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RESUMO

SILVA, Maurecilne Lemes da, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Mar¢o de 2003.
Germinagdo in vitro, ontogenia de gemas radiculares e brotos adventicios de Psychotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes - Rubiaceae. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo. Conselheiros:
Wagner Campos Otoni e Luiz Orlando de Oliveira.

Psychotria ipecacuanha (Rubiaceae) ¢ uma espécie medicinal conhecida como poaia ou ipeca, cujo
uso estd relacionado a presenca dos alcaldides encontrados em suas raizes, sendo os principais
emetina, cefalina e psicotrina, que sdo freqlientemente utilizados no combate da hepatite e disenteria
amebiana. Os objetivos do trabalho foram: estabelecer um protocolo para a germinagdo in vitro de
sementes; caracterizar a reprodugdo vegetativa e os aspectos morfogénicos na producdo de gemas
adventicias; e regenerar plantas a partir de hipocdtilo de P. ipecacuanha. Fragmentos radiculares
foram cultivados em meio hidroponico, em solu¢do de Hoagland e em agua destilada, com presenga ou
auséncia de 2 mg L' de 6-benzilaminopurina. Verificou-se nestes tratamentos que a maior produgio
de gemas ocorreu em solugdo de Hoagland. A adi¢io de BAP ao meio (2 mg L) resultou no
decréscimo do niimero de gemas. In vivo, a producao de gemas adventicias na raiz esta associada com
injarias mecanicas e perda parcial da parte aérea. Na andlise anatdmica do caule de P. ipecacuanha
destaca-se um felogénio originando a partir de células epidérmicas e subepidérmicas. As raizes
adventicias ndo apresentam medula e se originam na por¢ao dos entre-nos caulinares prostados ao
solo. As gemas adventicias radiculares, formam-se a partir dos meristemoides resultantes da divisao,
em varios planos, das células do felogénio. As gemas radiculares em P. ipecacuanha foram
classificadas como reparativas e desenvolveram-se assincronicamente. Uma alta taxa de germinagao
(84,17 %) foi obtida pelo cultivo in vitro de sementes de P. ipecacuanha, com auséncia de tegumento,
em meio de MS na metade da concentragdo de sais (MS '2) com auséncia de reguladores de
crescimento. A obtengdo desses valores pode ser atribuida a remocdo da barreira para a embebicdo
representada pelo tegumento, ao potencial osmotico do meio de cultura e as condi¢des ambientais
adequadas . As plantulas obtidas foram submetidas a tratamentos com acido giberélico (GAsz) em dois

estadios de desenvolvimento. A concentracdo de 3 mg L! GA; nao influenciou efetivamente o

viii



crescimento das plantulas. Hipocétilos com polaridade invertida e segmentos de hipocoétilos foram
inoculados em meio MS, suplementado com concentracdes de BAP (0, 1, 2 ¢ 3 mg L™). A utilizacio
de concentragdes mais baixas do regulador induziu maior produg¢do de brotos adventicios. A
organogénese nos hipocétilos ocorreu de forma direta. Os brotos adventicios produzidos em
hipocoétilos com polaridade invertida apresentaram-se mais vigorosos, quando diferenciados fora do
meio de cultivo. A inducdo da rizogénese nas brotacdes foi eficiente nas concentragdes de

1,5e3,0 mg L' de AIB.
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ABSTRACT

SILVA, Maurecilne Lemes da, MS, Universidade Federal de Vigosa, March 2003. /n vitro germination
ontogeny of the root adventitious buds and adventitious shoots of the Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stokes - Rubiaceae. Advisor: Aristéa Alves Azevedo. Committee members: Wagner Campos
Otoni and Luis Orlando de Oliveira.

Psychotria ipecacuanha (Rubiaceae) is a medicinal species known as poaia or ipeca, which use is
related with alkaloids found in its roots, mainly emetin, cephaelin and psychotrin, and frequently used
in the treatment of hepatitis and amoebiasis. The species undergoes slow growth and low seed
germination, which rendered the vegetative reproduction the main propagation strategy. The goals of
this work were: to characterize P. ipecacuanha vegetative reproduction and morphogenic aspects of
adventitious bud production; analyze in vitro seed germination and to regenerate plants from hypocotyl
explants. Root segments were cultured in Hoagland solution, in which higher number of adventitious
buds was observed. The addition of 2 mg L™ BAP to this solution resulted in a decrease in the number
of buds. /n vivo, adventitious bud production in the root system is associated with mechanical injuries
and to the partial loss of the aerial part. On stem anatomical analysis, attention is drawn to a phellogen
originated from epidermical and sub-epidermical cells in the region of adventitious roots emission.
The adventitious roots did not display pith and were localized in the stem internodes prostrated in the
soil surface. The root adventitious buds formation began with the division in several planes of the
phellogen cells, resulting in the meristemoids formation. The buds in the P. ipecacuanha roots are
classified as reparative and arise assynchronically. A high germination index (84.17%) was obtained
by culturing seeds without the tegument on half- strength MS medium and no growth regulator added.
Seedlings were submitted to giberellic acid (GAj3) treatment in two developmental stages. GA3 3 mg L
' did not influence the seedling growth. Subsequently, hypocotyls with inverted polarity were
transferred to MS medium, supplemented with different BAP concentrations (0, 1, 2 and 3 mg L™).
The use of lower concentrations of this regulator led to higher production of adventitious shoots.
Direct organogenesis was observed in the hypocotyl explants. This was validated by anatomical
analysis, which also permitted the description of the main morphogenic events in the adventitious

shoot ontogenesis in P. ipecacuanha hypocotyls. The shoots, from inverted polarity hypocotyl, were
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more vigorous when they were differentiated out the culture medium. Nevertheless, higher production
of adventitious shoots was observed in the hypocotyl segments than in the inverted polarity

hypocotyls. Additionally, rooting induction was efficient at 1.5 and 3.0 mg L™ IBA.
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INTRODUCAO GERAL

Psychotria ipecacuanha (Rubiaceae) ¢ originaria da América do Sul e popularmente conhecida
como poaia, ipecacuanha ou ipeca, dentre outros. E um subarbusto perene, com aproximadamente 30-
40 cm de altura, encontrado em subosques de floresta, apresenta caules finos, pouco ramificados e
raizes aneladas. A espécie ¢ mundialmente utilizada na industria de fArmacos, por possuir em suas
raizes os alcaldides psicotrina, cefelina e emetina, sendo este ultimo o principal. Esses compostos tem
acdo emética, amebicida, nas afec¢des bronquicas, hemorragias uterinas, entre outras (Pinto, 1976;
Bruneton, 1999).

A coleta silvestre das raizes de poaia ¢ a principal fonte de manuten¢do do mercado mundial.
Em conseqiiéncia desse extrativismo intenso e¢ da destruicdo do habitat, pelo desmatamento de areas
florestais, a espécie encontra-se em via de extincdo (Vieira, 1999). Assim, ¢ fundamental que
pesquisas sejam realizadas na busca de mecanismos vidveis de cultivo e conservacdo de
P. ipecacuanha.

O cultivo de plantas medicinais implica no dominio da tecnologia e de todas as etapas de
desenvolvimento da espécie e requer conhecimentos da forma de propaga¢do, adaptagdo ao ambiente
de cultivo (Reis & Mariot, 2001), além das mudancas morfologicas e fisiologicas que possibilitam a
especializacao de células, tecidos ou 6rgios durante o ciclo de vida da planta (Wardlaw, 1968).

Os objetivos do trabalho foram: estabelecer um protocolo para a germinagdo in vitro de
sementes; caracterizar a reproducdo vegetativa e os aspectos morfogénicos na producdo de gemas

adventicias; e regenerar plantas a partir de hipocoétilo de P. ipecacuanha.
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CAPITULO I

Germinacio in vitro de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes -Rubiaceae

RESUMO

Psychotria ipecacuanha é uma planta medicinal da familia Rubiaceae, encontrada em sub-bosques de
florestas. A espécie encontra-se ameacada de extingdo principalmente devido ao desmatamento de
areas florestais e ao extrativismo silvestre. S3o plantas de lento crescimento, produzem poucas
inflorescéncias e conseqiientemente poucos frutos, e suas sementes apresentam baixo indice de
germinacdo. O presente trabalho teve como objetivos desenvolver um protocolo eficiente para a
germinagao in vitro de P. ipecacuanha e avaliar o efeito do 4cido giberélico (GA3) na germinagao € no
desenvolvimento de plantulas em dois estadios: I - plantulas com protusdo de radicula; e II- plantulas
com raizes laterais e adventicias. Apds 70 dias de cultivo, as sementes de P. ipecacuanha com
tegumento ndo germinaram, enfatizando-se a dificuldade de desinfestacdo das sementes nesta
condi¢do. A retirada do tegumento foi um método eficaz para a germinagdo das sementes, com um
percentual de 84,17% de germinacdo quando cultivadas em meio MS meia for¢a ndo suplementado
com GAj. Verificou-se que entre o 14° e 21° dias de cultivo, ocorreu maior indice de germinagdo. A
utilizacdo de 3 mg L™ de GA; no meio de cultivo retardou o inicio da germinagdo de sementes de P.
ipecacuanha. Em rela¢do ao cultivo das plantulas, o GAs apenas influenciou satisfatoriamente o

alongamento das plantulas no estaddio I de desenvolvimento.



In vitro germination of Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes - Rubiaceae

ABSTRACT

Psychotria ipecacuanha is a medicinal plant from the Rubiaceae family, found in the forest sub-
bushes. The species is in eminent extinction because of deforestation, harvesting in wild areas and to
the low seed germination index. The species displays slow growth, generate few inflorescences and
consequently few fruits. The present work aimed to develop an efficient protocol to germinate
P. ipecacuanha in vitro and to test seedling development in the presence and absence of giberellic acid
(GA;), in two stages: I — seedlings with root protrusion; and II — seedlings with lateral and adventitious
roots. P. ipecacuanha seeds with remaining teguments did not germinate within 70 days of culture,
highlighting the difficulty in surface sterilizing the seeds in this condition. The tegument removal
improved seed germination up to 84,17 %, when seeds were cultured on to half-strength MS medium
without GA; The use of GA; (3 mg L) delayed the initiation of seed germination. As far as the
seedling culture is concerned, GAj3 solely influenced satisfactory plant elongation in development

stage I.



INTRODUCAO

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes ¢ uma espécie da familia Rubiaceae, nativa do Brasil,
de habito subarbustivo e perene. Ela possui propriedades medicinais, sendo popularmente conhecida
como poaia, ipeca ou poalha. Essas propriedades sdo atribuidas aos alcaloides de grande valor
farmacologico presentes em suas raizes sendo a emetina o principal. Esse fAirmaco possui aplicacdao
terapéutica como adstringente, expectorante, antiinflamatério (Vieira, 1991; Bruneton, 1999), tem
acdo inibidora sobre a sintese de proteinas (Sidhu & Omiecinski et al., 1998) e de DNA (Burhans
et al., 1991) e ¢ principalmente utilizado no combate da amebiase (Bruneton, 1999).

A poaia brasileira ¢ a preferida no mercado mundial, por possuir maior concentracdo de
alcaldides emetinicos, o que levou o Brasil a ser um dos principais exportadores desse produto. A
coleta indiscriminada, além da destruicdo de seu habitat natural, levou a espécie a encontrar-se em
vias de extingao (Vieira, 1991).

O cultivo da espécie ¢ dificultado devido ao crescimento lento e a baixa porcentagem de
germinagdo de suas sementes. Em condigdes naturais, € em viveiro, a germinacdo demora de trés
(Oliveira & Martins, 1998) a seis meses (Alzugaray & Alzuragay, 1988), além disso ocorre a perda
de viabilidade das sementes apds estocagem (Gatoni, 1968; Kalyanasundaram, 1968;
Chatterjee, 1993). Outro aspecto relevante ¢ atribuido ao extenso periodo, de 3 a 4 anos, para que
ocorra maior concentracdo dos alcaldides eméticos (Yoshimatsu & Shimomura, 1993) nas raizes.
Esses fatores contribuem para que haja oscilagdes no atendimento as demandas da industria
farmacéutica.

O cultivo in vitro de P. ipecacuanha ¢ relatado na literatura visando a produgdo em escala
comercial dos alcaldides emetinicos (Ikeda et al., 1988; Teshima et al., 1988; Veeresham
et al. 1994; Yoshimatsu & Shimomura, 1993; Lameira et al., 1994; Pinto, 1994). Entretanto, estes
autores ndo abordaram a germinacao de suas sementes, havendo escassez de informagdes sobre a
reproducdo sexuada da espécie. Experimentos com germinacdo in vitro de sementes de P.
ipecacuanha foram realizados por Jha et al. (1988), utilizando plantulas para o cultivo de calo a
partir de hipocotilo, visando a produgdo in vitro de alcaldide emetinicos; e por Rajkhowa (1969) que

cultivou as sementes in vivo, obtendo um baixo indice de germinagdo. A germinacao in vitro de
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sementes da espécie ¢ uma alternativa importante no fornecimento de material juvenil livre de
contaminantes para a micropropagagao.

O presente trabalho teve como objetivos estabelecer um protocolo para a germinagdo in vitro
das sementes de Psychotria ipecacuanha, avaliar a influéncia do GA; na germinagdo e no

desenvolvimento das plantulas.



MATERIAL E METODOS

Protocolo de desinfestacio

Sementes de Psychotria ipecacuanha foram coletadas em plantas adultas, em areas de
fragmentos florestais remanescentes na cidade de Barra do Bugres, localizada a 58° W a 57° 45> W e
14°30° a 14° 45’ S, Estado de Mato Grosso, nos meses de abril a junho de 2002.

As sementes foram desinfestadas por imersdao em alcool etilico a 70% (v/v) por 1 minuto, em
seguida foram imersas em agua, deionizada e autoclavada, com Tween 20, durante 15 minutos; em
seguida imersas em solucdo de hipoclorito de s6dio comercial a 5%, por 30 minutos, ¢ submetidas a 4
lavagens em dgua deionizada e autoclavada.

Em capela de fluxo laminar retirou-se mecanicamente o tegumento externo, com auxilio de um
bisturi, sob lupa. Em seguida, procedeu-se nova desinfestagdo com hipoclorito de soédio a 1,5 %,
durante 15 minutos, seguido por 4 enxagiies em dgua deionizada e autoclavada. Sementes com

tegumento passaram pelo mesmo processo de desinfestacao.

Germinacao in vitro

Com o objetivo de estabelecer um protocolo eficiente para a germinagdo de sementes de P.
ipecacuanha, foram realizados testes pré-germinativos para definir as melhores condigdes de cultivo.
Sementes sem tegumento e intactas foram cultivadas, sendo 10 sementes por tratamento. O meio de
cultura utilizado foi o contendo os sais basicos de MS (Murashige & Skoog, 1962) s6lido com metade
da concentragio (MS '4), acrescido de sacarose a 3,0 % (p/v), 100 mg L™ de mio-inositol, complexo
vitaminico de White (10 mL L) e 5 g L™ de agar (Sigma Chemical Co., USA), com a adi¢io de 300
mg L' de Timentin (Smithkline Beecham, Brasil). O pH foi ajustado a 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem. O meio de cultura foi vertido em 20 tubos de ensaio (25 x 150 mm), 10 mL por tubo.
As culturas foram mantidas no escuro em estufa incubadora (Diurnal Growth Chamber, Forma

Scientific, USA), a temperatura de 28 + 5 'C para germinago.



Para analisar a influéncia do &cido giberélico (GAs3) na germinacdo, sementes de P.
ipecacuanha, sem tegumento e intactas, foram embebidas em agua, deionizada e esterilizada, com a
adi¢do de 3 mg L de GA; e o controle apenas em agua, permanecendo em frascos com agitagdo
orbital (100 rpm), distribuidos em trés tratamentos: 3, 4 e 5 dias de embebi¢do, com 5 sementes por
tratamento, sendo que cada uma foi considerada uma repeti¢do. O baixo nimero amostral de sementes,
foi devido a escassez do material. Utilizou-se do mesmo meio de cultura anteriormente descrito.

Apo6s os resultados obtidos nos testes pré-germinativos e verificada a melhor condigdo de
cultivo, realizou-se um experimento com 240 sementes com auséncia de tegumento e de GAsz. As
sementes foram cultivadas em placas de Petri de polietileno estéril (90 x 1,5 mm), vedadas com filme
de PVC. Dez sementes foram inoculadas por placa de Petri, num total de 24 repeticdes. O nimero de

sementes germinadas foi avaliado a cada 7 dias, durante 70 dias de cultivo
Cultivo das plantulas

As plantulas cultivadas foram classificadas em 2 estadios de desenvolvimento (I) plantulas com
protusdo da radicula e (II) com o desenvolvimento de raizes adventicias e laterais. Foram realizados
quatro tratamentos:

1 - Estadio I : suplementado com 3 mg L' de GA;
2 - EstadioI: ndo suplementado com de 3 mg L™ de GA;
3 - Estadio II : suplementado com 3 mg L™ de GA3
4 - Estadio II : ndo suplementado com de 3 mg L™ de GA3
Foram realizadas 3 repeticdes para cada tratamento e 4 plantulas por frasco num total de
12 plantulas. O meio para inoculacdo foi o0 mesmo anteriormente citado, utilizando-se forca idnica
total e frascos com 40 mL de meio.
As plantulas foram cultivadas em sala de crescimento, com luz fluorescente sob irradiancia de
24 pmol.m™.s™', fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 +2 "C.
A avaliacdo das plantulas ocorreu aos 30 dias apds inoculagdo. Os pardmetros adotados para a
avaliacdo foram: altura da plantula, nimero de raizes e comprimento das raizes adventicias e laterais.
As plantulas com aproximadamente 8-10 cm de altura foram aclimatadas em copos plésticos

com substrato Plantimax em estufa.



Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram
submetidos a teste de média, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. As andlises estatisticas

foram realizadas no programa SAEG.



RESULTADOS

O protocolo de desinfestacdo testado foi ineficaz para as sementes com tegumento intacto
(Fig. 1); apesar da utilizacdo do antibidtico Timentin no meio de cultivo, a contaminagdo
principalmente por bactérias foi de 99%. Também nao foi obtido sucesso na germinagdo das sementes
nessas condigdes do experimento. Entretanto, para sementes inoculadas com auséncia de tegumento
(Fig. 2) o procedimento mostrou-se eficiente (Fig. 3) com 8 sementes germinadas, e evitou
completamente a contaminacao.

Nos tratamentos das sementes sem tegumento embebidas em 3 mg L' de GA; foram
observadas diferencas: sementes com 3, 4 ¢ 5 dias de embebi¢do obtiveram um percentual de 60, 20 e
20 de germinagdo, respectivamente. Nesses tratamentos com GAj o processo de germinagdo iniciou
ap6s o 20° dia de cultivo. As sementes com a presenca de tegumento ndo germinaram; para as
sementes embebidas em 4gua, na auséncia do regulador de crescimento, obteve-se 60% de
germinacgao.

Para as 240 sementes inoculadas sem tegumento e na auséncia de GAjz obteve-se o um total de
germinagdo de 84,17% (Figs. 3 e 4) com desenvolvimento normal das plantulas.

Observa-se que, em casos extremos, a germinagdo teve inicio no segundo dia de cultivo ou
mesmo apds 70 dias, ocorrendo grande desuniformidade. No intervalo entre o 14° e 21° dias apds a

inoculacdo, constatou-se maior numero de sementes germinadas 42 e 72, respectivamente (Fig. 7).
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Figuras 1 a 6: Germinagdo in vitro e desenvolvimento de plantulas de Psychotria ipecacuanha.
1 - Vista geral da semente com tegumento; 2 - Semente com auséncia de tegumento e
inicio da germinacdo do tipo epigena; 3 - Protusdo da radicula, (estadio I de
desenvolvimento); 4 - Desenvolvimento de raizes laterais (estadio II de
desenvolvimento); 5 - Detalhe de uma plantula com expansao da parte aérea e sistema
radicular ja desenvolvido. 6 - Plantula em processo de aclimatacdo. IG - Semente
evidenciando o inicio da protusdo da radicula; R - radicula; RL - raizes laterais e

adventicias em desenvolvimento.
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Figura 7: Representagdo grafica da germinacdo das sementes de P. ipecacuanha, sem tegumento,
cultivadas no meio de MS com auséncia de GAs, até 70 dias apos inoculagdao, em 28 +5 C
de temperatura.
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No estadio I (Fig. 4) de desenvolvimento das plantulas de P. ipecacuanha, o tratamento
suplementado com 3 mg L™ GA; foi mais eficiente que o tratamento com auséncia de GA; para o
desenvolvimento das plantulas (Tab. 1). De maneira geral na presenca de 3 mg L™ ou auséncia de
GA;, durante 30 dias de cultivo, as plantulas de P. ipecacuanha independente do estadio inicial
(Figs. 4 e 5) apresentaram respostas similares, nao ocorrendo diferencas significativas entre os
tratamentos quando se analisou o nimero € o comprimento das raizes (Tab. 1). Em relagdo a altura das
plantulas, a presenca de GAj; induziu maior alongamento, quando comparando ao meio ndo

suplementado com GA; no estadio I de desenvolvimento (Fig. 4) como visto na Tab.1.

Tabela 1: Desenvolvimento de plantulas de Psychotria ipecacuanha nos estadios I e II, na auséncia e
na presenga de GA; (3 mg L™), apos 30 dias de cultivo in vitro.

Estadio Meio de Altura das Numero de Comprimento
Cultivo Plantulas (cm) Raizes das Raizes (cm)
I MS + GA3 3,44 a 16,40 a 091 a
I MS 2,38b 12,85 a 0,89 a
II MS + GA; 325a 12,10 a 1,14 a
11 MS 293 a 11,45 a 0,70 a

As médias seguidas por uma mesma letra mintscula, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Apos a fase de alongamento, as plantulas foram aclimatadas com sucesso (Fig. 6), resultando

em elevado percentual de sobrevivéncia das mesmas. As plantas com raizes mais curtas responderam

melhor a aclimatacao.
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DISCUSSAO

A presenga do tegumento intacto das sementes favoreceu o aparecimento de contaminantes,
principalmente bactérias, apesar da utilizacdo de antibidtico. Apds a retirada do tegumento, observou-
se assepsia no meio de cultura. A assepsia da cultura in vitro € um aspecto importante para o sucesso
no cultivo de espécies vegetais, tendo em vista que um dos entraves maiores no estabelecimento de
culturas assépticas ¢ a contaminagdo, de modo especial se usados explantes provenientes de casa-de-
vegetacdo/campo. Explantes de varios 6rgdos vegetativos de plantulas assépticas freqiientemente sao
usados na cultura de tecidos in vitro (Takamura et al., 1995; Bond 1998; Kotsias & Rousso, 2001;
Paiva Neto, 2002; Singh et al., 2002) porque provém de tecidos jovens livres de contaminantes ¢ os
explantes sdo vigorosos, enquanto os coletados no campo, freqiientemente estdo contaminados por
microrganismos endofiticos, geralmente de dificil erradicagao.

A dorméncia das sementes de P. ipecacuanha deve estar relacionada com a consisténcia fibrosa
do tegumento (dados ndo inclusos) que prejudica a embebicdo e impede a extrusdo da radicula. O
mesmo tipo de dorméncia foi verificado em sementes de Bixa orellana L. cv. Bico de Pato (Amaral
et al., 1995, Paiva Neto, 2002). No entanto, observa-se que outros aspectos podem estar envolvidos
nesse processo como a presenca de reguladores nos envoltérios das sementes, que geralmente
interferem na germinagdo. A mesma hipotese também foi levantada por Morley e Bunker apud Tsuboi
& Nakagawa (1992), em sementes de Passiflora edulis.

A remocao do tegumento foi uma estratégia eficiente para a quebra da dorméncia das sementes
de P. ipecacuanha. A mesma técnica também aumentou a taxa de germinagdo em sementes de
Fraxinus ornus L. ¢ Sorbus domestica (Arrilaga & Marzo et al., 1992), Passiflora edulis f. flavicarpa
(Reis, 2001), Pterodon pubescens (Coelho, 2001) e Bixa orellana L. cv. Bico de Pato (Paiva Neto,
2002). A escarificacdo mecanica ou quimica promove a ruptura da camada em palicada do tegumento,
facilitando a entrada de 4gua nas sementes. Apesar de P. ipecacuanha nao apresentar camada em
palicada do tegumento, entretanto, o seu tegumento € constituido de fibras entrelacadas e esclerificadas
(dados nao amostrados), o que dificulta a embebigao.

A reidratacdo da semente, possibilita a absorcdo de 4gua, respiracdo e outras atividades que

desencadeiam o processo germinativo (Aradjo Neto, 1997). De acordo com Toledo & Marcos Filho
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(1977), o conjunto de condigdes intrinsecas ou extrinsecas do ambiente de cultivo (umidade, luz,
temperatura, pH, e os nutrientes do meio de cultura) sdo fundamentais para que o processo de
desenvolvimento do embrido ocorra normalmente.

A utilizagdo de regulador de crescimento foi desnecessaria para o cultivo de sementes de P.
ipecacuanha, considerando que o tempo para o inicio da germinagdo no tratamento com auséncia de
giberelina foi menor: a germinagao ocorreu no 7° dia, enquanto no tratamento com giberelina ocorreu
apods 0 20° dia de cultivo. Jha et al. (1988) utilizaram 20 mg L™' GAj; na indugio da germinagdo de
sementes de P. ipecacuanha, em condi¢des assépticas. Entretanto, os autores ndo relataram as
condi¢des de cultivo das sementes, em relagdo a presenga ou a auséncia de tegumento, o tempo de
cultivo e o percentual de germinacdo. As giberelinas sdo reguladores de crescimento relacionados
diretamente ao controle e promog¢ao da germinacgdo (Arteca, 1995).

O percentual de germinacdo obtido (84,17%), neste trabalho pode ser considerado altamente
promissor, em funcao das dificuldades de germinagao in vivo observadas nesta espécie. Além disso, as
plantulas assépticas desenvolvidas pela técnica, apresentaram-se vigorosas ¢ sem anormalidades.
Entretanto, para algumas espécies cultivadas in vifro ocorre um alto percentual de sementes
germinadas, mas, podem desenvolver plantulas com anomalias morfoldgicas e anatdmicas, como visto
em Passiflora edulis (Reis, 2001). Destaca-se a rapidez de inicio da germinagdo, pois apds o segundo
dia de inoculacao, ja foi observado um percentual de 0,83 % de sementes com emissdo da radicula, e
ocorreu um pico entre o 14° e 21° dias de cultivo. Este fato ¢ importante para a obtencdo mais rapida
de plantulas, facilitando a multiplicagdo. Outro aspecto a ser considerado ¢ que na producdo de
plantulas a partir de sementes pode-se selecionar individuos mais produtivos, em fun¢do da variacao
genética.

O cultivo de sementes de poaia no campo foi realizado por Rajkhowa (1964) sendo verificado
que a germinagdo ocorre entre 95 e 125 dias ap6s semeadura, porém, este periodo pode variar de
acordo com a época de plantio. O mesmo autor ainda ressalta que sementes de P. ipecacuanha sao
consideradas impermedveis, € sua germinagao ocorre no periodo de janeiro a fevereiro, caracterizado
por umidade relativa do ar alta, porém o percentual ¢ de apenas 10%. Entretanto, o autor conseguiu
elevar esse indice para 59% quando cultivando sementes durante o més de fevereiro em local
sombreado.

Para a germinacao de sementes de P. ipecacuanha com auséncia de tegumento constata-se a
necessidade do cultivo in vitro, pois, o embrido ¢ delicado, e esta condi¢do de cultivo proporciona um

ambiente favoravel a germinacao.
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A utilizagio de 3 mg L' de GA; no estadio I de desenvolvimento foi favoravel apenas ao
crescimento da plantula e no estddio II nenhum aspecto avaliado apresentou diferencas.
Aparentemente, ndo ¢ necessaria a utilizagdo de regulador de crescimento nas plantulas nestas
condigoes.

A concentracdo de 3 mg L de GA; ja foi testada para o alongamento de brotacdes adventicias
provenientes da proliferacdo in vitro de P. ipecacuanha, apresentando bom desenvolvimento.
Entretanto, para as plantulas neste particular os resultados ndo foram satisfatorios, principalmente em
relacdo ao seu alongamento. Souza (2002) utilizou GAj3 em plantulas de Arnica com diferentes
tamanhos, sendo que para esta espécie o regulador influenciou positivamente principalmente no
alongamento.

O protocolo desenvolvido para a germinacdo de sementes de P. ipecacuanha in vitro,
possibilita a manutengdo de plantas oriundas de diferentes genotipos, além de se constituir uma fonte

de material para a micropropagacao.
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CONCLUSOES

A remocao do tegumento das sementes favoreceu a germinagdo com menor periodo de tempo,
apos o qual foi observado o desenvolvimento normal das plantulas.

A germinagdo in vitro de sementes de P. ipecacuanha ocorreu apos a retirada do tegumento,
resultando em 84,17% de germinagdo e as plantulas desenvolveram-se normalmente.

A adicao de acido giberélico ao meio de cultura aumentou o tempo necessario para a
germinagao.

As plantulas no estddio I de desenvolvimento, mostraram-se mais alongadas quando

suplementadas com 3 mg L' de GA;.
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PROTOCOLO PROPOSTO PARA A GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE

Psychotria ipecacuanha

A) Desinfestacao
Lavagem em agua para a retirar a mucilagem das sementes. Logo apos lavar com 9 gotas de
Tween 20 durante 15 minutos; lavar em alcool 70° por 1 minuto; colocar as sementes imersas em
hipoclorito de s6dio comercial, a 5 %, por 30 minutos.
Em capela de fluxo laminar enxaguar as sementes 4 vezes com adgua deionizada e autoclavada.
Retirar mecanicamente o tegumento externo, com auxilio de um bisturi. Logo apoés, realizar

outra desinfestacdo com hipoclorito de sodio a 1,5 % durante 15 minutos.

B) Meio de germinacio

Meio contendo os sais de MS (Murashige & Skoog, 1962) sélido com metade da forga idnica;
sacarose a 3 % v/v, 100 mg L' de mio-inositol, complexo vitaminico de White (10 mL L™),
solidificado com agar 5 g L'l; pH ajustado a 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem, e com a adi¢ao de 300

mg L' de Timentin (Smithkline Beecham, Brasil)..

C) Incubacio das sementes

Colocar em incubadora, manter no escuro, com temperatura minima de 28 C e maxima de

o

33 C.

D) Cultivo das plantulas
Apo6s emissdo da radicula, transferir as plantulas, para o meio contendo os sais de MS com
forga idnica total. A irradidncia de 24 pmol.m™.s™ sob luz fluorescente, fotoperiodo de 16 horas e

temperatura de 27 + 2 'C.

E) Aclimatacao

Colocar as plantulas com aproximadamente 5 cm de altura imersas em agua deionizada e
autoclavada em copos plasticos na estufa por 15 dias. Transferir as plantulas para copos plasticos com
substrato plantimax por 30 dias. Logo apoés, cultivar as plantulas em casa de vegetacdo em local

sombreado com sombrite a 70%.
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CAPITULO 11

Ontogenia de gemas radiculares de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes -

Rubiaceae

RESUMO

Psychotria ipecacuanha é um subarbusto da familia Rubiaceae, popularmente conhecido como
poaia ou ipeca, utilizado no combate da amebiase. As propriedades medicinais da espécie sdo
atribuidas a presenga de alcaldides emetinicos. A propagacdo da espécie se da principalmente via
raizes gemiferas. O objetivo do trabalho foi descrever os principais aspectos da reproducao vegetativa
e da ontogenia das gemas adventicias radiculares. O sistema caulinar varia quanto a morfologia
externa, possuindo partes subterraneas (eretas ou horizontais ao solo) e partes aéreas que, em geral, se
curvam até a superficie do solo emitindo raizes adventicias, na regido do entre-nd. As raizes
adventicias sdo protostélicas com medula ausente. No caule sdo produzidos sucessivos felogénios de
origem epidérmica e subepidérmica, resultando na descamagdo na regido de emergéncia das raizes ou
por todo o caule. Fragmentos radiculares de P. ipecacuanha foram cultivados em meio hidropdnico
com solugdo de Hoagland (presenca ou auséncia de 2 mg L' de BAP) e em 4gua destilada (presenga
ou ausénecia de 2 mg L' de BAP). Verificou-se nestes tratamentos que a maior producio de gemas
ocorreu no cultivo em solugcdo de Hoagland; nos tratamentos com regulador de crescimento ocorreu
primeiramente a formacdo de raizes adventicias. As gemas adventicias se diferenciam a partir dos
meristemoides originados do felogénio. As gemas formaram-se assincronicamente na superficie da
raiz em crescimento secundario. Nos primérdios das gemas observou-se a presenga de coléteres e
idioblastos com rafides. O sistema vascular das gemas ¢ formado por diferenciagao de células
meristematicas, e posteriormente conecta-se ao sistema radicular da raiz de origem. No cortex
radicular encontram-se grdos de amido, os quais devem contribuir na manutengdo € no

estabelecimento das gemas adventicias.
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Ontogeny and bud from roots of Psychotria ipecacuanha Brot. Stokes) - Rubiaceae

ABSTRACT

Psychotria ipecacuanha is a sub-shrub from Rubiaceae family, known as (poaia) or (ipeca), which is
used as therapy for healing and amoebiasis. Its medicinal properties are attributed to emetic alkaloids.
The aim of this work was to describe main aspects of the vegetative reproduction and ontogeny of
root-derived adventitious buds. The regeneration of this species is essentially carried out from roots
sprouts. Variation on the stem external morphology is observed which enclose subterranean parts
(straight or horizontally to soil) and aerial parts that, in general, bend to the soil surface, where
adventitious roots are emitted from the internode. Anatomical analysis rom adventitious roots revealed
pith absence. Continuous phellogen from epidermical and sub-epidermical layers are formed in the
stem, occurring cell elimination on the root emergence surface or all over the stem. Root fragments of
P. ipecacuanha were cultivated in distilled water (presence or absence of 2 mg L' BAP) and in
hydroponics medium with Hoagland solution (presence or absence of 2 mg L' BAP). The latter
treatments displayed higher bud production as compared to Hoagland solution. Adventitious buds
arose form the phellogen, which divided in several planes, forming the meristemoids. The buds were
formed assynchronically on the surface of roots that presented secondary growth. At the bud primordia
it was observed coleters and idioblasts containing raphides. The bud vascular system is formed by
meristematic cell differentiation, and, with a late development, it is connected to the root vascular
system. There is a great starch concentration in roots that participate on the adventitious bud

maintenance and establishment.
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INTRODUCAO

A poaia, Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, pertencente a familia Rubiaceae, ¢ uma planta
medicinal do sub-bosque de florestas, cuja distribuicdo ¢ disjunta no Brasil, Colombia e América
Central. Atualmente a ocorréncia de populagdes nativas estd restrita a regides geograficamente
discretas na América Central (Costa Rica, Nicaragua e¢ Panamd), na parte sudoeste da regido
amazonica brasileira (Mato Grosso e Rondonia), na Mata Atlantica (principalmente em Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia) e na Colombia.

O uso farmacoloégico de P. ipecacuanha esta associado a presenca dos alcaldides encontrados
em suas raizes, sendo os principais emetina e cefelina, que conferem a planta um poder emético e
amebicida (Bruneton, 1999).

P. ipecacuanha ocorre em formacgdes denominadas de “fogdes” ou “reboleiras”, originadas
pelo crescimento vegetativo da planta ou pela disseminagdo de suas sementes realizadas pelo passaro-
poaeiro (Caminha Filho,1943). As sementes de poaia tém baixo indice de germinacdo, em condi¢des
naturais, podendo demorar até trés meses para germinar em viveiros (Oliveira & Martins, 1998).
Observa-se em ambiente natural que a propagagdo vegetativa, por meio da formacdo de gemas no
sistema subterraneo radicular e caulinar, resulta no aumento de individuos nas reboleiras. Entretanto,
ha escassez de dados referentes aos mecanismos morfogenéticos e aos aspectos anatdmicos envolvidos
na reproducdo vegetativa da espécie.

Raizes de algumas plantas superiores tém a capacidade de formar gemas vegetativas sob
condi¢des naturais (Kerbauy, 1998) como um mecanismo de adaptagdo a reproducdo vegetativa
(Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000). Outras espécies formam gemas adventicias apenas
esporadicamente, como conseqiiéncia de injurias mecanicas ou de podas drasticas da parte aérea
(Kerbauy, 1998; Rizzini, 1966). A propagacdo vegetativa através da formagdo de gemas em
fragmentos radiculares, foi registrada para varias plantas adaptadas a ambiente de cerrado (Rizzini &
Heringer 1962 ¢ 1966). A formagao de raizes gemiferas esta, geralmente, associada a uma forte
perturbagdo do ambiente capaz de interferir com a reprodugdo por sementes e estimular a gemacao
radicular (Rizzini & Heringer 1966).

Nas regides florestais que sofrem a acdo constante do fogo, ou de outras perturbagodes, o

desenvolvimento das gemas a partir de sistemas radiculares € uma caracteristica vantajosa e permite a
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rapida recomposi¢do da cobertura vegetal (Lacey & Johnston, 1990, Rizzini & Heringer, 1966). Raju
et al. (1966) relatam que a presenca de raizes gemiferas em algumas dicotiledoneas, consideradas
perenes, tem fortes implicagdes na sua estratégia de sobrevivéncia, quando submetidas a condi¢des
adversas.

As gemas originadas de raizes proporcionam maior capacidade de competicdo na ocupagao de
areas e na exploracdo dos recursos ambientais (Lacey & Johnston, 1990). A formacdo de gemas
adventicias confere vantagens em relacdo as plantulas originadas por via seminifera, pois, as brotagdes
podem ser mantidas com suprimento constante de dgua e nutrientes fornecidos pela planta de origem
(Greig & Mauseth, 1991; Janzen, 1980; Hudson, 1955). Entretanto, a reproducgdo sexuada ¢ essencial
para a manuten¢ao da variabilidade genética dentro da comunidade vegetal (Rood et al., 1994).

As gemas formadas num sistema radicular normal, ndo perturbado, recebem a denominagao de
gemas adicionais, enquanto as formadas em resposta as injurias sdo consideradas gemas reparativas
(Raju et al., 1966; Polowick & Raju, 1982; Wittrock, apud Raju et al., 1966).

Os estudos anatomicos de P. ipecacuanha estdo restritos a caracterizacdo da raiz ¢ do caule
(Silva, 1936; Assis & Giuliett, 1999; Garcia, 2001). Estudos realizados por Hayashi (1998), nos
sistemas subterraneos de 8 espécies arboreas, confirmaram, mediante analises anatomicas, a ocorréncia
da formacao de raizes gemiferas em floresta tropical brasileira. A continuidade dos estudos anatomicos
¢ essencial para esclarecer o processo de formacdo e desenvolvimento de gemas em sistemas
subterraneos (Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000). Apesar da conhecida importancia da raiz para a
planta e de algumas caracteristicas peculiares para seu desenvolvimento, os estudos dos aspectos
morfogenéticos desse 6rgdo nao tém recebido a mesma atengdo direcionada aos 6rgdos da parte aérea
(Kerbauy, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo descrever os principais aspectos da reprodugdo

vegetativa e a ontogenia de gemas radiculares em Psychotria ipecacuanha.
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MATERIAL E METODOS
Local de coleta

As amostras de Psychotria ipecacuanha foram coletadas nos meses de fevereiro a margo, em
populagdes naturais no municipio de Itaperuna, no estado do Rio de Janeiro, localizado a 21°07°S/
42°06°W e 190 m de altitude. A vegetacao ¢ constituida de fragmentos remanescentes de mata
Atlantica, proximos a area de pastagem, na Fazenda Caeté.

Foram coletados fragmentos radiculares e plantas inteiras para o cultivo in vivo .
Aspectos da reproducio vegetativa

Foram realizadas observagdes de campo nos meses de janeiro a marco, com alto regime
hidrico. As observagdes visaram identificar alguns aspectos da reprodugdo vegetativa da espécie,
como: profundidade do sistema radicular subterraneo; o tipo de 6rgao gemifero, bem como o tipo de

distribuicao espacial da espécie.
Propagacio in vivo

Para obtencdo de gemas radiculares, Psychotria ipecacuanha foi propagada vegetativamente
por meio de estacas radiculares.

Fragmentos de raizes, com aproximadamente 5 cm de comprimento, foram desinfestados por
imersdo em uma solug¢do de Benlate 0,1 %, durante 15 minutos, ¢ submetidos a lavagem em agua
destilada sendo, logo apos, colocados em uma solugao de hipoclorito comercial a 5%, por 30 minutos
e submetidos a 4 lavagens em 4gua destilada.

Os fragmentos radiculares foram cultivados e mantidos em locais sombreados com cobertura
de sombrite (70%) em casa de vegetacdo. Foi testada a aplicacio de BAP (benzilaminopurina)

2 mg L', com pulso de 24 horas. O material foi cultivado em meio hidropdnico, em bandejas com
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sistema de arejamento com 20 fragmentos radiculares para cada tratamento, num total de 80
segmentos. Realizaram-se 4 (quatro) tratamentos, sendo os fragmentos cultivados por 180 dias em:

1 — 4gua destilada;

2 — solugdo de Hoagland (pulso de 24 h suplementado com 2 mg L' de BAP);

3 — 4gua destilada (pulso de 24 h suplementado com 2 mg L™ de BAP);

4 — solugdo de Hoagland;

Também foram cultivadas 70 plantas inteiras, visando a propagacdo vegetativa. As plantas
foram cultivadas em vasos de polietileno, com capacidade de 6 L, contendo uma mistura de solo,
esterco e areia (na propor¢do 3:1:1), com irrigagdo a cada dois dias. As plantas foram cultivadas por
270 dias.

O material testemunho foi preparado segundo as normas de herborizacdo e depositado no
Herbario VIC, do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa — UFV, sob

registro de nimero 26.678.
Anatomia das gemas radiculares

Foram coletadas raizes com gemas adventicias, em diferentes estadios de desenvolvimento,
para a realizacdo dos estudos anatdmicos, no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade
Federal de Vigosa.

Os segmentos com raizes gemiferas, diferenciadas in vivo, foram coletados e fixados em FAA5
(Johansen, 1940) e submetidas a vacuo. As amostras foram desidratadas em série etanolica e
incluidas em parafina (Johansen, 1940). Foram obtidos cortes seriados transversais e longitudinais,
com 10 um de espessura, utilizando-se microtomo rotativo LEICA RM 2155. Apos a
desparafinizagdo, os cortes foram corados com safranina (em solugdo alcodlica 50%), durante 40
minutos, ¢ azul de Astra, por 10 minutos (Gerlach 1969), ¢ montados em balsamo do Canada.

Foram realizados testes com lugol, em fragmentos radiculares gemiferos nao fixados, para a
evidenciacdo de grdos de amido. As se¢des foram obtidas utilizando-se de um micrétomo de mesa
(Ernst Leitvz — Wetzlar).

As observagdes e os registros fotograficos foram realizados em um microscopio esteroscopio

Olympus SZH e num microscopio Olympus AX70, com sistema U-Photo.
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RESULTADOS

Aspectos da reproducio vegetativa

Psychotria ipecacuanha ocorre em formacdes do tipo “reboleiras” (Fig. 1). O sistema
subterraneo radicular atinge aproximadamente 20-40 cm de profundidade no solo. As observacdes
realizadas no campo indicam que a espécie apresenta aspecto semidecidual, e de acordo com as
condi¢des do ambiente ocorre a perda parcial da parte aérea. As gemas radiculares sdo formadas na
época de chuvas entre os meses de novembro a mar¢co. Em meio natural ocorre a proliferagdo de
gemas adventicias formadas em raizes interligadas a planta de origem, ou partir de segmentos
radiculares isolados que sofreram injiria mecanica.

Apoés escavagdo, observou-se que quando as gemas radiculares subterraneas estdo dispostas
horizontalmente, seu desenvolvimento d4 origem a um caule com regides sinuosas paralelas a
superficie do solo antes de emergir; quando dispostas verticalmente, originam caules eretos, que
atingem a superficie do solo como visto na Fig. 2.

A regeneragdo da espécie ¢ principalmente via raiz gemifera (Fig. 3, 4 e 5), entretanto,
formam-se gemas axilares oriundas do sistema caulinar, situadas na regido do no6. Geralmente, o
sistema caulinar apresenta porgdes prostadas ao solo, das quais sdo originadas raizes adventicias, na
regido do entre-n6 (Fig. 6). O caule aéreo em estadio secundario de crescimento apresenta estrutura
tipica com um cortex amplo, destacando-se sucessivos felogénios (Figs 8-10), originados por divisdes
tanto de células epidérmicas (Fig. 7) quanto de células subepidérmicas (Fig. 8). Na regido onde sdo
formadas as raizes adventicias, observa-se a presenca de felogénio e do suber situados internamente ao
colénquima (Fig. 8). Apos a emergéncia das raizes adventicias, o colénquima e o suber sao eliminados,
promovendo uma descamacao de todo o caule (Fig. 9). O sistema caulinar apresenta endoderme nitida
com estrias de Caspary proeminentes (Fig. 11) e na epiderme foram observados tricomas tectores
unisseriados (ndo documentado).

Os caules subterraneos e aéreos, em estadio de desenvolvimento primario, possuem estrutura
eustélica tipica. No caule formado subterraneamente, a partir de gemas radiculares, destaca-se a

presenca de grande quantidade de amido localizada na regido cortical (ndo documentado).
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As raizes sdo protostélicas e poliarcas, apesar de serem adventicias, apresentam estrutura tipica,
com a auséncia de medula, com o xilema ocupando a regido central do 6rgao (Fig. 12), e muito cedo se

estabelece o crescimento secundario (Fig. 13).

Propagacio in vivo

Foram necessarios aproximadamente 60 dias de cultivo hidropdnico, para que as estacas
radiculares produzissem gemas adventicias. Foram produzidas aproximadamente 12,5 gemas por
segmento, nos cultivos em solu¢do de Hoagland com a presenca ou auséncia de BAP. Nos tratamentos
com 4gua destilada e citocinina (2 mg L' de BAP) formou-se uma média de 5,5 de gemas por
segmento, € no tratamento com apenas agua destilada observou uma propor¢dao de 8 gemas por

segmento.

14 - SH - Solu¢io de Hoagland com ou sem BAP
)
E H20 - Agua destilada + 2 mg L' BAP
E;, 12 - H20 -Agua destilada
Q
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= 8
-
=]
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Tratamentos

Figura 14: Representacdo grafica da média de producdo de brotos adventicios em segmentos
radiculares de P. ipecacuanha, cultivados em meio hidropdnico com sistema de
arejamento em diferentes tratamentos, em local sombreado por 60 dias.

Nos tratamentos com BAP principalmente com 4gua destilada, observou-se primeiramente a
formacgao de raizes laterais. Em todos os tratamentos, as gemas adventicias distribuiram-se por todo o

segmento radicular.
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O cultivo hidropdnico das estacas radiculares foi dificultado pela rapida decomposicao.
Observou-se que estacas radiculares menores que 5 cm (com aproximadamente lcm) produziam
gemas adventicias.

As plantas que foram cultivadas em vasos de polietileno apresentaram bom desenvolvimento e
producdo de gemas adventicias principalmente no sistema radicular. Apos 8 meses de cultivo, ocorreu
a produgdo de gemas neoformadas, ja com expansao da parte aérea acima da superficie do solo,em

30% dos vasos.

Ontogenia das gemas radiculares

As gemas radiculares formam-se na regido periférica da raiz em crescimento secundario
(Fig. 15). As gemas radiculares apresentam desenvolvimento assincronico observando-se gemas
adventicias em varios estadios de desenvolvimento (Fig. 15) num mesmo segmento radicular.

As gemas radiculares se originam do felogénio cujas células se dividem nos planos anticlinal e
periclinal, formando uma massa de células homogéneas e compactas, denominadas de meristemoides,
que caracteriza o primeiro estadio de diferenciacdo e desenvolvimento das gemas radiculares (Fig. 14).

As células do domo apical sdo isodiamétricas, envoltas por uma camada com padrdo de divisdo
predominantemente anticlinal. O desenvolvimento do meristema apical provoca o rompimento das
camadas da periderme e as gemas providas de primoérdios foliares em diferenciacdo, na superficie da
raiz, tornam-se visiveis (Figs 15 e 16). Nos estadios mais tardios do crescimento definem-se os
entrendés caulinares e ¢ estabelecida a conexdo do procambio do broto adventicio, em
desenvolvimento, com o sistema vascular da raiz (Fig. 17).

Desde os estadios iniciais do desenvolvimento das gemas, observa-se a presenga de inimeros
idioblastos com rafides (Fig. 18). Nos estadios de desenvolvimento mais tardio dos brotos adventicios
formam os primordios foliares (Fig. 19). Os primordios foliares formados inicialmente originam as
folhas diminutas e incolores subterraneas; posteriormente se diferenciam folhas clorofiladas.

A reagdo ao lugol revelou a presenca abundante de grdos de amido, principalmente no

parénquima cortical da raiz (Fig. 20).
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Figuras 1 a 6: Aspectos da reprodugdo vegetativa de Psychotria ipecacuanha. 1 - Vista geral de uma
reboleira (Bar = 10 mm); 2 - Diferengas morfologicas nos caules oriundos dos brotos
adventicios radiculares (Bar = 5 mm); 3 - Morfologia externa de segmento radicular
evidenciando as gemas e brotos adventicios em diferentes estddios de
desenvolvimento; 4 - Brotos adventicios emergidos em segmento radicular cultivado
em solu¢do nutritiva de Hoagland (Bar = 10 mm); 5 — Broto adventicio com
desenvolvimento do sistema radicular; 6 - Porcdo curva do entre-n6é caulinar
evidenciando o desenvolvimento de raizes adventicias (Bar = 15 mm); Re — reboleira;
CD - caule sinuoso originado de uma gema radicular; CE - caule ereto; GR: gema
adventicia radicular; RA - raiz adventicia; N - n6 caulinar; EN — entre-n6 caulinar. Br

- broto adventicio.
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Figura 7 a 13: Cortes transversais do caule aéreo e de raizes adventicias de Psychotria ipecacuanha.
7 e 8 - Epiderme caulinar se dividindo periclinalmente originando o felogénio
(Bar = 100 um); 9 - Emergéncia de raiz adventicia em caule aéreo de P. ipecacuanha,
felogénio situado subepidérmico internamente ao colénquima; 10 - Eliminagdo do
colénquima e de camadas mais externas de suber ap6s emergéncia da raiz adventicia.
Barra = 32 pm. 11 - Formacao de felogénios sucessivos no caule (Bar = 80 pm);
F - Endoderme com estrias de Caspary. 12 - Raiz adventicia protostélica e poliarca
com xilema ocupando a parte central do 6rgdo; 13 - Raiz adventicia e crescimento
secundario com periderme evidente. Barra = 90 um. Co - colénquima; Fe - felogénios;
EC - estrias de Caspary; Xi - xilema primério; XS - xilema secundario; S - suber; RA -

raiz adventicia; PC - parénquima cortical.
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Figuras 14 a 17: Ontogenia de gemas adventicias radiculares em Psychotria ipecacuanha. (14 - 16;
cortes transversais; 17 - corte longitudinal) 14 - Inicio do desenvolvimento dos
primoérdios das gemas adventicias, na regido periférica do felogénio com a formagao
dos meristemoides 15 - Diferentes estddios de desenvolvimento das gemas
adventicias; 16 - Emergéncia de uma gema adventicia, j4 com os primordios
foliares, e eliminacdo da periderme; 17 - Sistema vascular dos brotos adventicios
evidenciando a conexdo com a raiz de origem. Barra = 32 um. Me -meristemoide; -
GA - gema adventicia em diferentes estadios; Fe - felogénio; CV - conexdo

vascular; DA - domo apical; SV - sistema vascular da raiz gemifera; Am - amido.
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Figuras 18 a 20: Ontogenia de gemas adventicias radiculares em Psychotria ipecacuanha. (cortes
transversais). 18 - Regido do domo apical com a presenca de coléteres e idioblastos
com rafides; 19 - Gema adventicia na periferia de uma estrutura tipicamente
radicular e a diferenciacdo dos primordios foliares; 20 - Grdos de amido no
parénquima cortical da raiz evidenciado pelo lugol. Barra = 32 um. Am - amido.
Co - coléter; CV - conexdo vascular; FI - floema; IR - idioblastos com rafides;
MF - meristema fundamental; PF - primoérdio foliar; SV - sistema vascular da raiz

gemifera; Xi - xilema.
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DISCUSSAO

Informagdes sobre os processos envolvidos na formagao de gemas adventicias sao escassos na
literatura. Neste contexto, o presente trabalho descreve pela primeira vez a ontogenia de gemas
adventicias formadas em raizes gemiferas de Psychotria ipecacuanha e destaca os aspectos principais
envolvidos na reprodugdo vegetativa da espécie.

A propagagao vegetativa de P. ipecacuanha ocorre principalmente via raiz. Entretanto, gemas
também sdo originadas no caule, o que também foi relatado por Pinto (1972), Alzugaray & Alzugaray
(1988), Salick (1995).e Oliveira & Martins (1998).

O sistema subterraneo radicular gemifero de P. ipecacuanha se encontra disposto no solo em
profundidades de 20 a 40 cm. Em geral, sistemas gemiferos sao encontrados na superficie do solo.
Entretanto, Rizzini & Heringer (1966), em estudos de regeneragdo via raiz gemifera em regides do
cerrado, destacam que, dependendo da espécie, o sistema radicular gemifero pode apresentar-se
disposto superficialmente ou se desenvolver em camadas mais profundas do solo.

P. ipecacuanha apresenta distribuicao agregada, e o sistema subterraneo, geralmente, encontra-
se interligado formando as “reboleiras”. A propaga¢do vegetativa possibilita a formagdo de “novos
individuos” proximos a planta-mde, podendo promover uma distribui¢do espacial agregada,
semelhante ao descrito para Machaerium stipitatum e Centrolobium tomentosum (Penha, 1998;
Rodrigues et al., 1990). Os brotos oriundos de gemas adventicias que crescem proximos a planta-mae,
geralmente, permanecem conectados e formam parte integral da planta original (Hudson, 1955).

Para a propagacdo vegetativa da espécie, o cultivo de estacas radiculares em solugdo de
Hoagland foi considerado o mais aconselhdvel, pois ocorre maior proliferacdo de gemas adventicias, e
sdo assegurados os nutrientes basicos para o seu desenvolvimento. A utilizagdo de citocinina ¢
desnecessaria, porque a espécie apresenta um grande potencial regenerativo. Porém, observou-se que
este sistema de cultivo foi dificultado pela facilidade de decomposicao das estacas radiculares
(aproximadamente 50 %). Entretanto, apos reducdo do tamanho das estacas radiculares provocada pela
decomposi¢do, fragmentos menores que 5 cm produziram gemas adventicias. Resultados similares
foram obtidos por Peterson (1975) em cultivo de fragmentos radiculares da espécie herbacea

Hierancium florentinum. O comprimento e o didmetro dos fragmentos radiculares gemiferos podem
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influenciar a capacidade organogenética na formacdo das gemas adventicias, entretanto, ocorrem
variagdes entre as espécies (Peterson, 1975). A definicdo do comprimento da estaca radicular estd
correlacionada com a capacidade de armazenamento de substancias de reservas em cada espécie, estas
quando disponiveis proporcionam a manutencdo no desenvolvimento inicial das gemas radiculares
(Browse, 1979). O fato de estacas com tamanho inferior a 5 cm terem produzido gemas adventicias
pode estar relacionado ao acimulo de amido, caracteristico das raizes de P. ipecacuanha.

De acordo com alguns autores (Gatoni, 1959; Chatterjee, 1993; Yoshimatsu & Shimomura,
1993), as dificuldades principais na viabilidade de cultivo de P. ipecacuanha, com finalidade
comercial, estdo relacionadas ao longo tempo de desenvolvimento, 3 a 4 anos para que ocorra acimulo
ideal dos alcaldides eméticos, e a perda da viabilidade da semente apds estocagem. A reproducao
vegetativa para a espécie ¢ considerada a mais vidvel, sendo os fragmentos radiculares os mais
indicados para a propagacao in vivo (Pinto, 1972).

Os experimentos de cultivo hidroponico diferiram, principalmente, quanto ao tipo de 6rgao
vegetativo obtido: nos fragmentos onde se utilizou fitoregulador primeiramente foram formadas raizes
adventicias enquanto nos outros tratamentos originaram-se, primeiramente, gemas adventicias. Em
Hierancium florentinum as citocininas exogenas influenciaram diretamente na inducdo de gemas
adventicias (Peterson, 1975). No entanto, Montaldi (1937) relata que citocininas podem estimular a
formacao de brotos e/ou raizes adventicias, quando segmentos de raiz sao excisados.

As gemas radiculares de P. ipecacuanha podem ser produzidas em fragmentos isolados de raiz
ou naqueles interligados a planta de origem. A perda parcial da parte aérea ocorre naturalmente nos
meses de baixo regime hidrico, e ap6s passagem deste periodo, ocorre a propagacdo vegetativa por
caule e raizes. Neste caso a sazonalidade influencia na indugdo de gemas adventicias, atuando como
um estimulo a reprodugdo vegetativa.

Schier (1973) relata o papel da auxina como fator de inibicdo na producdo de gemas
radiculares, sendo assim para algumas espécies as gemas radiculares s6 se desenvolvem apds
seccionamento da parte acrea, pois ha a remo¢ao da dominancia apical (Lacey & Johnston, 1990).
Estas caracteristicas foram confirmadas por Hayashi (1998) em Machaerium stipitatum e
Centrolobium tomentosum. No presente estudo, em P. ipecacuanha, as gemas podem ser originadas,
seja pelo seccionamento das raizes ou pela perda natural das folhas havendo, entretanto, a manutengao
da gema apical. A perda parcial da parte aérea atuaria como um fator indutor da rebrota, a partir de
raizes gemiferas, na dependéncia da taxa quantitativa da perda das folhas e do tempo de sua

regeneragdo (Kefford & Caso, 1972; Schier, 1973; Peterson 1975).
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De acordo com Peterson (1975), existe uma variagdo em relacdo aos tecidos radiculares
envolvidos nos sitios de iniciagdo dos primoérdios das gemas e os padrdes de desenvolvimento variam
dependendo da regido da raiz onde ocorre a sua formacdo. O autor, com respaldo na literatura
analisada, sugere 6 sitios de iniciagdo na formagao das gemas radiculares: (1) periciclo (Taylor, 1926;
Priestley & Swingle, 1929; Baskshi & Coupland, 1960; Myers et al., 1964; Bonnet & Torrey, 1966;
Peterson, 1975); (2) felogénio e outros tecidos derivados do periciclo (Baskshi & Coupland, 1959;
Apezzato-da-Gloria & Estelita, 1995); (3) iniciagdo de gemas no cortex, relacionadas a emergéncia das
raizes laterais (Baskshi & Coupland ,1960; Polowick & Raju, 1982); (4) iniciagdo de gemas no cortex
ndo relacionado a emergéncia das raizes laterais (Wardlaw, 1953; Peterson, 1968; Bell, 1996); (5)
apice radicular (Peterson, 1970); (6) calo radicular (Priestley & Swingle, 1929; Lacey & Johnston,
1990; Bell 1996). As gemas radiculares em P. ipecacuanha sdao formadas na regido mais periférica da
raiz e se enquadram no tipo 2 - felogénio e outros tecidos derivados do periciclo. Apezzato-da-Gloria
(1995) observou que a regido de iniciagdo das gemas adventicias em Mandevilla vellutina e M. ilustris
¢ similar ao sitio de iniciacdo a P. ipecacuanha, como também foi verificado em Machaerium
schottiana e C. tomentosum por Hayashi (1998).

Em P. ipecacuanha as gemas, apesar de se formarem em tecido mais superficial da raiz, devem
ser consideradas endogenas, devido a sua origem ser oriunda de tecidos derivados do periciclo, de
acordo com Priestley & Swingle (1929).

No caule de P. ipecacuanha a formacgao de sucessivos felogénios pode estar relacionada com a
protecdo dos primodrdios de raiz adventicia, pois se originam sucessivas camadas de stber com
posterior descamagdo. Na regido de emissdo de raizes adventicias, o felogénio funciona como uma
camada protetora ja& com suber. Este evento ¢ pouco comum dentre as espécies de dicotiledoneas.
Outro aspecto relevante ¢ a formacdo das raizes adventicias, com a auséncia de medula, sendo que a
sua presenga, de acordo com Esau (1965), caracteriza morfologicamente esse tipo de raiz.

A formacdo dos meristemoides, nos estddios iniciais de desenvolvimento das gemas
radiculares, também foi observada por Hayashi (1998) em Machaerium stipitatum.

Sucessivos eventos estdo presentes nos processos morfogénicos envolvidos na formacdo de
gemas, relacionadas a reproducdo vegetativa. Wardlaw (1952) relata os principais eventos na
formagao de gemas em pteridofitas: (i) quebra da dominancia apical, em conseqiiéncia da remog¢do do
meristema apical; (ii) divisdo celular de células isoladas do meristema e a transmissao centripeta de
estimulos para o crescimento; (iii) producdo de uma massa de tecido meristematico, podendo induzir a

forma¢do de uma ou mais gemas; (iv) organizacdes de gemas meristematicas com disposi¢do distal
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consistindo de um grupo de células iniciais e a sua diferenciacdo em tecido vascular; (v) diferenciagao
mais ou menos conspicua na regido central das células apicais, formando um sistema de segmentacao
apical regular; (vi) formac¢do de primordio foliar. Estes eventos descritos para pteridofitas foram
também observados no desenvolvimento de gemas adventicias de P. ipecacuanha.

As injarias mecanicas e a perda parcial da parte aérea, sao mecanismos de indugdo da formacao
de gemas adventicias radiculares, em meio de cultivo. Aparentemente, ocorre um desequilibrio na
concentragdo e translocacdo de auxinas endogenas, produzidas na parte aérea, que proporciona maior
concentragdo de citocininas endogenas, estimulando a formacdo de inlimeras gemas adventicias nas
raizes de Psychotria ipecacuanha. As gemas adventicias radiculares de P. ipecacuanha foram
classificadas como reparativas, desenvolvendo caules vigorosos como foi verificado no campo e em
cultivo. De acordo com Sandberg (1951) as gemas adicionais sdo menos aptas a produzirem caules
vigorosos do que nas gemas reparativas.

Nos primoérdios das gemas radiculares, e em toda por¢do da raiz, ha a presenca de intimeros
idioblastos com rafides. Entretanto, na regido meristematica das gemas os idioblastos com as rafides
sdo mais abundantes. As rafides, aparentemente, podem estar correlacionadas com a alta taxa
metabolica nas raizes gemiferas. Na por¢do do domo apical estdo localizados os coléteres, estruturas
comuns na familia Rubiaceae, como verificado na espécie Dioidia virginiana (Baird et al., 1992).

O teste histoquimico, realizado nas raizes de P. ipecacuanha, revelou a presenga abundante de
amido o qual pode estar exercendo influente papel no estabelecimento ¢ manuten¢do das gemas
adventicias, mediante disponibiliza¢do de suprimento energético principalmente para os primérdios em
desenvolvimento. Thorpe & Murashige, 1968, apud Kerbauy (1998), verificaram forte correlagao entre
o acumulo de amido e a iniciagdo de gemas adventicias, em cultura in vitro de calos de fumo
(Nicotiana tabacum), sendo assim, os autores inferem que o amido influencia diretamente no processo
organogénico. Portanto, os compostos de reserva armazenados nas raizes gemiferas tornam-se
disponiveis para o processo de iniciagdo e desenvolvimento de gemas radiculares (Apezzato-da-Gloria,
2000). Hayashi (1998), estudando 8 espécies arbdreas com sistema subterraneo gemifero, verificou

que o amido ¢ o composto de reserva predominante nestes sistemas.
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CONCLUSOES

A reprodugdo vegetativa em Psychotria ipecacuanha ocorre a partir do sistema subterraneo
radicular e caulinar.

A propagagdo via estacas radiculares em cultivo hidropdnico principalmente em solugdo de
Hoagland (12,5 brotos por segmento), foi considerada a mais recomendada, quando comparado com o
cultivo em vasos.

Na analise anatomica do caule de Psychotria ipecacuanha destaca-se a formagao de sucessivos
felogénios, sendo a sua origem mista a partir de células epidérmicas e, ou, subepidérmicas.

As raizes adventicias ndo apresentam medula e estdo localizadas na por¢do do entre-nds
caulinares prostados ao solo.

O felogénio ¢ o sitio de formagdo das gemas adventicias radiculares. Os eventos
morfogenéticos envolvidos nesta formagdo, iniciam-se com a divisdao em varios planos das células do
felogénio, e sua diferenciagdo formando os meristemaides.

As gemas radiculares em Psychotria ipecacuanha sdo do tipo reparativas e desenvolvem-se
assincronicamente.

O composto de reserva predominante nas raizes gemiferas ¢ o amido.
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CAPITULO 111

Organogénese in vitro de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes - Rubiaceae a

partir de hipocotilos
RESUMO

P. ipecacuanha ¢ considerada uma das espécies medicinais mais importantes da industria de fAirmacos,
sendo utilizada no combate da amebiase, como expectorante ¢ emética. O objetivo do trabalho foi
regenerar plantas cultivadas in vitro a partir de hipocdtilos e descrever a ontogénese de gemas
adventicias de P. ipecacuanha. A regeneragdo de P. ipecacuanha por meio de hipocoétilos ndo ¢ muito
empregada, devido a espécie possuir baixo indice de germinagao. Utilizou-se diferentes concentragdes
de BAP no cultivo de hipocoétilo com polaridade invertida e segmentos de hipocoétilo. A produgdo de
brotos adventicios foi mais eficaz, em segmentos de hipocétilo cultivados na concentragdo entre
1 e1,5mg L' de BAP. Nos hipocétilos invertidos ocorreu a produgio de brotos mais vigorosos na
regido sub-epidérmica que ndo estava em contato com o meio de cultivo. A andlise histologica
confirmou a origem dos brotos adventicios por organogénese direta, a partir das camadas celulares
superficiais do parénquima cortical do hipocétilo. A utilizacdo de 1,5 mg L' de AIB foi mais eficiente

visando a rizogénese.
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In vitro organogenesis from hypocotyl explants of Psychotria ipecacuanha (Brot.)

Stokes — Rubiaceae

ABSTRACT

Psychotria ipecacuanha is considered to be one of the most important medicinal species used by drug
industry for healing amoebic, as well as expectorant and emetic properties. The objective of this work
was to regenerate plants from in vifro grown hypocotyls and to describe the P. ipecacuanha
adventitious bud ontogenesis. The organogenesis of P. ipecacuanha from hypocotyl explants is not
frequent because of low germination index presented by the species. Different BAP concentrations
were used for culturing inverted polarity hypocotyls and hypocotyl segments in vitro. The production
of adventitious shoots was more efficient when hypocotyl segments were cultured in medium
containing 1 to 1.5 mg L BAP. Vigorous shoots were observed on sub-epidermical regions of
inverted polarity hypocotyls that were not in contact with the medium. Histological analysis
corroborated to the observation of direct organogenesis origin of the adventitious shoot, which were
produced from parenchyma superficial cell layers of the hypocotyls. Additionally, the use of different

IBA concentrations was efficient for promoting rhizogenesis.
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INTRODUCAO

Psychotria ipecacuanha ¢ uma planta medicinal da familia Rubiaceae, encontrada em
subosques de florestas, com distribuicdo disjunta no Brasil, Colombia e América Central
(Assis & Giulietti, 1999). A planta ¢ reconhecida mundialmente como uma das espécies medicinais
mais importantes da industria farmacéutica, por possuir em suas raizes alcaldides emetinicos,
utilizados no combate da desenteria amebiana, como expectorante e emético (Pinto, 1976).

A propagacdo in vitro da espécie vem sendo bastante estudada (Ikeda et al., 1988; Teshima
et al., 1988; Yoshimatsu & Shimomura, 1993; Veeresham et al. 1994; Lameira et al., 1994; Cerdeira
et al., 1995; Costa, 1995), porém, ainda nao foram estabelecidas as condi¢des ideais, que garantam a
viabilidade econdmica desta técnica de cultivo. As plantas cultivadas in vitro produzem menor
concentracdo dos alcaldides eméticos, e em propor¢des diferentes da planta em condicdes naturais
(Jhaetal., 1991).

Diferentes tipos de explantes t€m sido utilizados na cultura de tecidos de P. ipecacuanha como
segmento nodal (Ikeda, 1988), segmento internodal (Yoshimatsu & Shimomura, 1993; Costa, 1995),
segmento de raiz (Yoshimatsu & Shimomura, 1991) e cultura de calos a partir de hipocotilos
(JHA et al., 1988), visando a micropropagacdo em grande escala. Entretanto, ndo existe relato na
literatura sobre a utilizacdo de hipocotilos com polaridade invertida como fonte de explante, na
inducao de brotos adventicios.

O emprego de tecidos meristematicos, de plantulas assépticas obtidas na cultura in vitro, na
inducdo da organogénese tem sido relatado em diversas espécies vegetais como: Capsicum annuum L.
(Valera-Montero & Ochoa-Alejo, 1992; Fontes, 1998); Helianthus annuus (Vesperinas, 1998); Linum
(Gairi & Rashid, 2002); Psidium guajava (Singh et al., 2002) e Bixa orellana L. cv. Bico de Pato
(Paiva Neto, 2002). A organogénese ¢ considerada um mecanismo capaz de reter a fidelidade clonal
em varias espécies e possibilita maior producdo de gemas adventicias.

O presente trabalho teve como objetivo regenerar plantas cultivadas in vitro a partir de

hipocoétilos e descrever a ontogénese de gemas adventicias de P. ipecacuanha.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e estabelecimento de plantulas assépticas

Sementes de poaia (Psychotria ipecacuanha) foram coletadas de plantas adultas no campo, em
fragmentos florestais no municipio de Barra do Bugres no Estado de Mato Grosso, localizada a 58° W
aS57° 45 We 14°30° a 14° 45’ S, nos meses de abril a junho de 2002.

As sementes foram desinfestadas por imersdo em alcool etilico a 70° (v/v) por 1 minuto, em
seguida imersas em agua, deionizada e autoclavada, com 9 gotas de Tween 20, durante 15 minutos;
logo apds, foram colocadas em solucdo de hipoclorito de s6dio a 5%, por 30 minutos, e submetidas a 4
lavagens em agua deionizada e autoclavada. Em capela de fluxo laminar, retirou-se mecanicamente o
tegumento externo, com auxilio de um bisturi, sob lupa. para a quebra da dorméncia mecénica. Em
seguida, procedeu-se nova desinfestacdo com hipoclorito de sédio a 1,5 %, durante 15 minutos,
seguido por 4 enxagiies em agua deionizada e autoclavada. O meio de cultura utilizado foi o contendo
os sais basicos de MS (Murashige & Skoog, 1962) so6lido com metade da concentracio (MS %),
acrescido de sacarose a 3,0 % (p/v), 100 mg L™ de mio-inositol, complexo vitaminico de White (10
mL L") e 5 g L' de 4gar (Sigma Chemical Co., USA). O pH foi ajustado a 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem. As sementes foram cultivadas em placas de Petri de poliestileno estéril (90 x 1,5 mm),
vedadas com filme de PVC.

Hipocotilos com raizes e polaridade invertida (25-30 mm de comprimento) foram
assepticamente removidos e inoculados verticalmente em frascos (250 mL), enquanto segmentos de
hipocoétilo (8-10 mm de comprimento) foram horizontalmente inoculados em placas de Petri
descartaveis estéreis (90 x 15 mm). Nos dois tratamentos o meio para a indugdo de gemas adventicias
consistiu dos sais basicos de MS (Murashige & Skoog, 1962), complexo vitaminico de White, sacarose
a3 % p/v, 100 mg L' de mio-inositol, pH 5,7 + 0,1, 4gar 6 g L' (Sigma Chemical Co., USA) e
suplementado com 0, 1, 2 ¢ 3 mg L™ de BAP (6 - benzilaminopurina). O meio foi vertido em frascos
que foram vedados com filme plastico de PVC. As culturas foram mantidas sob irradiancia de 24
pmol.m™.s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 2 C. A avaliagdo dos tratamentos ocorreu

apo6s 30 dias de cultivo.
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Alongamento

Ap6s a indugdo de brotos adventicios, hipocdtilos com raizes e polaridade invertida (retornados
a posi¢ao normal) e segmentos de hipocoétilos foram inoculados em frascos (250 mL) contendo 30 mL
de meio basico de MS, complexo vitaminico de White, sacarose a 3 % p/v, 100 mg L' de mio-inositol,
pH 5,7 + 0.1, 4gar, 6 g L' (Sigma Chemical Co., USA), e 3 mg L' de GAj;. As culturas foram

mantidas nas mesmas condi¢des anteriormente descritas, com 20 dias de cultivo.

Rizogénese

Brotos adventicios (+ 10 mm) originados dos explantes de hipocétilo, foram indivualizados e
inoculados em frascos (250 mL) contendo 30 mL de meio basico de MS, complexo vitaminico de
White, sacarose a 3 % p/v, 100 mg L' de mio-inositol, pH 5,7 + 0.1, 4gar, 6 g L (Sigma Chemical
Co., USA), e suplementado com 1,5 ¢ 3,0 mg L' de acido indolbutirico (AIB). As culturas foram
mantidas no escuro com temperatura de 27 + 2 'C. Foram inoculados 25 brotos adventicios com

5 repetigdes, estes foram avaliados apds 30 dias de cultivo.

Analise histologica

Os explantes de hipocétilos, apds 30 dias de cultivo, foram fixados em solucao de Craf (Berlyn
& Miksche, 1976). Para melhor fixacdo, as amostras foram submetidas a vacuo para a retirada do ar
contido nos espagos intercelulares. As amostras foram submetidas a desidratagio em série
etilica/butilica e incluidas em parafina (Johansen, 1940). Cortes seriados transversais e longitudinais,
com 14 um de espessura, obtidos utilizando-se micrétomo rotativo LEICA RM 2155, foram corados
com safranina, em solug¢do alcoolica 50%, durante 40 minutos, e azul de Astra, por 10 minutos,
(Gerlach, 1969) e montados com balsamo do Canada. Foram realizados cortes a fresco com
micrétomo de mesa (Ernst Leitvz - Wetzlar) e montadas laminas temporarias em glicerina apos

coloragao dos cortes com safrablau.
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Delineamento experimental
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 4 (quatro) repeti¢des.

Os dados foram submetidos a analise de regressdo, em nivel de 5% de probabilidade. As analises

estatisticas foram realizadas no programa SAEG.
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RESULTADOS

As concentracdes de BAP influenciaram na produgdo de brotos adventicios em P. ipecacuanha

(Figs 1 e 2).
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Figuras 1 e 2: Representagao grafica da influéncia das concentracdes de BAP na média de produgao
de brotos adventicios em hipocétilo de P. ipecacuanha apoés 30 dias de cultivo in
vitro: 1 — Hipocotilos com polaridade invertida; 2 - Segmentos de hipocotilo.
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Os segmentos de hipocdtilo apresentaram maxima producao de brotos adventicios na
concentragdo de 1 mg L' BAP. Nas concentragdes de 2 ¢ 3 mg L' BAP, observou-se um decréscimo
acentuado, resultando em menor produgdo de brotos adventicios (Fig. 2).

O processo de organogénese, nos hipocoétilos de P. ipecacuanha, iniciou-se ap6s o 20° dia de
cultivo, sem passar pela fase intermediaria de calo (Fig. 3). Nos hipocétilos com a polaridade
invertida formaram-se brotos adventicios a partir do tecido do explante, na regido de contato com o
meio de cultura (Fig. 5) em varios estadios de desenvolvimento. Ocorreu a organogénese na por¢ao
do hipocétilo fora de contato com o meio (Fig. 4) com a formagao de brotos mais alongados.

A andlise anatomica dos brotos adventicios, originados a partir de segmentos dos hipocotilos,
com polaridade invertida, revela que ocorreu diferenciagcdo por via direta As gemas adventicias foram
formadas na regido do parénquima cortical apos visivel proliferacdo celular (Fig. 6). Nesta regido,
ocorrem tanto divisdes anticlinais quanto periclinais, sendo estas predominantes no processo de
forma¢do de uma massa de células homogéneas, os meristemoides (Fig. 7), caracterizando o
desenvolvimento do primoérdio dos brotos adventicios. Com o desenvolvimento dos brotos adventicios
observa-se a diferenciacdo da protoderme, do meristema fundamental e do procambio (Fig. 8). A partir
desse ultimo, elementos vasculares diferenciam-se rapidamente e a conexdo vascular com o explante
de origem se estabelece (Fig. 9) e sdo formados os primdrdios foliares.

Desde os estadios iniciais do desenvolvimento das gemas, ha a presenca de idioblastos com
rafides por toda a brotacdo e amido disperso nas células do parénquima cortical. Proximos a regido do
domo apical dos brotos adventicios ocorre a presenga de coléteres (Fig. 9), e na epiderme ocorre a
presenga de tricomas tectores unisseriados (ndo documentados) .

As células do domo apical sao isodiamétricas, envoltas por uma camada de células - a tunica,
que apresenta padrao de divisdo predominantemente anticlinal. No desenvolvimento mais tardio dos
brotos adventicios hd a formagdo dos primoérdios foliares (Figs. 6 € 9) com estomatos do tipo
paracitico.

Na extremidade distal dos segmentos de hipocdtilo formou-se um calo cicatricial. Nessa regiao
houve intensa proliferacdo de um parénquima, ndo regenerativo, constituido por células volumosas e
vacuolizadas frouxamente organizadas, com citoplasma e nticleo pouco densos (Fig. 10).

As concentracdes do regulador de crescimento testadas, mostraram-se eficientes na inducao de
rizogénese nos brotos adventicios, originados a partir de hipocétilo; entretanto, a utilizagdo de
1,5 mg L' de BAP promoveu maior percentual de rizogénese. Na porgio basal do explante formou-se

calejamento (Fig. 11). Observou-se a protusao das raizes apds o 15° dia de cultivo.

53



Figuras 3 a 11: Analise histologica da organogénese in vitro, com a formacao de brotos adventicios,
em hipocotilo com polaridade invertida e segmentos de hipocotilo de Psychotria
ipecacuanha. Cortes transversais. 3 - Formagao de brotos adventicios em hipocotilo
com a polaridade invertida na regido fora de contato com o meio de cultura.
4 - Organogénese em hipocotilo com a polaridade invertida na regido de contato
direto com o meio de cultura; 5 - Organogénese direta em explante de hipocdtilo.
Barras = 5 mm. 6 - Brotos adventicios no segmento de hipocétilo e o inicio da
formag¢ao de gema adventicia com a proliferacdo e expansao do parénquima cortical
(PP); 7 - Formagao dos meristemoides; 8 - Diferenciagdo das gemas adventicias em
hipocétilo com polaridade invertida na extremidade em contato com o meio de
cultura; 9 - Brotos com gema apical evidenciando coléter, formacao dos primordios
foliares e diferenciacdo do sistema vascular de conex@o com o orgdo de origem,
observar a presenga de idioblastos com rafides. 10 - Calo cicatricial, formado no
local de seccdo do explante, com células ndo regenerativas. Barras = 32 pm.
11 - Broto adventicio enraizado e base com calejamento. Barra = 10 mm. Br - broto
adventicio; Br F - brotagdo formada fora do meio de cultivo; Ca - calejamento;. CC -
calo cicatricial; Cl - coléter; CV - conexdo vascular; I R - idioblasto com rafides;
Me - meristemoide; PF - primérdio foliar; PP - proliferacdo parenquimatica; Ra - raiz

adventicia; SV - Sistema vascular.
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Figura 12: Representacdo grafica da influéncia das concentragdes de AIB no percentual de rizogénese
em brotacoes adventicias de hipocétilos de Psychotria ipecacuanha, apos 30 dias de cultivo

in vitro.
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DISCUSSAO

A utilizacdo de explantes de hipocoétilo com polaridade invertida, visando a regeneracao
in vitro, em Psychotria ipecacuanha estd sendo relatada pela primeira. A organogénese nos explantes
ocorreu por via direta, sem passar pela fase intermediaria de calo. A andlise anatomica confirma o tipo
de organogénese, com gemas adventicias originadas das camadas periféricas do parénquima cortical.

A organogénese direta ocorre em tecidos que apresentam potencial morfogénico, mas que nao
se expressa na planta in vivo (Grattapaglia & Machado, 1998). Em P. ipecacuanha, a expressao
morfogénica pode ser induzida em qualquer 6rgao vegetativo, via organogénese direta in vivo (dados
ndo publicados), pois a espécie possui grande potencial de regeneragao.

Yoshimatsu & Shimomura (1993), cultivando explantes de segmento internodal de P.
ipecacuanha, indicam a importancia da utilizacdo de explantes oriundos de plantulas, principalmente,
no estabelecimento da cultura in vitro, por ser material ideal para a micropropagacdo e manipulacdo
genética (Singh et al, 2002). A regeneragdo de plantulas in vitro, através da cultura de brotos
adventicios, constitui-se em técnica especialmente vantajosa para a preservagao de genotipos
produtores de compostos medicinais (Franca, 2001) e vem sendo freqiientemente utilizada para a
obtencdo de clones que mantém todas as caracteristicas da planta mae.

Em relacdo a fonte de explante, os hipocétilos com polaridade invertida resultaram em menor
indice de producao de brotos adventicios, comparado com os obtidos nos segmentos de hipocotilo. A
maior producdo de brotos adventicios estd relacionada a concentragdes mais baixas de BAP, tendo em
vista que nos dois tipos de explantes a maior concentracdo de BAP inibiu o desenvolvimento de brotos
adventicios. A concentragdo de BAP mais baixa ¢ vantajosa para o cultivo da espécie, por ser mais
econdmica e implicar em menor risco de variacdo somaclonal, que pode ser induzida pela alta
concentragdo de regulador de crescimento no meio de cultivo.

Outro aspecto interessante, no tratamento com hipocotilo invertido, foi a produgdo de brotos
adventicios produzidos fora do meio de cultura, mais alongados e vigorosos, do que os desenvolvidos
em contato direto com o meio de cultura.

Comparativamente a0 método de regeneracdo com hipocoétilo invertido, o experimento com

segmento de hipocétilo mostrou-se mais favoravel, em fun¢do da maior producdao de brotos
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adventicios. Cabe salientar que os brotos produzidos, fora da regido de contato com o meio de cultura,
a partir de hipocotilo invertido desenvolveram-se mais vigorosos e sua disposicdo favorece a
individualizacdo. Sugere-se a utilizagdo de segmento de hipocétilo como fonte de explantes, para a
obtencao de brotos adventicios de P. ipecacuanha.

A menor freqliéncia de organogénese em hipocotilo invertido pode ser atribuida,
particularmente, a inversdo de polaridade dos explantes, como visto em Psidium guajava
(Singh, 2002). Entretanto, para Capsium annuum (Ochoa-Alejo, 1990; Fontes, 1998) e Bixa orellana
(Paiva Neto, 2002) a utilizacdo desse tipo de explante apresenta melhor produtividade de brotos
adventicios.

De acordo com Sanago et al. (1995), a morfogénese in vitro ¢ afetada pela selecao apropriada
dos explantes e a determinacgdo ideal dos reguladores de crescimento, principalmente as citocininas e
auxinas; a interacao desses dois fatores ¢ determinante na obtencao de respostas satisfatorias.

A rizogé€nese nos brotos adventicios originados de hipocétilo nas concentracdes utilizadas de
AIB mostrou-se eficiente. Costa (1995) utilizando o mesmo regulador de crescimento para indugdo de
rizogénese, em brotos adventicios provenientes da cultura in vitro de segmento internodal em
P. ipecacuanha, obteve resultado similar para a rizogénese. De acordo com Assis & Teixeira (1998), o
controle do desenvolvimento de raizes adventicias ¢ influenciado por substancias reguladoras de

crescimento, que podem promover ou inibir a rizogénese.
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CONCLUSOES

A organogénese na formagao de brotos adventicios ocorreu de forma direta.

As gemas adventicias produzidas em hipocotilos com polaridade invertida fora do meio de
cultivo apresentaram-se mais vigorosas.

Nos segmentos de hipocotilo obteve maior producio de brotos adventicios que nos hipocotilos
invertidos.

A melhor concentragdo de BAP utilizada para a producao de brotos adventicios foi a de
1 mg L.

A analise histologica confirmou a origem dos brotos adventicios por organogénese direta, a
partir das camadas celulares superficiais do parénquima cortical do hipocétilo.

As concentragdes de 1,5 e 3,0 mg L' de AIB foram consideradas eficazes, para a rizogénese,

nos brotos adventicios produzidos dos explantes de hipocétilo.
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CONCLUSOES GERAIS

A remogao do tegumento das sementes favoreceu a germinagdo com menor periodo de tempo,
resultando em 84,17% de sementes germinadas, apds o qual foi observado o desenvolvimento normal
das plantulas.

A adigdo de acido giberélico 3 mg L' de GAj; ao meio de cultura, aumentou o tempo
necessario para germinagdo e mostrou-se eficiente apenas no alongamento do estadio I de
desenvolvimento das plantulas.

A reprodugdo vegetativa em Psychotria ipecacuanha ocorre a partir do sistema subterraneo
radicular e caulinar. A propagagdo via estacas radiculares em cultivo hidropdnico, principalmente em
solu¢cdo de Hoagland (12,5 brotos por segmento), foi considerada a mais recomendada.

Na analise anatdomica do caule de Psychotria ipecacuanha destaca-se a presenca de sucessivos
felogénios, originados a partir de células epidérmicas e, ou, subepidérmicas. As raizes adventicias ndo
apresentam medula e estdo localizadas na por¢do dos entre-nds caulinares, prostrados ao solo.

O felogénio ¢ o local de formag¢do das gemas adventicias radiculares. Os eventos
morfogenéticos envolvidos nesta formagao, iniciam-se com a divisdo em varios planos das células do
felogénio, e sua organizacdo em meristemoides. As gemas radiculares em Psychotria ipecacuanha sao
do tipo reparativas e desenvolvem-se assincronicamente. O composto de reserva predominante nas
raizes gemiferas ¢ o amido.

A organogénese nos segmentos de hipocoétilos ocorreu de forma direta. As gemas adventicias
produzidas em hipocétilos com polaridade invertida fora do meio de cultivo apresentaram-se mais
vigorosas.

Nos segmentos de hipocotilo obteve maior producao de brotos adventicios que nos hipocotilos
invertidos; a concentragcdo de a 1 mg L' de BAP foi a mais eficaz na inducio de brotos adventicios

As concentragdes de 1,5 ¢ 3,0 mg L de AIB induziram a rizogénese nas brotagdes provindas

de explantes de hipocétilo, sendo a de 1,5 mg L' mais eficiente.
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