conforme os mapas gerados as areas de coleta foram classificadas como
pertencente as formacdes de Floresta Ombrofila Densa Terras Baixas Dossel Emergente

e Floresta Ombroéfila Aberta Terras Baixas com Palmeiras.

5.1.2 Caracterizagdo das areas de coleta

As formacOes florestais identificadas nas &reas de coleta foram Floresta
Ombrofila Aberta Terras Baixas com palmeiras em Benjamin Constant; Floresta
Ombréfila Densa Terras Baixas Dossel Emergente em Fonte Boa, Coari, Manaus e
Juruti (Anexos 1, 2, 3 ,4 e 5). Referente a cada uma dessas formagdes, as espécies foram
localizadas em éareas com caracteristicas fitofisiondmicas muito distintas. A espécie A.
amazonicus foi encontrada na terra firme em areas de baixio, embora em Fonte Boa
individuos tenham sido coletados em areas de terra firme sem caracteristicas de baixio.
A espécie P. peltatum foi encontrada em éreas abertas com forte presséo antropica como
beiras de estrada, rocados, capoeiras e quintais de casas.

No que se refere as &reas de ocorréncia das espécies, e conforme as exigéncias
ambientais destas, apenas os pardmetros localizagdo e uso do solo/area foram
observados. Em Benjamin Constant as &reas de coletas de A. amazonicus e P. peltatum
se encontram em areas de desmatamento conforme mapas gerados a partir de dados do
IBGE (2008) (Anexos 6 e 7). As espécies A. amazonicus e P. peltatum foram coletadas
a 115 m e 98 m de altitude, respectivamente.

As observac0es realizadas indicam que a maioria das areas onde se encontram A.
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amazonicus é retirada com a exploragdo de madeira. Embora essas areas sejam de
propriedade particular, em sua maioria pertencente a pessoas fisicas, e a exploracdo
madeireira seja de pequeno porte. Em todo caso, o habito lianoso de A. amazonicus
deve ser levado em conta, e as plantas matrizes encontradas estdo sustentadas por
grandes arvores, que tenham ou ndo valor comercial, podem vir a cair com a derrubada
de uma arvore nas proximidades. E provavel que a propagagio vegetativa de A.
amazonicus ocorra na fase adulta, principalmente apds a auséncia da espécie suporte,
embora a emissdo de raizes em parte do caule tenha sido observado mesmo na presenga
da planta suporte.

Em relagdo & propagacdo por sementes, foi observada regeneracdo natural com
plantas de aproximadamente um ano de idade. As plantas juvenis encontravam-se
proximas as matrizes indicio de um arranjo espacial agregado, conforme Silva et al.
(2009) populagdes com padrdo agregado séo aquelas nas quais ha uma tendéncia de 0s
individuos ocorrerem em grupos, onde a chance de ocorréncia de um individuo é
aumentada pela presenca de outros (atracdo). Ainda outras caracteristicas que sdo
citadas por Silva et al. (2009) que corroboram com a inferéncia de um padréo espacial
agregado para A. amazonicus ¢ a dispersdo de sementes a curta distancia com a chuva
de sementes influenciada por agua e vento. No presente trabalho, na atividade de
localizar os individuos nas areas de coleta, a presenca de um individuo juvenil de A.
amazonicus que indicou a existéncia de um adulto (matriz).

Como fora citado anteriormente P. peltatum ocorre principalmente em &reas de
grande pressdo antropica. Em Benjamin Constant foi localizada em sua maioria em
rogados recentes com plantio de banana, cana-de-aglcar e principalmente mandioca, e
em rocgados abandonados. Os individuos em sua maioria estavam distribuidos de forma

agrupada e em alguns casos apresentavam touceiras contendo de 3 a 14 hastes por
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individuo.

Em Fonte Boa as espécies A. amazonicus e P. peltatum foram coletadas em 97 m
e 72 m de altitude mé&xima. As &reas de coleta de A. amazonicus estdo localizadas em
areas de desmatamento conforme o mapa gerado (Anexo 8). E de conhecimento
publico que regido de Fonte Boa assim como varios municipios do estado do Amazonas
tem a exploracdo madeireira como uma das principais atividades comerciais, apesar
disso, as areas de coleta encontrava-se sem fortes indicios de exploracdo madeireira.
Também foi observada regeneracdo natural com individuos jovens, embora ndo foi
possivel precisar a idade.

Em Fonte Boa P. peltatum foi localizada em capoeiras, beira de estrada e
quintais (Anexo 9). Os individuos em sua maioria estavam dispersos de forma agrupada
e em quando apresentavam touceiras, continham de 3 a 7 hastes por individuo.

Em Coari nas areas visitadas ndo foi encontrado A. amazonicus. Com base em
indicacbes de parataxondmos e ervateiros, tanto na area da Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Amazonas, quanto nas &reas de proximas ao aeroporto, ndo foi
localizado nenhum individuo. A espécie P. peltatum foi coletada a 51 m de altitude
maxima. Os individuos foram coletados no campus universitario da Universidade
Federal do Amazonas, em alguns trechos de capoeira ao longo da estrada para o
aeroporto e principalmente em quintais (Anexo 10). Ressalta-se que apesar de existirem,
foi dificil encontrar individuos bem estabelecidos, pois por tradicdo das festividades a
cidade mantém a atividade de retirar todo o ‘mato’ das areas urbanas e dessa forma
possa estar contribuindo com a diminuicéo da ocorréncia da espécie na area de Coari.

Em Manaus A. amazonicus e P. peltatum foram coletadas 104 m e 102 m de
altitude mé&xima. A area de coleta de A. amazonicus pertence a Fazenda Experimental da

Faculdade de Ciéncias Agrérias, e é utilizada para estudos e também fornece madeira
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para confeccdo de moveis para a Universidade Federal do Amazonas. Os individuos
estdo localizados em &reas de baixio e se distribuem ao longo de um igarapé (Anexos 11
e 12). Também foi observada regeneragdo natural com individuos jovens de diferentes
idades de pelo menos duas frutificagdes recentes.

Os individuos de P. peltatum foram coletados em duas areas na Fazenda
Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrérias, e no campus da Universidade Federal
do Amazonas. Na Fazenda Experimental as plantas foram encontradas nas plantagGes de
laranja e nas areas de cultivos abandonadas.

Com intuito de coletar P. peltatum e A. amazonicus foi selecionado 0 municipio
de Parintins no baixo Amazonas. Entretanto, ndo foi possivel a localizacdo do nimero
de individuos necesséarios de P. peltatum na ilha, sendo encontrados apenas trés
individuos em todas as éareas percorridas da ilha. E possivel que a mesma tradicio das
festividades de retirar todo o ‘mato’ das areas urbanas, como ocorre em Coari, esteja
contribuindo com a diminuicdo da ocorréncia da espécie também na area da ilha de
Parintins. Também ndo foi encontrado nenhum individuo de A. amazonicus na ilha de
Parintins.

Com base em informagdes de ervateiros de Parintins foi selecionada uma
comunidade onde se coleta A. amazonicus para venda como espécie medicinal. A
comunidade localizada no lago Sumalma, pertence ao municipio de Juruti no estado do
Para e estd a aproximadamente 90 km da ilha de Parintins. Entretanto, nessa area de
coleta foi em uma area particular. Individuos de A. amazonicus foram coletados a 38 m
de altitude méxima, em érea de baixio ao longo de um igarapé, e estavam distribuidos
em agrupamentos muito densos com plantas matrizes e um grande nimero de juvenis
muito préximos de diferentes idades e alturas de plantas. Na &rea ndo ha indicios de

extracdo de madeira e conforme informacdo do proprietério a area € usada apenas para

68



caca de subsisténcia (Anexo 13). Também foi observada regeneracdo natural com
individuos jovens de diferentes idades de pelo menos duas frutificacbes recentes.
Ressalta-se que essa area se difere das outras pelo numero de individuos adultos e

regenerantes encontrados em uma mesma area.

5.2 Efeito da sacarose, manitol, sorbitol no crescimento e desenvolvimento das
culturas in vitro de A. amazonicus e P. peltatum

O uso de diferentes fontes de carboidratos na conservagdo in vitro de A.
amazonicus influenciou a altura das microestacas, com resultados significativamente
diferentes para o uso da sacarose a 1%, 2% e 3% em relacdo as mesmas concentracdes
de manitol e sorbitol. As microestacas apresentaram 0,9, 1,0 e 1,2 cm de altura média
respectivamente (Tabela 3). Entre os tratamentos adicionados com manitol a altura das
microestacas ndo variou sigficativamente. E esses resultados foram comparaveis aos
resultados observados dos tratamentos adicionados de sorbitol a 1% e 2%.

Em relagdo ao nimero de gemas produzidas os resultados ndo apresentaram
diferencas significativas. Porém, observou-se que as maiores concentragdes dos
carboidratos (2% e 3%) adicionados ao meio de cultura proporcionaram maior nimero
de gemas em explantes de A. amazonicus, independentemente do tipo de carboidrato
adicionado (Tabela 3). Entretanto, a adicdo do manitol e do sorbitol causou danos as
culturas diminuindo a sobrevivéncia das microestacas, principalmente nas

concentracgdes de 1% e 3% dos carboidratos (Figura 3).
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Tabela 3: Efeito dos reguladores osmoticos na conservacéo in vitro de microestacas de

A. amazonicus, apés 180 dias de cultivo.

Altura (cm) NUmero de gemas NuUmero de folhas
Concentracao . Concentracao . Concentracéo .
Média Média Média
Carboidratos 1% 2% 3% 1% 2% 3% 1% 2% 3%
Sacarose 0,9aC 1,0aB 1,2aA 1,1* 10 14 1,7 1l,4a 2,4aB 3,2aB 4,53A 3,3a
Manitol 0,8bA 0,8bA 0,7bA 08b 10 1,2 13 12a 26aA 25A 27bA 26b
Sorbitol 0,8bAB 0,9pA 080bB 080 1,0 12 12 1,1a 253A 2,6aA 2,5bA 25b
g"ggggzgggzo 08B 09A 09A 108 13A 14A 25B 28AB 3.2A
CV (%) 3,8 11,9 12,2
F (A: Carboidratos) 87,88 3,03 10,99
F (B: Concentrac4o) 512" 9,48™ 6,72
F (AxB): 13,04 0,98"° 5,30

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item, minuscula na vertical (entre as concentragBes de
cada carboidrato) e maitsculas na horizontal (entre os carboidratos em cada concentragdo), diferem entre

si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ™ Nao-significativo; Significativo (p<0,05) e

“Significativo (p<0,01). CV = coeficiente de variacao.
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Figura 3: Sobrevivéncia de microestacas de A. amazonicus conservadas in vitro em

meio de Murashige e Skoog (1962) adicionado de diferentes fontes de carboidratos,

ap0ds 180 dias de cultivo.
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Apesar das taxas de sobrevivéncia dos explantes & adicdo de 2% de manitol e
sorbitol serem aceitaveis se comparados aos resultados obtidos com o uso da sacarose,
os resultados demostram que o uso de manitol e sorbitol, nas concentragdes testadas,
séo inadequados para a conservagéo in vitro de microestacas de A. amazonicus. Durante
todo o ensaio as microestacas apresentaram baixo crescimento e desenvolvimento, apds
120 dias apresentaram oxidacdo no &pice e base das estacas sobreviventes, e muitas
destas estacas morreram apds o término do experimento. Lemos e Baker (1998)
relataram efeitos nocivos do manitol em microestacas de Annona muricata cultivados in
vitro. Da mesma forma, Alves (2008) em estudo de conservagédo in vitro de Pfaffia
glomerata (Spreng) relata que os tratamentos formados pelo uso de manitol, apesar de
favorecerem a obtencdo de plantas com menor altura da parte aérea e 0 menor nimero
de brotos por explante, foi também responsavel pela maior percentagem de plantas ndo
desenvolvidas, tendo efeito prejudicial as plantas mantidas em tais condig@es.

Fortes e Scherwinsk-Pereira (2001), avaliando o efeito da sacarose e do manitol
(87,6 mM) na conservagdo in vitro de batata (Solanum tuberosum L.), relatam que o uso
de manitol causou a formacéo de um nimero significativamente inferior de gemas nas
brotagBes de batata, em comparacéo a sacarose, com redugdo do crescimento das hastes.
Entretanto, somente cerca de 37% dos explantes provenientes destes meios
sobreviveram no periodo avaliado. Segundo os autores, as hastes de batata em presencga
de manitol sofrem maior estresse fisiolégico que as crescidas em meio com sacarose,
devido principalmente, ao estresse osmotico provocado por esse carboidrato, que reduz
a absorcéo de agua e nutrientes pelo explante.

Assim, mediante os resultados apresentados no ensaio, as fontes de carbono
manitol e sorbitol utilizadas na conservacdo influenciaram na capacidade responsiva da

cultura de A. amazonicus inviabilizando-a quando submetida as maiores concentracdes
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desses carboidratos. As maiores concentragdes de sacarose possibilitaram uma melhor
intensidade de resposta, sendo a concentracdo de 3% de sacarose a mais eficiente na
conservacdo in vitro de A. amazonicus. Possivelmente, o crescimento lento caracteristico
da espécie quando em ambiente natural ndo seja modificado pelas concentracdes de
carboidratos testadas, respondendo da mesma forma quando cultivada com sacarose em
condigbes in vitro. E a resposta negativa da conservagdo in vitro aumenta quando
submetidas ao aumento do estresse osmético causado pela adicdo de manitol e sorbitol a 3%

de concentracdo, causando desnutricdo e morte da cultura (Figura 4).

Figura 4: Conservagdo in vitro por 180 dias de microestacas de Ampelozyziphus
amazonicus, sob diferentes concentragdes de sacarose, manitol e sorbitol: A) Aspecto de
microestaca de A. amazonicus viva, cultivada em meio de cultura contendo 3% de
sacarose; B) Microestaca de A. amazonicus morta cultivada em meio de cultura
contendo 2% de manitol e sorbitol, respectivamente.

No experimento dos efeitos de diferentes fontes de carboidratos na conservagao
in vitro de microestacas de P. peltatum a sacarose promoveu um maior nimero de
gemas em todas as concentracdes testadas quando comparado com o0 manitol e o
sorbitol. Assim, o nimero médio de gemas produzidas foi de 6,62; 8,1 € 9,2 a 1%, 2% e
3% de sacarose adicionada ao meio de cultura, respectivamente. Também foi possivel

observar que a sacarose promoveu a maior altura nas estacas cultivadas a 1%, 2% e 3%
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correspondendo a 2,0; 2,3 e 3,7cm de altura, respectivamente.

O uso do manitol inibiu o crescimento das microestacas, contudo, apesar de
propiciar um menor tamanho e nimero de gemas, promoveu aumento da taxa de
mortalidade das microestacas e adicionalmente em 41,66% das estacas sobreviventes
causou efeito de desnutricdo, com folhas de coloracdo verde-amarelada a amarelada,
sinais caracteristicos de caréncia e redistribuicdo de nutrientes. As percentagens de
morte das estacas foram de 8,3%, 50,0% e 58,3% nos tratamentos com meio de MS

adicionados com 1%, 2% e 3% de Manitol, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4: Conservagdo in vitro de microestacas de P. peltatum utilizando sacarose,

manitol e sorbitol, aos 180 dias de cultivo.

Altura (cm) NUmero de gemas NUmero de folhas
Concentracéo . Concentracéo . Concentracéo .
Média Média Média
Carboidratos 1% 2% 3% 1% 2% 3% 1% 2% 3%
2,0aB 23aB 3,7a8A 26a 6,6aB 8aAB 92aA 79a 85aA 8,9aA 115aA 9,6a
1,1bA 1,1bA 09bA 10b 2,9pA 16cA 16bA 20c 7,7aA 25bB 34Bb 43b
1,2bA  0,7bA 0,8bA 09 2,7cAB 39bA 22bB 29 44bA 59aA 52bA 51b
Mediaspara —, )p 137 16A 39A  42A  38A 67A 54A  63A
Concentracao
CV (%) 13,6 20,0 25,2
F(A ok . ox
Carboidratos) 106,38 98,92 23,75
FB: 285N 0,44"8 1,418
Concentragdo)
F (Ax B): 9,84” 496" 5,59

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item, minuscula na vertical (entre as concentrag@es de
cada carboidrato) e maitsculas na horizontal (entre os carboidratos em cada concentragdo), diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ™ Nao-significativo; Significativo (p<0,05) e
“Significativo (p<0,01).

Estas respostas estdo de acordo com os resultados para o uso do manitol na

conservagéo in vitro de Piper aduncum L. e Piper hispidinervium C.DC. realizado por
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Silva (2010). A autora atribui a alta mortalidade ao uso do manitol e sugere que as
concentragdes testadas (1%, 2% e 3%) sdo prejudiciais para a conservagao das espécies
estudadas. Desta forma é possivel que haja uma resposta analoga ao uso do manitol na
conservacdo in vitro de espécies pertencentes ao género Piper ou que as concentracdes
testadas ndo sdo adequadas.

Os resultados para o uso de sorbitol na conservagdo in vitro de P. peltatum
apresentaram uma tendéncia de resisténcia ao aumento das condi¢es osmoticas
promovidas por esse carboidrato. Igualmente ao que ocorreu com o uso do manitol,
microestacas cultivadas na presenca de sorbitol apresentaram menor altura e menor
namero de brotos se comparado aos resultados obtidos com o uso da sacarose. Contudo,
diferente dos resultados do uso de meio de cultura com manitol, o indice de
sobrevivéncia das microestacas cultivadas em meio de cultura com sorbitol foi superior,
proporcionando coloracdo verde e aspecto normal em todas as estacas sobreviventes
(Figura 5). As percentagens de morte de microestacas para 0 uso do sorbitol adicionado
ao meio de MS foram de 24,3% e 8,3%, que correspondem aos tratamentos contendo
1% e 3% do regulador osmotico. No estudo de Bertoni et al. (2007) o sorbitol promoveu
maior indice de sobrevivéncia das plantulas de Zeyheria montana quando comparado ao
meio de cultura contendo manitol. Também para a cultura de Prunus cerasus L., 0s
acUcares sacarose, glicose, frutose e sorbitol favoreceram o crescimento quando as suas
concentragdes estavam entre 20 g L™ e 30 g L™ (Borkowska; Szczerba, 1991 apud Faria
et al. 2006). Possivelmente os melhores resultados do uso do sorbitol frente ao manitol
na conservagdo de microestacas de P. peltatum esteja relacionada a baixa toxicidade do

primeiro.
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Figura 5: Conservagdo in vitro por 180 dias de microestacas de P. peltatum, sob
diferentes concentracdes de sacarose e sorbitol: A) Aspecto das plantas de P. peltatum
vivas, cultivada em meio de cultura contendo 3% de sacarose; B) Plantas P. peltatum
com coloragéo verde medindo tamanho aproximado de 1,5 cm e 0,9 cm, conservadas
em meio de cultura de MS contendo 2% de sorbitol.

Em trabalhos com outras espécies de plantas o uso do sorbitol também foi
efetivo em favorecer a manutencdo da qualidade do cultivo e diminuir o crescimento.
Com relacdo a qualidade da microplanta, medida pela coloracdo das folhas, Faria et al.
(2006) verificaram que na conservacgdo in vitro de Passiflora giberti N. E. Brown. na
auséncia de sacarose, ndo houve efeito das diferentes concentragfes de sorbitol.
Contudo, nas concentracdes de 15 e 30 g.L™ de sacarose, as microplantas apresentaram
melhor vigor quando supridas com 10 e 20 g.L™ de sorbitol. Os autores constataram ser
possivel conservar sob crescimento lento, por quatro meses, microplantas de
maracujazeiro em meio de cultura de MS suplementado com 10 ou 20 g.L™* de sorbitol,
na auséncia de sacarose. Santana (2003) utilizando como fonte de carbono sacarose
glicose, frutose, galactose, maltose e sorbitol no cultivo in vitro de Anonaceas,
evidenciou que as menores taxas de desenvolvimento das microplantas ocorreram no
tratamento com sorbitol.

Os resultados apresentados sugerem que o0 sorbitol pode ser usado na

conservagédo de P. peltatum no intervalo de 1% a 2% de concentracdo, adicionado ao

meio de cultura de MS.
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5.3 Efeito da sacarose, manitol, sorbitol e do Aacido salicilico no crescimento e

desenvolvimento de culturas in vitro de P. peltatum

Os efeitos da manutencdo de P. peltatum em meio com diferentes fontes de
carboidratos e diferentes concentracbes de 4&cido salicilico (AS) influenciaram
significativamente a altura média e nimero de gemas formadas em microestacas
conservadas por 180 dias (Tabela 5).

Em relacdo a sobrevivéncia das estacas de P. peltatum cultivadas, de maneira
geral, os melhores resultados foram obtidos na auséncia do AS. As percentagens de
sobrevivéncia das plantas em meio de MS contendo sacarose, manitol e sorbitol foram

de 81%, 87,5%, e 62,5%, respectivamente (Figura 6).

Tabela 5: Conservacédo in vitro de microestacas de P. peltatum em raz&o da fonte de
carboidrato e de diferentes concentracbes de &cido salicilico (AS), apds 180 dias de

cultivo.

Altura (cm) NUmero de gemas

Carboidratos (2%0) Carboidratos (2%0)

Acido salicilico Sacarose Manitol Sorbitol Média Sacarose Manitol Sorbitol Média

(mg.L™
0 3,5aA 1,24aB  1,36aB  1,95a  7,05aA 146bB  196aB  3,14a
30 1,22bA  1,0labcA 1,12abA 1,12b  1,65bA  1,78bA 1,47abcA 1,63bc
60 0,84cA  0,85cA  0,82bA  0,84c 1,0cA  1,16bA  1,0cA  1,06d
90 0,81cB  1,29abA  0,99bAB 1,0bc 1,0cC  2,70aA  1,65abB  1,73b
120 0,85cA  0,87bcA  0,80bA  084c  140bcA 1,34bA  1,11bcA 1,29cd

Médiaspara 4 350 1038 1,01B 209A  166B  1,42B

carboidratos

C.V (%) 11,18 16,34

F (A: Acido 67,80 52,19

salicilico)

F (B: > 17,00”

Carboidratos) 20,32

F (AxB) 26,27 38,05

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item, mindscula na vertical (entre as concentragdes de
cada carboidrato) e maitsculas na horizontal (entre os carboidratos em cada concentracdo), diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ™5 Nao-significativo; “Significativo (p<0,05) e
“Significativo (p<0,01). CV = coeficiente de variagao.
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Figura 6: Percentagem de sobrevivéncia de microestacas de P. peltatum cultivadas em
meio de Murashige e Skoog (1962) adicionado de sacarose, manitol ou sorbitol e
diferentes concentracdes de cido salicilico ap6s 180 dias de cultivo.

Os melhores resultados para adi¢do de AS foi na combinagdo com a sacarose na
concentragdo de 30 mg.L™ resultando em 81% de sobrevivéncia das plantas cultivadas.
A partir da adicdo de 60 mg.L™ de AS em meio de cultura constatou-se uma drastica
diminuicdo da sobrevivéncia das plantas. Segundo (Raskin, 1992) o AS é uma
substancia hormonal que tém importante papel na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas, interferindo na absor¢do das raizes e reducdo da
transpiracdo. Na Figura 7 é possivel verificar o aspecto das plantas de P. peltatum

conservadas in vitro.
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Figura 7: Conservagdo in vitro por 180 dias de microestacas de P. peltatum, sob
diferentes concentracdes de &cido salicilico e 2% de sacarose, manitol ou sorbitol: A)
Aspecto da planta de P. peltatum in vitro, medindo tamanho aproximado de 3,9 cm,
cultivada em meio de cultura contendo 3% de sacarose; B) Microestacas de P. peltatum
mortas, cultivadas em meio de cultura contendo 2% de manitol; C) Microestaca de P.
peltatum com coloragéo verde medindo tamanho aproximado de 1,3 cm, conservada em
meio de cultura contendo 2% de sorbitol.

Fortes e Scherwinski-Pereira (2001), verificaram que crescimento das hastes da
batata (Solanum tuberosum L.), cultivar Macaca é retardado com a adi¢cdo de AS ao
meio de cultura associado com o manitol, a partir da concentracdo de 30 mg.L™. No
presente estudo também foi observado um menor crescimento das plantas, porém
apenas 43,8% destas sobreviveram.

Os resultados deste trabalho demonstram que o uso do AS na conservagéo de P.
peltatum é ineficiente nas concentracdes acima de 60 mg.L™. Entretanto, devem ser
avaliadas concentracdes abaixo de 30 mg.L™ de AS a fim de estabelecer a concentracdo

mais efetiva para a conservacgéo in vitro de P. peltatum.
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5.4 Conservacdo in vitro de P. peltatum sob diferentes temperaturas

A manutencdo de microestacas de P. peltatum em diferentes temperaturas e
diferentes concentragdes do meio de MS influenciou significativamente a sobrevivéncia,
a altura média e nimero de gemas formadas nas microestacas conservadas por 180 dias.

De modo geral, em todas as varidveis monitoradas observou-se um mesmo
padrdo de resposta dependendo do meio de cultura utilizado em relagdo a temperatura
de conservagdo. Para microestacas de P. peltatum cultivadas em meio de MS observou-
se uma resposta morfogénica inicial baixa, um aumento significativo da resposta
morfogénica e, novamente uma baixa significativa na resposta a medida que a
temperatura aumenta. Caracterizando que a resposta morfogénica de maior intensidade
para microestacas de P. peltatum cultivadas em meio de MS foi obtida quando estas
foram mantidas a 20°C de temperatura. De outro modo, as microestacas cultivadas em
meio de MS1/2 apresentaram uma baixa resposta morfogénica inicial, entretanto
conforme a temperatura aumenta a resposta morfogénica aumentou significativamente.
Deste modo, para as microestacas P. peltatum cultivadas em meio de MS1/2 a resposta
morfogénica de maior intensidade foi obtida quando estas foram mantidas a 20°C de

temperatura (Figuras 8 A-D).
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Figura 8: Conservagdo in vitro por 180 dias de microestacas de P. peltatum, sob

10°C ‘ 20°C ‘ 25°C 10°C 20°C
Temperatura de Conservacéo Temperatura de Conservagao

diferentes temperaturas. A) Sobrevivéncia (%) de microestacas de P. peltatum; B)

Altura média (cm) de microestacas de P. peltatum; C) NUmero de gemas formadas em

microestacas de P. peltatum; Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item

diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Para tabela médias completa da analise de variancia ver Anexo 14.

Temperatura de Conservagio Temperatura de Conservagdo

oMs C
oMS12

542A
aB 453A

bB
26

Namero de gemas

Numero de folhas

Como pode ser observada na Figura 8-A, a temperatura de 10 °C causou a morte
dos explantes, ndo sendo, portanto, vidvel a manutencdo da espécie estudada nestas
condigdes de temperatura. Sob condigdes de manutencdo a 10 °C a percentagem de
sobrevivéncia das brotagdes cultivadas em meio de MS e MS1/2 foram de 4,3% e 25%,
enquanto que as microestacas que permaneceram sob temperatura de 20 °C
apresentaram 62% e 98,9%, e a 25 °C de temperatura, 16,5% e 98,9% de sobrevivéncia
para ambos os meios de cultura. Esses resultados véo de encontro a estudos realizados
por Silva (2010) que obteve baixos indices de sobrevivéncia para microestacas de P.
aduncum (2,4%) e P. hispidinervum (2,4%) quando cultivadas em meio de MS e

mantidas a 10°C de temperatura. No entanto, os resultados sugerem que microestacas de
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P. peltatum possuem maior tolerancia a 10° de temperatura em meio de MS1/2.

A altura média das plantas variou conforme a temperatura e a concentracdo do
meio de MS. Nas plantas cultivadas em meio de MS1/2 a altura aumentou
significativamente, de acordo com o0 aumento da temperatura de conservagéo.
Entretanto, este mesmo padrdo nédo foi obtido nas plantas cultivadas em meio de MS
pleno, nas quais inversamente ao aumento da temperatura obteve-se um decréscimo na
altura média (Figura 8 B). A maior altura dos brotos foi de 3,1cm e 3,7cm obtidas em
microestacas de P. peltatum cultivadas em meio de MS1/2 quando mantidas a 20°C e
25°C de temperatura, respectivamente.

Em relacdo ao nimero médio de gemas e folhas produzidas em microestacas de
P. peltatum, o meio de MS1/2 foi o mais eficiente, proporcionando um maior nimero de
gemas, 4,5 e 5,4 e folhas 6,9 e 7,9 quando mantidas sob 20°C e 25°C de temperatura,
respectivamente (Figura 8 C e D).

Assim, verificou-se que o meio de MS1/2 e a temperatura de 20 °C foram os
mais apropriados para a manutencéo in vitro de microestacas de P. peltatum, uma vez
que 98,9% dos brotos mantidos nesta condi¢cdo sobreviveram, ap6s 180 dias de
conservacdo, e a altura das plantas conservadas e o nimero de gemas formado foi

inferior ou igual para as microestacas conservadas a 25 °C.

5.5 Conservacdo ex situ de P. peltatum pelo uso de temperaturas subzero e

criogénicas

5.5.1 Dessecacdo e conservagdo a temperatura subzero (-20 °C) de sementes de P.

peltatum

Conforme pode ser observado, os tratamentos de germinagdo de sementes P.
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peltatum em relagdo as épocas de avaliacdo e entre os periodos de 20 e 30 dias de
germinacdo em razdo da dessecacédo, apresentaram diferengas significativas (Tabela 6).
Entretanto, de maneira geral, a partir de 30 a 40 dias é possivel observar que a
percentagem de germinacdo € maior no tratamento com Oh (zero hora) de dessecacéo,
independentemente da condigdo de in vitro ou gerbox. Contudo ndo houve diferengas
significativas entre esses tratamentos, mas € possivel notar uma tendéncia a diminuir a

germinacdo & medida que aumenta o tempo de dessecacao.

Tabela 6: Efeito de tratamentos de dessecagdo de sementes e do ambiente de
germinagédo na percentagem de germinacdo de Piper peltatum.

Ambiente de germinacao/Periodos de Germinagao (%)
dessecacao Epocas de avaliagao
20 Dias 30 Dias 40 Dias
In vitro
Oh 58,3aA 70,7aA 72,0aA
24h 46,3abA 50,0aA 50,0aA
48h 36,3abA 51,33A 51,33A
Gerbox
Oh 37,0abA 66,1aA 67,4aA
24h 25,5bA 53,1aA 53,1aA
48h 53,0abA 58,8aA 58,8aA
Média de germinacdo (épocas) 42,7B 58,3A 58,7A
CV (%) 15,8
F (A: épocas): 9,4398**
F (B: ambiente de germinagao/tempo de 4,2513**
dessecacdo):
F (AxB): 0,7460°

*Meédias seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minasculas na vertical, diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. **altamente significativo p<0,01;
NS= N&o significativo a 5%. CV (%): Coeficiente de Variacao.

Na Tabela 7 podem ser observados os resultados da percentagem de germinagéo
de sementes de P. peltatum em diferentes ambientes apds tratamentos de dessecacéo e
diferentes tempos de conservagdo a -20 °C de temperatura. As percentagens de
germinacdo das sementes P. peltatum em funcéo dos diferentes tratamentos (T-1 &4 T-9) e
mantidas em meio de MS foram de 72%, 55,0%, 55,3%, 74,9%, 96,4%, 88,0%, 71,7%,

91,4% e 73,0%, respectivamente, e as percentagens de sementes germinadas mantidas
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gerbox foram de 79,4%, 59,7%, 63,1%, 82,4%, 73,6%, 71,8%, 78,3%, 67,5% e 72,5%,

respectivamente.

Tabela 7: Percentagem de germinagdo de sementes de P. peltatum em diferentes
ambientes apos tratamentos de dessecagdo por 0, 24 e 48 horas e tempo de conservacéo
por 0, 90 e 180 dias em temperatura de -20 °C.

Tratamentos de Conservagéo Condig&o de germinacdo

Né&o conservadas a -20 °C In vitro Gerbox
T-1 (Nao-dessecadas) 72,0abA 79,4aA
T-2 (Dessecadas por 24 horas) 55,0bA 59,7aA
T-3 (Dessecadas por 48 horas) 55,3bA 63,1aA
Conservadas por 90 dias a -20 °C In vitro Gerbox
T-4 (ndo-dessecadas) 74,9abA 82,4aA
T-5 (Dessecadas por 24 horas) 96,4aA 73,6aB
T-6 (Dessecadas por 48 horas) 88,0abA 71,8aA
Conservadas por 180 dias a -20 °C In vitro Gerbox
T-7 (Nao-dessecadas) 71,7abA 78,3aA
T-8 (Dessecadas por 24 horas) 91,4aA 67,5aB
T-9 (Dessecadas por 48 horas) 73,0abA 72,5aA
Média de Condigdo de germinagao: 75,3A 72,0A

CV (%): 12,1

F (A: Tratamentos): 4,7325%*

F (B: Condicdo de germinacao): 2,4791N°

F (AxBY): 3,0726**

“"Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical, entre os tratamentos de conservacdo dentro
de cada condicdo de germinacdo das sementes, e mailsculas na horizontal, dentro de cada tratamento de
conservagdo e entre as condicbes de germinagdo das sementes, diferem entre si ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey. ™: N&o significativo; CV (%): Coeficiente de Variacéo.

De maneira geral, na comparacédo entre os periodos de dessecacéo e conservacéo
a -20 °C de temperatura, houve perda de viabilidade quando as sementes foram apenas
dessecadas. No entanto, é possivel observar que os tratamentos com temperaturas
promoveram a conservacdo e possibilitou as sementes manterem seu poder de
germinagédo ao longo do tempo, e possivelmente tenham eliminado algum problema de
dorméncia, sugerindo que a dessecacédo afeta a germinacgdo das sementes, caso essas ndo
passem por algum tratamento de quebra de dorméncia.

Quanto as condicBes de germinacdo € possivel verificar que a germinagdo in
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vitro foi melhor, especialmente para os tratamentos T5 e T8 (sementes dessecadas por
24hs e mantidas por 90 e 120 dias a -20 °C de temperatura, respectivamente). Em Silva
(2010) a conservacdo de sementes de P. aduncum e P. hispidinervum submetidas aos
diferentes tratamentos de dessecacao e periodos de conservacao a -20 °C, a percentagem
de germinagdo das sementes ndo diferiu estaticamente entre os tratamentos. As sementes
apresentaram taxa de germinacdo em torno de 90% nos tratamentos e nas diferentes

condigdes de germinagao.

Conforme estudo de Almeida (1999) sementes de tamanho pequeno e com
dispersdo feita por morcegos sdo consideradas espécies pioneiras. Medeiros e Eira
(2006) confirmam que sementes ortodoxas geralmente apresentam tamanhos reduzidos
e normalmente apresentam teor de &gua reduzido, quando comparadas com o teor de
agua das sementes recalcitrantes.

Existe uma relacdo favoravel entre a diminuicdo do teor de umidade e a
viabilidade das sementes conservadas, conforme a maior parte dos trabalhos de
conservagéo sobre sementes ortodoxas. Eira et al. (1992) constataram que a diminuicéo
do teor de umidade e a conservacdo a -20 °C por 12 meses de sementes de jaborandi
(Pilocarpus microphyllus Stapf), uma importante planta medicinal, favoreceu a
germinabilidade das sementes conservadas, mantendo indices de germinagdo
satisfatorios, e podendo ser classificadas como ortodoxas. Da mesma forma, Melo e
Eira (1995), objetivando classificar as sementes de jacarandd mimoso (Jacaranda
acutifolia) quanto ao seu comportamento fisioldgico e estudar a manutencdo da
viabilidade das sementes ap6s conservacdo em temperatura de -20 °C verificaram que a
reducdo do teor de umidade de 7,4% para 4,0% ndo interferiu na viabilidade das
sementes. As sementes de jacarandd mimoso mantiveram a viabilidade por até 24

meses, independente de terem o teor de umidade reduzido ou ndo. Os autores
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classificaram as sementes como ortodoxas.

As sementes de P. peltatum apresentam segundo Guimarées e Giordano (2004)
0,5 a 0,6 mm de comprimento. Silva (2010) descreveu que sementes de P. aduncum e P.
hispidinervum apresentam tamanho inferior a 1,0 mm classificando-as no grupo de
espécies pioneiras e sementes ortodoxas. Esses resultados sdo indicativos e nos

permitem inferir que as sementes de P. peltatum sdo ortodoxas.

5.6 Conservacéao ex situ de P. peltatum sob condicdes criogénicas

Nesse experimento se avaliou a tolerdncia das sementes de P. peltatum a
criopreservacdo pelo método da vitrificagdo e também o efeito de diferentes
crioprotetores. A Figura 9 ilustra o aspecto das sementes germinadas de P. peltatum ap6s

a criopreservagao.

Figura 9: Sementes de P. peltatum criopreservadas e germinadas em meio de cultura de
Murashige e Skoog (1962) contido em placa de petri.
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Os resultados dos diferentes tratamentos ndo apresentaram diferengas
significativas, independentemente do uso ou ndo de substancias crioprotetoras (Tabela

8).

Tabela 8: Tolerancia de sementes de Piper peltatum a criopreservacdo em funcéo da

época de avaliagdo da germinacéo e de tratamentos com substancias crioprotetoras.

Germinacao (%)

Epocas de avaliacio

Tratamentos 20 Dias 30 Dias 40 Dias
T1 - Test (-NL) 60,5 70,4 75,1
T2 - +NL (Sem crioprotetor) 68,2 73,5 78,0
T3 - +NL (+PVS2) 64,7 71,6 73,4
T4 - +NL (+PVS2 resfriada) 46,9 58,1 65,3
T5 - +NL (+PVS3) 58,3 63,1 66,9
T6 - +NL (+PVS3 resfriada) 68,7 70,2 70,2
Média de épocas 61,2A 67,8 A 714 A
CV (%) 17,6
F (A: épocas): 2,3016™
F (B: tratamentos): 1,6896 "
F (AxB): 0,1862N°

*Meédias seguidas por letras semelhantes na horizontal ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. NS= N&o significativo a 5%.

No tratamento em que as sementes foram armazenadas em NL sem a adicéo de
crioprotetor a germinagdo alcancada pelas sementes foi de 68,2%, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento controle (T-1). Os resultados sugerem que o teor de
umidade inicial das sementes de P. peltatum ndo constituiu como fator limitante para a
criopreservacdo das sementes por 24 horas. Resultados semelhantes, em relagdo ao teor
de umidade, foram encontrados por Chaudhury e Chandel (1994) trabalhando com
sementes de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.). As sementes foram dessecadas por
diferentes periodos de tempo (0, 8, 20, 42, 48 e 120 horas) para determinar o teor de
umidade. Obtidos os valores do teor de umidade das sementes, estas foram
criopreservadas por 24 horas em NL. De acordo com os autores, o periodo de

dessecacdo por 48 horas, com sementes com teor de umidade em torno de 11,9%,
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permitiu a maior percentagem de germinagéo das sementes criopreservadas. Os menores
tempos de dessecagdo, consequentemente apresentavam sementes com maior teor de
umidade, e este aumento da umidade ndo permitiu a germinagdo de nenhuma das
sementes criopreservadas.

Ainda na Tabela 8 em relacdo as diferentes épocas de avaliagdo da germinacao
(20, 30 e 40 dias) é possivel observar que a percentagem de germinacéo foi crescente a
medida que aumentou-se o tempo de avaliagdo. Embora ndo tenha demonstrado
diferencas significativas, essa resposta pode estar relacionada & retomada do
metabolismo na semente germinante, o qual envolve sintese de proteinas e acidos
nucléicos, bem como a sintese de reparo de membranas. Similarmente ao metabolismo
que ocorre com sementes submetidas ao osmocondicionamento, as quais s6 podem
germinar em condigBes apropriadas ap6s a absor¢do de umidade em quantidade
suficiente para alcancar nivel minimo e temperatura adequada que possa estimular o
metabolismo.

Conforme Borges e Rena (1993) a umidade € fator imprescindivel a germinacéo,
pois é com a absorcdo de &gua por embebicdo que se inicia 0 processo. Para que isso
aconteca, ha necessidade de que a semente alcance um nivel adequado de hidratag&o,
que permita a reativacdo dos processos metabolicos. A absorgéo, inicialmente, passa por
uma fase exponencial, em conseqliéncia da grande diferenga de potencial hidrico entre a
semente e 0 meio. Como a semente encontra-se desidratada, seu potencial métrico é
muito negativo, determinando um potencial hidrico muito baixo, bem menor do que no
ambiente, o que resulta num intenso fluxo de &gua para as sementes.

Borges et al. (1991) ressaltam que a semente esta também sujeita ao deficit de
umidade, causado pelo potencial osmotico do meio no qual se encontra. Cada espécie

possui um nivel critico de umidade, abaixo do qual ndo se verifica germinacdo, muito
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embora isto ndo signifique que o metabolismo esteja inativado. Ainda, as sementes

apresentam comportamento variado, quanto ao mecanismo de obteng&o da umidade.
Com os resultados obtidos neste trabalho, observa-se que as sementes de P.

peltatum foram tolerantes a criopreservacdo por 24 horas em NL, e os diferentes

tratamentos em relagéo ao uso de crioprotetores ndo interferiram na germinabilidade das

sementes.

88



6 CONCLUSOES

Ambas as espécies A. amazonicus e P. peltatum sdo comumente utilizadas pelas
populacdes nas areas de coleta. A maior parte das areas de coleta visitadas esta
sob acédo antropica de desmatamento.

O uso de diferentes fontes de carboidratos na conservagédo in vitro de A.
amazonicus influencia a altura da parte aérea. Com 0 aumento da concentracdo
da sacarose ha tendéncia de aumento na altura e nimero de gemas, porém a
espécie apresenta crescimento in vitro muito lento.

A adicdo de manitol e sorbitol ao meio de cultura sdo inadequadas para a
conservagéo in vitro de microestacas de A. amazonicus pelas baixas taxas de
sobrevivéncia e oxidagdo das microestacas.

O sorbitol pode ser usado na conservagdo de P. peltatum em intervalo de 1% a
2% de concentragédo adicionado ao meio de cultura de MS.

Para a conservagdo in vitro de P. peltatum em funcdo da sacarose, manitol e
sorbitol e diferentes concentragdes de &cido salicilico (AS), os melhores
resultados sdo obtidos na auséncia de AS, com 81%, 87,5% e 62,5% das culturas
sobreviventes respectivamente. A adigdo de 30 mg.L™" de AS combinado com a
sacarose resulta em 81% de sobrevivéncia das plantas cultivadas. A partir da
adicdo de 60 mg.L™" de AS ha uma drastica diminuicdo da sobrevivéncia das
plantas.

Para a conservacdo de microestacas de P. peltatum a temperatura indicada é de
20°C de temperatura cultivadas em meio de MS1/2 (50% das concentragdes de
sais do respectivo meio).

A temperatura de 10 °C ndo é vidvel a conservacdo da espécie estudada, uma vez

que causa morte dos explantes.
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Sementes de P. peltatum perdem parte da viabilidade quando s&o apenas
dessecadas. Os tratamentos com temperatura de conservacdo a -20 °C apds a
dessecacdo promovem a conservacao e possibilitaram as sementes manterem seu
poder de germinagéo ao longo do tempo.

Sementes de P. peltatum s&o melhor conservadas se dessecadas por 24hs e

mantidas por a -20 °C de temperatura

Nas condigdes de armazenamento testadas (conservagdo a -20 ou
criopreservacdo) as sementes de P. peltatum apresentam caracteristicas de
sementes ortodoxas.

Sementes de P. peltatum s3o tolerantes & criopreservacdo. O uso de

crioprotetores ndo interfere na germinabilidade das sementes.
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7 CONSIDERAQOES FINAIS

Apesar de A. amazonicus e P. peltatum apresentarem compostos de potenciais
usos no combate & malaria sdo poucos os conhecimentos sobre a biologia dessas
espécies. A maior parte das &reas de coletas visitadas esta sob acdo antrépica de
desmatamento. Consequentemente, sdo necessarios estudos mais aprofundados que
proporcionem melhor conhecimento sobre as especies, ainda que as mesmas ndo se
encontrem na lista de espécies prioritarias para a conservacao.

O cultivo in vitro de A. amazonicus apresenta uma caracteristica peculiar, pois
mesmo em meio de MS as partes aéreas ndo enraizam. Desta forma, poder-se-ia
imaginar que a sobrevivéncia das estacas ndo suportaria o tempo de 180 dias. Apesar de
toda a contrariedade as estacas de A. amazonicus sobreviveram e emitiram brotagdes e
folhas, muito embora o tenham feito de forma lenta. Observamos a necessidade de testar
outros reguladores de crescimento para melhor entender os mecanismos fisiol6gicos e
bem entender os seus efeitos na morfogénese da espécie.

Na conservagédo in vitro de microestacas de P. peltatum referente ao uso do
sorbitol observou-se uma tendéncia de resisténcia das microestacas ao aumento das
condi¢cbes osmoticas promovidas por esse carboidrato. Sugerimos que estudos
posteriores abordem o uso do sorbitol associado & sacarose e a concentragdes de AS
abaixo de 30 mg.L™ a fim de inferir outras concentracdes desses reguladores osméticos
com alta eficiéncia na conservacédo destas espécies.

Este foi um trabalho pioneiro no que se refere a localizacdo de éareas de
ocorréncia, cultivo e conservacdo in vitro das espécies A. amazonicus e P. peltatum.
Portanto a multidisciplinaridade foi uma meta que se tentou alcangar embora em muitos
casos, nao foi possivel.

Das trés estratégias de conservacgdo testadas: Conservacao in vitro, conservacao
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de sementes sob temperaturas subzero (-20°C) e criopreservagdo de sementes
(nitrogénio liquido), para determinar a melhor estratégia de conservacdo, bem como o
tipo de comportamento fisiologico da semente de P. peltatum. De maneira geral,
verificou-se que estas trés estratégias podem ser utilizadas para a conservagdo de
germoplasma de P. peltatum.

Entre as técnicas de conservacdo in vitro (diferentes temperaturas e reguladores
osmoticos), a manutengdo em diferentes temperaturas foi a que apresentou os resultados
mais satisfatorios, uma vez que foi o tratamento que apresentou 0s menores valores de
altura e nimero de gemas, além de ndo ter alterada a taxa de sobrevivéncia das
brotagbes in vitro, quando comparadas aos melhores resultados com uso de sacarose,
manitol e sorbitol adicionados ou ndo de AS. Ressalta-se que a combinagdo do uso de
reguladores osmoticos ou quimicos com conservacdo em diferentes temperaturas pode
ser uma estratégia bem sucedida em novos estudos a serem realizados para se
determinar as melhores condi¢Ges de conservagdo com o uso de reguladores osmaticos e
hormonais ao meio de cultura.

Entre as técnicas utilizadas para a conservacdo de sementes de P. peltatum todas
se mostraram satisfatorias para a conservagdo e que as sementes sdo tolerantes a
conservacdo a -20 °C, e também apresentaram tolerancia a conservacao a -196 °C, ndo
apresentando perda da viabilidade durante o periodo de conservagdo. Este
comportamento permitiu classificar as sementes de P. peltatum como ortodoxas, ja que
estas ndo foram danificadas pela dessecacdo e/ou exposicdo a temperaturas abaixo de
zero.

As sementes ndo apresentaram problemas quanto a conservagdo, embora quando
estas foram mantidas em temperatura ambiente por alguns meses, deixavam de

N

germinar, o que pode ser devido a perda de viabilidade ou entrada em estado de
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dorméncia. Isso indica que as sementes de P. peltatum ndo podem ser mantidas sob

temperatura ambiente por muito tempo, sob risco de perderem sua viabilidade.
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Anexo 5: Tipos de vegetagdo nas areas de coleta no municipio de Juruti, Para, Brasil.
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Anexo 6: Localizagdo das &reas de coleta de A. amazonicus no municipio de Benjamin

Constant, AM, Brasil.
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Anexo 7: Localizacdo das areas de coleta de P. peltatum no municipio de Benjamin

Constant, AM, Brasil.
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Anexo 9: Localizagdo das areas de coleta de P. peltatum no municipio de Fonte Boa,

AM, Brasil.
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Anexo 10: Localizacdo das areas de coleta de P. peltatum no municipio de Coari, AM,

Brasil.
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Anexo 11: Localizagéo das &reas de coleta de A. amazonicus no municipio de Manaus,

AM,

Brasil.
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Anexo 12: Localizagdo das areas de coleta de P. peltatum no municipio de Manaus,

AM, Brasil.
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Anexo 13: Localizacdo das &reas de coleta de A. amazonicus no municipio de Juruti,
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Anexo 14: Tabela dos resultados da conservacdo in vitro de microestacas de P. peltatum sob diferentes temperaturas durante 180 dias.

Sobrevivéncia (%)

Altura de brotos (cm)

NUmero de gemas

Ndmero de folhas

Temperatura de Meio de cultura Meio de cultura Meio de cultura Meio de cultura
conservagao MS MS1/2  MEDIA MS MS1/2  MEDIA MS MS1/2  MEDIA MS MS1/2  MEDIA
10°C 4,3bB 25,0bA 14,6b 2,9aA 2,2bB 2,6a 2,0bA 1,4bA  1,7b 2,0bA 2,4bA 2,2b
20°C 62,0aB  98,9aA 80,4a 3,1aA 2,9bA 3,0a 4,0aA 4,5aA 4,2a 5,1aB 6,9aA 6,0a
25°C 16,5bB  98,9aA 57,7a 1,4bB 3,7aA 2,5a 2,6bB 54aA  4,0a 2,8bB 7,9aA 5,3a
Meédia de meio de 27,6B 74,3A 2,5B 2,9A 2,9B 3,8A 3,3B 57A
cultura
F (AT Meio de 24,5557** 6,7747* 8,0781** 53,9138**
cultura)
F (B: Temperaturas): 14,1590%* 2,7829N 43,7119** 60,5512%*
F(AxB) 2,7808NS 27,4778%* 15,02212** 16,1879**
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