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Avaliacao de diferentes sistemas de cultivo “in vitro” para a micropropagacao de
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes

Batistini, A. P', Moro, J. R.Z; Franca, S. C.? Pereira, A. M. S.*
12 UNESP/.Jaboticabal, Sdo Paulo, CEP 14870-000. **UNAERF/Ribeirao Preto, 540 Paulo, CEP 14096-380.

RESUMO: Este trabalho foi desenvolvido com P ipecacuanha, uma planta medicinal brasileira que
contém emetina em suas raizes. O objetivo foi avaliar diferentes protocolos de micropropagagao dessa
espécie em varios sistemas de produgdo de plantulas “in vitre" (meio semi-sdlido, liguido e imers&o
temporaria). Para o sistema semi-solido, utilizaram-se os meios basais MS, BS e WP combinados aos
varios reguladores de crescimento, bem como dois diferentes tamanhos de frascos, avaliou-se tambem
a densidade de indculo dentro do frasco. O sistema em meio liguido foi conduzido em meio M5,
suplementado com diferentes reguladores de crescimento e o sistema de imersao temporéria foi realizado
em meio MS, suplementado com 1,5 mg/L BAP e 0,5 mg/L AG,, juntamente com o auxilio de um
aparelho digital reverso e de uma bomba a vacuo. O sistema em meio liquido MS, suplementado com
1,5 mg/L BAP e 0,5 mg/L AG,, apresentou o indice mais eficiente de brotagao (2,37 = 0,32 t_::rotns.f
explante) em periodo de crescimento de 30 dias. Para o periodo de B0 dias de crescimento, o sistema
em meio semi-sélido, utilizando frascos de 8,5 X 5,5 cm e 3 explantes por frasco, apresentou 1,80 =
0,20 brotos/explante & 3,06 + 0,51 cm de comprimento, & o maior indice de sobrevivéncia (96%). Os
explantes que foram cultivados em sistema de imersdo tempordria por 90 dias apresentaram um
indice de brotagéo de 2,30 + 1,10 brotos/explante e comprimento de 2,08 = 0,12 em, com 52% de
sobrevivéncia.

Palavras-chave: ipeca, cultura de tecido, plantas medicinais, Rubiaceae, ipecacuanha, alcaldides.

ABSTRACT: Evaluation of different systems of “in vitro” culture for propagation of Psychotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes. This work was carried out with Psychotra ipecacuanha, a Brazilian
medicinal plant the roots of which contain emetine. The main objective was to develop a pretocol for
the micro-propagation of these species, by testing different culture techniques, the temporary immersion
system, and the semi-solid and liquid media systems. In the semi-solid system | experiments were
developed in flasks of two different sizes containing MS, BS, and WP media to which were added
different growth regulators. Innoculum density was also evaluated. The liquid medium system consisted
of MS medium supplemented with different growth regulators. For the temporary immersion system,
the M3 medium received an addition of 1.5mg/L BAP and 0.5mg/L Gk_‘, and a reverse digital apparatus
and vacuum pump were used. The liquid medium system with M5 medium supplemented with
1.5mg/L BAP and 0.5mg/L GA, presented the best results for shoot proliferation in a period of 30 days
in culture (2.37 +0.32 shoots/explant). Cultures carried out for 90 days in the semi-solid system, using
8.5 x 5.5cm flasks and 3 explants per flask, developed 1.80 =

0.20 shoots fexplant, achieving 3.06 % 0.51 cm of height adn presented superior survival ratio (96%).
Explants cultured in temporary immersion system for 90 days showed 2.30 + 1.10 shoots/explant
achieving a growth of 2.08 £ 0.12 em and 52% survival,

Key words: ipecac, tissue culture, medicinal plants, Rubiaceae, alkaloids, ipecacuanha.

INTRODUGAO

Psycotria ipecacuanha é conhecida
popularmente como ipeca ou poaia, sendo
preconizada pela farmacopéia brasileira como
emética, amebicida, e expectorante devido a
presenga de alcaldides (emetina, cefalina, entre
outros) em suas raizes. Nativa da floresta tropical
Umida do Brasil, tem sido considerada, no mundo
todo, como uma importante espécie medicinal
pelas suas propriedades curativas, sendo incluida
nas farmacopéias indiana, japonesa, inglesa,
americana e portuguesa. (Trease & Evans, 1989).

A ipeca estd na lista da flora ameagada
de extingdo no Brasil, devido & erosdo genética
provocada pela coleta indiscriminada e/ou pelos
freqientes desmatamentos das dreas de

Recebido para publicagdo em 24/08/01 e aceito para publica-
cdo em 12/06/02.

ocorréncia natural (Rodrigues et al., 1996,
Fundagao Biodiversitas). Essa especie € descrita
como um subarbusto de aproximadamente 30 cm
de altura que possui sementes recalcitrantes, por
iss0, a propagagdo “in vitro" torna-se mais vantajosa
do que a propagacin “ex vitro”, e convém ressaltar
que o teor de alcaldides, nas raizes de plantas
advindas de sementes, atinge o pico maximo no
terceiro e quarto ano de cultivo, enguanto que, de
acordo com Yoshimatsu et al (1994), as raizes
advindas de plantulas micropropagadas expressam
maior teor de alcaldide com dois anos de cultivo.
\arios trabalhos desenvolvidos no Japao e
india demonstram o estabelecimento de diferentes
protocolos de micropropagagao de ipeca (ldeda et
al, 1988: Jha & Jha, 1989; Yoshimatsu &
Shimomura, 1991 e 1994). A micropropagagao
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pode ser realizada em meio semi-sdlido ou em meio
liguido, sendo esse ultimo o principal caminho para
a automagao e diminui¢éo do custo das plantulas
produzidas “in vitro",

O objetivo deste trabalho foi estudar o
desenvolvimento de plantulas de ipeca em
sistema de imersao temporaria e a comparacgéo
desse sistema com os métodos convencionais de
producdo de propagulos “in vitro” de ipeca
(sistemas semi-sélido e liquido). Esse estudo
comparativo entre metodologias de propagagdo
“in vitro” & praticamente inexistente para essa
espécie,

MATERIAL E METODO

Espécie

A planta utilizada para a pesquisa, Psychotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae), é
procedente de Caceres (Mato Grosso, Brasil) e tem
sido mantida “in vitro" desde 1989 em meio MS
semi-solido (2,5 g/L de Phytagel® - Sigma e 30 ¢/
L de sacarose), suplementado com 1,5 mg/L de 6-
benzilaminopurina (BAP) & 0,5 mg/L de acido
giberelico (AG,). A excicata dessa espécie foi
depositada no herbario de Plantas Medicinais na
UNAERP com numero HPM-SP 0025. Segmentos
nodais do referido gendtipo foram utilizados como
fonte de explante nos experimentos de
micropropagagao nos sistemas semi-sdlido,
liguido e de imersdo temporaria.

Sistema em meio semi-sélido.
Os ensaios foram conduzidos em meios de cultura
semi-solidos MS (Murashige & Skoog, 1962), B5
(Gamborg et al, 1968) e WP (Woody Plant - Lloyd
& McCown, 1980), suplementados com diferentes
reguladores de crescimento em varias
concentragbes especificados nas Tabelas 1 e 2.
Os frascos de vidro utilizados foram de dois tipos:
(1) 8,5 cm de altura X 2,5 cm de didmetro, contendo
cercade 10 mL de meio de cultura, vedados com
tampa plastica, onde foi inoculado um explante por
frasco; (2) 8,5 cm de altura X 5,5 cm de didmetro,
contendo 20 mL de meio de nutritivo, vedados
com tampa plastica transparente, onde foram
inoculados 3 segmentos nodais por frasco.
Utilizaram-se 2,5 g/L de Phytagel® (Sigma) no
preparo de todos os meios nutritivos que foram
autoclavados a 1202 C, sob 1 atm por 15 minutos.
Os explantes foram cultivados em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas/dia sob
1600 Lux (1,6 X 102 cal. Cm?. min"') de densidade
luminosa, proveniente de 2 lampadas fluorescente
branca fria (GE, 85 W) a temperatura de 25 + 2°
C. Apds 30 dias foram avaliados quanto ao
numero e comprimento de brotos.

Para avaliar a influéncia da densidade de
explantes, em relagdo ao crescimento das

plantulas, foram inoculados em frascos com 8,5 X
2,5 cm, 1 explante, e nos frascos com 8,5 X 5,5
cm, 1, 3 @ 10 explantes. O meio nutritivo utilizado
foi © MS, suplementado com 1,5 mg/L BAP e 0,5
mg/L AG,. Esses explantes permaneceram 90
dias na sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas/dia sob 1600 Lux (1,6 X 102 cal. Cm?2,
min'} de densidade luminosa, proveniente de 2
lampadas fluorescente branca fria (GE, 85 W) a
temperatura de 25 + 2% C, sem transferéncia ou
repicagem. Apds este periodo, foram avaliados
quanto ao nimero e comprimento dos brotos bem
como o numero de pares de folhas.

Diferentes tempos de cultivo foram
avaliados no desenvolvimento “in vitro" de
plantulas com densidade 3 explantes/frasco,
utilizando frascos 8,5 X 5,5 cm, contendo meio
de manutengao MS, suplementado com 1,5 mg/L
de BAP e 0,5 mg/L de AG,. O periodo de
permanéncia na sala de crescimento variou de
30, 60, 90 e 133 dias. Para a analise do
desenvolvimento das plantulas, foram coletados
dados de numero e comprimento de brotagéo.

As plantulas que apresentaram 3 pares
de folhas, 3,0 cm de comprimento e raizes foram
retiradas da condigdo “in vitro”, lavadas em agua
e transferidas para casa de vegetagio (28 + 4° C
e B0% U. R.) em sacos plasticos 0,5 L, contendo
terra e areia (1:1) para avaliar o processo de
aclimatagao. A irrigagao foi realizada 2 vezes ao
dia com intervalos de 12 horas. Apds 3 meses de
aclimatagdo foram coletados dados de
sobrevivéncia.

O delineamento experimental adotado
nos experimentos foi o inteiramente casualizado,
Para a comparagdo das médias dos tratamentos,
utilizou-se o teste de Tukey, aos niveis de 5% ou
1% de probabilidade.

Sistema em meio liquido.

Dez segmentos nodais foram inoculados em frasco
de vidro tipo Erlenmeyer (capacidade de 250 mL),
contendo 100 mL de meio de cultura liquido MS
(20 g/l de sacarose), suplementado com diferentes
reguladores de crescimento (Tabela 6) e vedado
com papel aluminio. Os meios liquidos foram
autoclavados a 120% C sob 1 atm, por 25 minutos.
Os explantes foram mantidos sob agitagdo
constante (100 rpm) por 30 e 60 dias em sala de
crescimento, e subcultivados por dois periodos
de 30 dias. Apds esse periodo, foram avaliados
guanto ao nimero e comprimento de brotagdes.
O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado, para a comparagio das
médias dos tratamentos, utilizou-se o teste de
Tukey , aos niveis de 5% ou 1% de probabilidade.

Sistema de imersao temporaria.
Esse sistema foi conduzido em frascos com
capacidades diferentes. Iniciou-se com dois frascos
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devidro com capacidade de 9 L cada (Figura 1, A),
conectados como vasos comunicantes por meio
de uma mangueira de silicone. Os dois frascos
foram ligados diretamente a um aparelho digital
reverso (Digital Reverse SMR — 07, Labtec Eq.
Lab. Ltda) que comandava uma bomba de vacuo,
de maneira que o meio nutritivo liquido foi
Iransportado de um frasco para outro com um
intervalo de tempo pré-determinado. O meio do
sistema de imersdo temporaria foi autoclavado a
120° C sob 1 atm, por 40 minutos. Ao frasco 1 foi
adicicnado o meio de cultura liquido MS (2 L) e
20 gL de sacarose, suplementado com 1,5 mg/L
de BAP & 0,5 mg/L de AG,, e o frasco 2 recebeu
05 segmentos nodais (200 explantes). A exposigio
dos explantes ao meio liquido foi realizado por
imersdo temporaria de 8 minutos em intervalos
de B horas. Apds a avaliagao desse experimento,
oplou-se pelo uso de frascos com capacidade de
1L cada (Figura 1, B). Os frascos, junto com o
meio liquido, foram esterilizados em autoclave a
120°C e 1 atm, por 25 minutos. O frasco 1 continha
mesma composicao de meio nutritive (200 mL),
enquanto que no frasco 2 foram depositados 50
segmentos nodais. A exposicdo dos explantes
pelo meio liquido foi por imerséo temporaria com
duragio de 15 minutos a cada 8 horas. Os
propagulos foram mantidos neste sistema por 30
e 80 dias, em sala de crescimento. Esse
experimento foi repetido uma vez, para o pericdo
de 30 dias, e duas vezes, para o periodo de 90
dias. Dados com relagao ao nimero de brotagfes
ecomprimento das mesmas foram coletados, bem
como o indice de sobrevivéncia, Utilizou-se uma
andlise de variancia simples com os dados obtidos.

29
RESULTADO E DISCUSSAD

Sistema em meio semi-sdlido.

Os experimentos realizados em meios semi-sélidos
com diferentes concentragdes de sais e reguladores
de crescimento mostraram que o meio BS foi o mais
indicado para o desenvolvimento do comprimento
dos explantes e que as associagdes de cinetina
{CIN) e acido o-indolacético (AlA) ou BAP e AlA,
nas mesmas concentracdes, promaveram indice
de crescimento proximos (Tabela 1). Essas meios
também se mostraram eficientes para estimular
o indice de brotag@o das gemas que foi da ordem
de 1,4 = 0,10. |deda et al/ (1988) desenvolveram
protocolo de micropropagagao em meio semi-
solido e mostraram um indice de brotagao de 5,40
em meio B5 acrescido de 3 mg/L de BAP e 0,01
mg/L de ANA. Esse experimento foi repetido no
laboratdrio da Unidade de Biotecnologia Vegetal
e ndo fol obtido o resultado apontado por eles,
sim o Indice de 1,43 (Tabela 1). O indice de
brotagdo 5,40 também foi obtido por Lameira et
al (1984), quando utilizou segmentos internodais
como explante e a concentragdo de 6,66 UM BAP
{1,5mg/L}) no meio BS. Comparando com o indice
de brotagé@o 1,40 esta diferenga pode estar
relacionada ao numero de replicatas usado pelo
grupo japonés (igual a 10} bem como aos
gendtipos utilizados. Yoshimatsu & Shimomura
(1984} tambem trabalharam com protocolo de
micropropagacao de ipeca, e embaora nao tenham
revelado o indice de brotagdo obtido em seus
experimentos, concluiram que o meio BS também
foi o mais adequado para o desenvolvimento de
gemas “in vitra”,

TABELA 1. Efeito de diferentes meios basais e reguladores de crescimento no nimero e comprimento

de brotacdo de ipeca em meio semi-sélido.*

Meio basal + reguladores de crescimento N° de brotos Comprimento de
_ {mg/L) brotacao (cm)
BS+1,0CIN + 0,1 AlA 1,40 A 067 a
WP + 10 CIN + 0,1 AIA 1,00 B 0,47 ab
MS+10CIN+ 0,1 AIA 1,10B 0,20 b
B5 + 1,0 BAP + 0,1 AlA 147 A 0,70 a
MS + 1,0 BAP + 0,1 AlA 1,37 A 030b
WP + 1,0 BAP + 0,1 AIA 1,23 A 0,33b

B5 + 3,0 BAP + 0,01 ANA 1,70 A 0,28 a
B5+ 1,0 CIN + 0,01 ANA 1,37 AB 029a
B5+ 1,0 CIN + 0,01 AlA 1,20B 0,35a
B5 + 3,0 BAP + 0,01 ANA' 143 A 0,70 a
B5 + 1,0 BAP + 0,10 AlA 053 B 0,82 a

Us dados foram oblidos a parir de 3 repeligoes com 10 replicalas e as medias seguidas das mesmas letras ndo diferram
significalivamente, entre si, ao nivel de 5% ou 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

*Frasco com BS X 2.5 cm.
" ANA, acido naftaleno acético
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TABELA 2 Efeito de diferentes meios basais e reguladores de crescimento no namero e comprimento

de brotagdo de ipeca em meio semi-sélido **

Meio basal + reguladores de crescimento

N® de brotos Comprimento de

(mgiL) brotagio (cm)

B5 + 1,5 BAP 2,07 A 075a
MS + 1.5 BAP 1.53 A 0.67 a
MS + 3,0 BAP 0,07 B 0,12b

MS basal 077 A 0,52 a
MS + 0,01 BAP 0,63 A 0,53 a
MS + 0,10 BAP 0,60 A 0,60 a
M3 + 0,50 BAP 1,13 A 0,56 a
MS + 1,00 BAP 1,30 A 0,64 a

BS basal 0,92 A 0,97 a
BS5 + 0,01 BAP 0,50 A 077 a
BS + 0,10 BAP 0,97 A 0,47 a
B5 + 0,50 BAP 1,50 A 0,81a
BS + 1,00 BAP 1.03 A 0,50 a

WP basal 0,87 A 0,59 a
WP + 0,01 BAP 0,53 A 0,40 a
WP + 010 BAP 0,73 A 0,44 a
WP + 0,50 BAP 1,30 A 0.51a
WP + 1,00 BAP 1,53 A 0,50 a

Os dados foram obtidos a parlir de 3 repeticies com 10 replicatas e as meédias seguidas das mesmas lelras ndo diferiram
significativamente, entre si, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

** Frasco com 85 X 55 cm.

TABELA 3. Efeito da densidade de inoculo no nimero e comprimento de brotagéio e no numero de

pares de folhas de ipeca em meio semi-sdlido.

Dimensées do frasco N°de plantas  N° de brotos Comprimento N° de pares de
por frasco da brotagdo folhas por
{cm) explante
8.5 cm de comprimento X 1 1,60 A 3,897a 10,07 A
2,5 cm de didmetro

8,5 cm de comprimento X 1 1,80 A 3,18 ab 6538
5,5 cm de didmetro 3 1,80 A 3,06 ab 603 B

10 1,40 A 246 b 303¢C

Os dados foram obtidos a partir de 3 repetigbes com 10 replicalas e as medias seguidas das mesmas letras nao diferem
significativamente, entre si, ao nivel de 1% ou 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Utilizando frascos maiores com 3 explantes
por frasco, observou-se que o indice de crescimento
dos explantes que se desenvolveram em meio BS
foi maior em relagdo aos meios MS e WP, embora
nao tenha sido detectada diferenga significativa do
ponto de vista estatistico (Tabela 2). O meio basal
BS suplementado com 1,5 mg/L de BAP foi 0 mais
adequado para a multiplicagio de brotos. Esse
resultado permite afirmar que o cultivo de 3 plantulas
no mesmo frasco com 8,5 X 5,5 cm promoveu melhor
desenvolvimento “in vitro" do que quando as plantulas
sao cultivadas isoladamente em frasco 8,5 X 2,5
cm.

Observando resultades da Tabela 3,
concluiu-se que plantulas que cresceram agregadas
oundo em frasco com 8,5 X 5,5 cm tiveram o mesmo
desenvolvimento. Esta informagao torma o protocolo
mais barato, uma vez que varias plantas podem ser
cultivadas no mesmo frasco sem aparente prejuizo
para elas. O numero de pares de folhas tambem foi
avaliado nesse experimento. Plantulas que
cresceram em frasco com 85 X 2,5 cm
apresentaram numero de pares de folhas maior

(10,07 + 0,89 pares por explante) gue todos os
outros tratamentos, embora tenha sido cbservado
gue o tamanho das folhas foi menor em relagio as
plantulas que cresceram em frasco de 8,5 X 5,5
cm (Figura 2).

A densidade de explantes de ipeca,
cultivada “in vitro", também foi estudada por Pereira
et al (1999), que realizaram experimentos de co-
cultivo com diferentes espécies de plantas
medicinais e verificaram gue o cultivo de 3 explantes
de ipeca em um mesmo frasco nao diferiu
significativamente em relagdo ao cultivo de um
explante isolado, quando compararam numero de
brotos. Por outro lado, um trabalho apresentado
por Pereira et al (2000) com batata, mostrou que o
cultivo de varios explantes no mesmo frasco
favoreceu tanto o indice multiplicagao como o
tamanho da brotagdo. Cabe ainda ressaltar, que
em cultura “in vitro" de Artemnisia dracunculus L.
var. sativa, o cultivo de 3 explantes por frascoe o
tamanho do frasco proporcionaram um incremento
no nimero de brotos axilares, quando comparado
com o explante isolado (Mackay & Kitto, 1988).
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Para compreender esses resultados que diferem
entre si, € necessario considerar a relagio volume
do meio nutritive X nimero de explantes X espécie
em estudo (Pereira et al, 2000). Grattapaglia &
Machado (1998) salientam a importancia do tipo
de frasco e a quantidade de meio utilizado para o
desenvolvimento e crescimento de culturas
axénicas, porgque afetam a area superficial da
interface meio nutritivo/atmosfera, o volume de ar
sobre 0 meio e a profundidade do meio.

3
Os melhores tempos de cultivo para P
ipecacuanha que cresceram sob condigio “in vitrg™
em meio semi-sdlido foram de 133 e 90 dias, pois
promoveram maior comprimento das brotagées,
mesmo nao diferindo significativamente ern ndmero
de brotos (Tabela 4). Entretanto, no periodo de 133
dias, as plantulas apresentaram raizes e gueda de
folhas, demonstrando que a cultura estava em
senascéncia.

TABELA 4. Efeito do tempo de crescimento de ipeca em meio semi-solido no nimero e comprimento de
brotos.

Periodo de crescimento (dias) N” de brotos Comprimento da brotagao
_ (cm)
133 1,47 A 372a
a0 140 A 289a
80 1,90 A 1,16 b
30 1,37 A 0,82b

Os dados foram obfidos a partir de 3 repetigdes com 10 replicatas e as medias segquidas das mesmas leras ndo diferem

significativamente, entre si, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Dentre os tratamentos apresentados na
Tabela 5, verificou-se que o maior indice de
sobrevivéncia foi o das plantulas que cresceram
emfirasco de 8,5 X 5,5 cm contendo 3 explantes, o
que caracteriza esse lipo de frasco o mais
adequado para a multiplicagio em meio semi-sdlido
e, posterior, aclimata¢do. O segundo melhor
lratamento foi a densidade de 10 explantes no
mesmo tipo de frasco. A partir desses resultados,
pode-se afirmar que a densidade de indculo
influencia no processo de aclimatagdo e o cultivo
de trés ou mais plantulas favoreceu a adaptagéo
das mesmas & aclimatagio, elevando a taxa de

Sistema em meio liquido.

0s explantes que cresceram por um periodo de 30
dias, em meio liquido, mostraram melhor
desenvolvimento do que os explantes inoculados
em meio semi-solido, A permanéncia dos
explantes em meio de cultura por 60 dias, sem
froca de meio nuiritivo, resultou em um decréscimo
tanto no indice de brotagao quanto no tamanho
das brotagdes, quando comparado com o
desenvolvimento de plantulas que permaneceram
porapenas 30 dias (Tabela 6). Em ambos periodos
de crescimento, as plantulas apresentaram perda
de folhas e algumas partes necrosadas. Alvard ef
al(1993) realizaram a cultura “in vitro" de banana
em meio liguido e nao obtiveram proliferagao, os
autores sugerem que a falta de oxigénio nos
explantes, em contato permanente com o meio
nutritiva, pode ser um fator limitante para o

crescimento; além disso, 0s explantes também
apresentaram numerosas zonas de necrose e perda
de folhas.

Explantes subcultivados por dois periodos
de 30 dias em meic liquido {com uma troca de meio
aos primeiros 30 dias) apresentaram perda da folhas
e a comprimento dos mesmos foi inferior quando
comparado com a cultura de 30 dias. Analisando
ainda a Tabela 6, e confrontando os resultados das
culturas de 60 dias e das culturas de dois periodos
de 30 dias, pode-se afirmar que é necessaria a
substituigdo do meio de cultura, porgue isso
promove o dobro de nimero de brotagao.

Sistema de imersao temporaria.

A primeira montagem do experimanto em
frascos de BL, com periodo de 30 dias, permitiu a
coleta dos dados da primeira repeti¢ao (Tabela 7).
Entretante, as indmeras tentativas posteriores de
montar o mesmo -experimento falharam devido &
contaminagao, que foi responsavel pela grande
perda de material clonal. A utilizagdo do sistema
de imersdo temporaria em frascos de 1L, por 30
dias, permitiu o desenvolvimento dos explantes de
modo que o indice de brotacao foi de 0,51 + 0,05
brotos/explante e a comprimento de 1,35 + 0,0007
cm. O experimento com 90 dias de desenvolvimento
mostrou um incremento tanto no indice de brotacio
(2,30 + 1,10 brotos/explante) como no comprimento
(2,08 = 0,12 cm). Durante esse dltimo tempo de
cultura, houve a necessidade de apenas uma troca
de meio nutritivo apos 40 dias da inoculago, devido
a oxidagao causada pelos explantes.
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TABELA 5. Efeito do tipo de frasco e da quantidade de explantes na aclimatagdo de P. ipecacuanha em
meio semi-solido.

Dimensdes do frasco Densidade de Explantes Porcentagem de sobreviventes (%)
8.5 cm de altura X 1 explante 2223B
2.5 cm de didmetro
8,5 cm de altura X 1 explante 4777 B
5.5 cm de didmetro 3 explantes 96,20 A
10 explantes 90,97 A

Os dados foram obtides a partir de 3 repetigdes com 5 parcelas (30 replicatas por parcela) e as médias seguidas de letras nao diferem
significativamente, entre si, ao nivel de 1 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

TABELA 6. Efeito de reguladores de crescimento no nimero e comprimento de brotagdo de ipeca “in
vitro” em meio liquido.

Meio basal + reguladores (mg/L) N° de brotos Comprimento de brotagdo (cm)
30 dias de cultura
MS + 1,5 BAP + 0,5 AG; 237A 0,72 a
MS + 1,0 BAP + 0,1 AlA 1.50B 021b
60 dias de cultura
MS + 1,5BAP + 0,5 AG, 1,10 A 041a
MS + 1,0 BAP + 0,1 AlA 0.47 A 0,42 a
2 periodos de 30 dias
MS +1,5BAP + 0.5 AG- 2,27 A 0,49 a
MS + 1,0 BAP + 0,1 AlA 0,30B 0,25 a

Os dados foram obtidos a partir de 3 repetigies com 10 replicatas e as medias seguidas das mesmas letras ndo diferiram

significativamente, entre si. ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey

Yoshimatsu & Shimomura (1991)
estabeleceram protocolo de micropropagagéo em
larga escala para ipeca, utilizando frasco do tipo
fermentador (“rotating drum fermenter”) e obtiveram
10 brotos por segmento, aproximadamente. Os
autores também utilizaram outro tipo de fermentador
com aeracdo (“airlift type fermenter”), em uma
pesquisa preliminar, e o resultado foi a inibigéo da
brotagdo, que pode ser explicada pelo estresse
hidrodinamico produzido pela aeragio. O estresse
hidredinamico consiste no contato continuo entre
o explante @ o meio de cultura. Mo sistema de
imersao temporaria de P jpecacuanha apresentado
neste trabalho, apesar dos explantes nao
permanecerem constanterente em contato como
meio liquido, ainda assim pode ter ocorrido estresse
hidrodinamico produzido pela aeragio. O estresse
hidrodindmico consiste no contato continuo entre
o explante e o0 meio de cultura. No sistema de
imers&o temporaria de P, ipecacuanha apresentado
neste trabalho, apesar dos explantes nio
permanecerem constantemeante em contato com o
meio liquido, ainda assim pode ter ocorrido estresse
hidrodinamico. Talvez seja necessaria uma redugao
no tempo de exposigio, o que podera promover
maior numero de brotagao, se isso nao prejudicar
a absorgao dos nutrientes contidos no meio de
cultura.

O sistema de imers&o temporaria resolveu
o problema de abcisdo foliar, uma vez que as
plantulas estavam integras no final da cultura, sem
pontos de necrose. Em relagao ao transplantio e
aclimatagao, as plantulas advindas desse sistema

apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 51,85
%. A transferéncia foi realizada conforme
procedimento descrito no sistema semi-sdlido.

A Tabela 7 mostra a comparagao entre os
sistemas de cultivo de ipeca dos experimentos
apresentados, Considerando todos os sistemas
com periodo de crescimento de 30 dias, o sistema
em meio liquido apresentou melhor indice de
brotagao, apesar de ter ocorrido a abcisao foliar e
sinais de necrose na extremidade das plantulas.
Para o periodo de 90 dias de crescimento, pode-se
afirmar que o sistema de imersao temporaria é
vantajoso e promissor para a produgdo em larga
escala, pois utiliza 4 mL de meio nutritivo liquido
por explante, caracterizando uma diminuigao de
33% do meio utilizado no sistema semi-sélido e
60% no sistema em meio liquido. Isso representa
uma redugao no custo do meio, maior agilidade na
preparag8o do meio nutritivo e ainda conta com a
vantagem da automagao que reduz custos com a
mao de obra.

Recentemente, alguns trabalhos
apresentam protocolos eficientes de
micropropagagao com a utilizagdo de um sistema
denominado de imers&o temporaria, cujo principio
& a imersdo dos propagulos por tempo determinado
em meio de cultura liquido (Cabasson ef al, 1997:
Alvard et al, 1993; Adelberg et al, 1997). Segundo
especialistas, as vantagens desse sistema, sobre
o método convencional de cultivo em meio semi-
solido, estao relacionadas com as condigfes fisicas
criadas no recipiente de cultivo, ou seja, contato
direto e renovado do explante com o meio de cultura
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FIGURA 1. Sistemas de imerso temporaria para P. ipecacuanha. A. Frascos de gL, vista panoramice
do sistema montado e funcionando. B. Frasco de 1L.
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FIGURA 2. Aspecto das plantulas da espécie P. ipecacuanha "in vitra". A. Plantulas advindas de
frasco 8.5 X 2.5 cm. B. Plantulas advindas de frasco 8,5 X 5,5 cm com 1 explante. C. Plantulas

advindas de frasco 8,5 X 5,5 cm com 3 explantes
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em cada imersdo, o que possibilita absorgio mais
eficiente dos nutrientes e renovagao completa da
atmosfera dentro do recipiente a intervalos
regulares, pois ocorre constante disperséo e
eliminagdo de gases que podem estimular a
senescéncia do tecido como o etileno (Pérez Ponce,
1998).

Considerando a taxa de sobrevivéncia de
plantulas “in vitro” de ipeca, o sistema em meio
semi-sélido apresentou cerca de 96% de
sobrevivéncia contra 52% do sistema de imersao
temporaria. A relagdo custo/beneficio deve ser
considerada neste caso. Se por um lado, o meio
liquido representa uma economia, a automagao
necessaria no sistema de imersdo temporéaria
constitui um gasto adicional. Portanto, novas
pesquisas s&o importantes para definir o melhor
método de cultura de tecidos de plantas para a
propagagao em massa dessa espécie.

E importante salientar que as plantas
provenientes dos sistemas semi-sdlido, liquido e
imersao temporaria sdo derivadas de meristemas
organizados, isto &, células geneticamente
estaveis. Como consequéncia, populagdes clonais
idénticas podem ser geradas para a producdo em
larga escala de plantas (Vasil, 1994), caracteristica
que auxilia no manejo de plantas medicinais.
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