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RESUMO

No presente trabalho, avaliaram-se o efeito do tamanho e posi¢éo de explantes na planta de ipeca e diferentes vol u-
mes de meio de cultivo na multiplicagdo “in vitro” de Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes. O experimento que avaliou o
efeito dos diferentes tamanhos e posi¢des de explantes foi conduzido em tubos de ensaio de 25x150 mm, contendo 20 mL de
meio de cultivo por tubo, sendo avaliados os tamanhos de 0,5; 1,0 e 1,5 cm nas posi¢des basal, mediana e apical. No segundo
experimento, utilizaram-se frascos nos quais os tratamentos consistiam nos volumes de 10, 20, 30 e 40 mL de meio de cultivo
por frasco. O meio de cultivo utilizado nos dois experimentos foi 0 MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de 1,5 mg.
L de BAP (6-benzilaminopurina). A posicio do segmento internodal ndo influenciou o desenvolvimento vegetativo; os tama-
nhos de 1,0 e 1,5 cm apresentaram maior nimero de brotagdes que os segmentos com 0,5 cm. No experimento com diferentes
volumes de meio de cultivo, observou-se que 30 e 40 mL foram significativamente melhores na indugéo de brotages adventi-
cias nessa espécie.
Termos para indexagdo: Psychotriaipecacuanha, planta medicinal, segmento internodal.

ABSTRACT

In this work evaluated the effect of size and position of explant in plant and volume different culture medium on the
multiplication of Psychotriaipecacuanha (Brot.) Stokes “in vitro” conditions. Experiment with different size and positions was
conducted in test tube of 25x150 mm, content 20 mL of culture medium with 0,5; 1,0 and 1,5 cm of size and three different
positions (basal, median and apical). In the second experiment were utilized differents volumes (10, 20, 30 and 40 mL) of
culture medium. Culture medium utilized on two experiments was MS (MURASHIGE and SKOOG, 1962) supplemented with
1,5 mgL™ of BAP (6-benzilaminopurine). The differents position not observed influenced, where size of 1,0 and 1,5 showed higher
numbers of shoots segments. The different volumes of culture medium were observed that 30 and 40 mL showed higher shoot number.

Index terms: Psychotria ipecacuanha, medicinal plant, internodal segment.

(Recebido para publicagdo em 31 de outubro de 2002 e aprovado em 15 de agosto de 2003)

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes é conhe-
cida popularmente por ipeca ou poaia. E uma planta
herbacea, com 50 cm de atura, perene, pertencente a
familia Rubiaceae (VIEIRA, 1991). Nativa da floresta
do Brasil, a ipeca é encontrada na Amazonia sob &rvo-
res de grande porte. Sd0 produzidos em suas raizes dois
alcaldides de grande valor farmacolégico, que sdo a

emetina e a cefalina. Essas substancias apresentam efei-
to emético consideravel e expectorante em doses
atenuadas, sendo utilizadas nos tratamentos da
amebiase e disenteria (SOUZA et al., 1991).

A ipeca esta ameacada de extingdo no Brasil, em
razdo da coleta indiscriminada. A propagacdo ndo é fei-
ta por sementes, por serem recalcitrantes; por isso, a
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cropropagacdo € uma alternativa vantgjosa. As plantas
provenientes de sementes atingem um maior teor de alca-
I6ides no terceiro a quarto ano de cultivo, a0 passo que, de
acordo com Costa (2000), as raizes advindas de micropro-
pagacéo e que receberam solucdo nutritiva al cancaram um
teor de 2,32% de emetina com 12 meses de cultivo.

Em aguns trabalhos, verifica-se ainfluéncia da po-
Sicéo do explante e do volume do meio namultiplicagéo.

De acordo com Roest e Bokelmann (1981), ex-
plantes de cravo provenientes do campo apresentaram
taxa de regeneracdo de brotos de 88,6 e 69,8%, respec-
tivamente, para segmentos da parte apical e basal.
Hoallings e Stone (1968) reportaram que a regeneracao
de broto do apice foi de 32%, ao passo que de broto |a-
teral foi de 18%. Entretanto, em trabalhos em que se
utilizam gemas axilares tém mostrado um bom desen-
volvimento vegetativo (ANCORA et al., 1981; GUPTA
et a., 1981; MCCOMB e NEWTON, 1981).

Nesse sentido, objetivou-se com este traba ho ava
liar ainfluéncia do tamanho e posicao de segmento inter-
nodd, e também verificar diferentes volumes de meio de
cultivo namultiplicac&o in vitro de P. ipecacuanha.

Foram utilizados segmentos internodais provenien-
tes de plantulas de ipeca Psychotria ipecacuanha (Rubia-
les, Rubiacese), obtidas da cultura de gemas de raiz estabe-
lecidas “in vitro” no Laboratério de Cultura de Tecidos Ve-
getals da EMBRAPA/Amazonia Orientd (CPATU), sub-

cultivadas no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
do Departamento de Agricultura da Universidade Federa
de Lavras. Ese subcultivo foi efetuado em meo MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) com 3% de sacarose,
acrescido de 2,0 mg.L™? de BAR dternado com o mesmo
meio de cultura, porém, acrescido de 0,5 mg.L™ de GA;(&
cido giberdlico) em tubos de ensaio (25 x 150 mm) e ino-
culados a 26 + 1°C, num fotoperiodo de 16 horas luz sob
25 Onmmol.m? s deirradiancia em sala de crescimento.

Foram realizados dois experimentos, a saber:
Experimento I: Influéncia dos diferentes tamanhos e
posi¢des dos segmentos internodais de pléantulas de P.
ipecacuanha (Tabela 1).

O ensaio foi conduzido em meio de culturaMS =
mi-sdlido (6 g/ de agar), suplementado com 1,5 mg.L™ de
BAP (6-benzilaminopurina). Foram utilizados tubos de 25
x 150 mm, contendo cerca de 20 mL de meio de cultura,
autoclavados a 120°C sob 1 am por 20 minutos.

Os segmentos internodais com seus respectivos
tamanhos e posic¢des foram retirados de plantulas de
ipeca pré-estabelecidas em sala de crescimento. Em s
guida, foram inoculados em posi¢do horizontal no meio
de cultivo em cmara de fluxo laminar devidamente es-
terilizada. Os segmentos internodais desenvolveram-se
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 ho-
ras/dia, atemperatura constante de 26 + 1°C e intensi-
dade luminosa de 25 nmol.m? s™.

TABELA 1 — Tamanhos e posi¢ies de explantes (segmentos internodal) utilizados em cultivo in vitro de ipeca.

UFLA, 2002.
Tratamentos Tamanho do segmento internodal (cm) Posicéo do segmento internodal na plantula
1 0,5 basal
2 0,5 mediana
3 0,5 apical
4 1,0 basal
5 1,0 mediana
6 1,0 apical
7 15 basal
8 15 mediana
9 15 apical
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Experimento 11: Influéncia de diferentes volumes de
meio de cultivo na formagdo de brotos em segmentos
internodais de P. ipecacuanha (Tabela 2).

O ensaio foi conduzido em meio de cultura MS
semi-solido com 6 g.L™ de 4gar suplementado com 1,5
mg.L™ de 6-benzilaminopurina (BAP). Foram utiliza-
dos frascos de 200 mL contendo diferentes volumes de
meio autoclavados a 120°C, sob 1 atm por 20 minutos.

Posteriormente, os segmentos internodais de ta-
manho médio de um centimetro foram retirados de
plantulas de ipeca pré-estabelecidas em sala de cresci-
mento e inoculados em posicdo horizontal nos frascos,
contendo os diferentes volumes de meio, conforme a
Tabela 2, com quatro segmentos por frasco em camara
de fluxo laminar devidamente esterilizada.

Em seguida, os frascos foram mantidos em sala
de crescimento com um fotoperiodo de 16 horas/dia, a
temperatura constante de 26+ 1°C e intensidade lumi-
nosade 25 Omol.m?2 s™

Ap6s sessenta dias do estabelecimento de cada
experimento, foi feita a primeira avaliacdo e, apds no-
venta dias, a segunda. Para efeito de andlise, foi consi-
derada a avaliacdo realizada aos 90 dias. A varidvel-
resposta analisada foi nimero de brotagfes por tubo no
experimento | e, por frasco, no experimento I1.

O delineamento estatistico nos dois experimen-
tosfoi o inteiramente casualizado com cinco repeticoes.
No experimento |, cada repeticdo foi composta por qua-
tro segmentos nodais, e no experimento |1, por quatro
frascos com quatro segmentos nodais por frasco.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste Scott
& Knott a 5% de probabilidade.

TABELA 2 — Efeito de diferentes volumes de meio de
cultivo naformag&o de brotos de ipeca. UFLA, 2002.

Tratamentos Volumes (mL)
1 10
2 20
3 30
4 40

Tem sido verificado que as taxas de sobrevivén-
cia, de crescimento e de multiplicagdo de ramos, nos
mais variados tipos de explantes, dependem do tama-

nho do explante inicid (MURASHIGE, 1977;
NARAYANASYAMY, 1977; TISSERAT, 1985).

No experimento em que se utilizou diferentes
tamanhos de segmentos internodais, observou-se que os
tamanhos de 1,0 e 1,5 cm apresentaram maior nimero
de brotos em relacéo a 0,5 cm e que as posigoes basais,
medianas e apicais ndo influenciaram na regeneracéo
de brotagdes (Figural). Com isso, infere-se que ha
tamanhos ideais de explantes para dar inicio & culturas
in vitro; explantes muito pequenos ndo sobrevivem bem
em cultura, a0 passo que 0s maiores sd0 de desconta
minacdo mais ineficiente, considerando-se, ainda, que,
no caso de explantes constituidos de extremidades de
ramos, a propor¢do de plantas geneticamente aberran-
tes parece ser superior nos explantes de maior tamanho
(MURASHIGE, 1977).

Em outros trabalhos de autoria de Norton e Nor-
ton (1986), nos quais estudaram-se os diferentes tama-
nhos de &pices caulinares de Prunus, observou-se que o
ndmero de brotos produzidos aumentou a medida que se
aumentava o tamanho dos explantes.

Pela Figura 2 pode-se observar que 0s segmentos
de 1 e 1,5 cm proporcionaram 0 maior nimero de
brotagbes de ipeca, ndo diferindo entre s
estatisticamente. Pierik (1990) afirmou que € muito
mais dificil induzir o crescimento em estruturas muito
pequenas, como células, agregados de células e
meristemas. Em estruturas maiores, como explantes de
folha, caule ou tubérculo, e cada fragdo isolada de uma
planta tem sua prépria por¢ao de reservas e hormonios,
quanto maior 0 seu fragmento vegetal, mais fécil é
induzir o crescimento e regeneracao.

Isso pode ser evidenciado no presente trabalho,
ja que segmentos internodais pegquenos (0,5 cm) tinham
baixa capacidade de produzir brotos, em comparagdo
a0s segmentos maiores (1,0 e 1,5 cm).

As diferentes posi¢des de segmentos internodais
(basal, mediana e apical) ndo interferiram na formagéo
de brotos de P. ipecacuanha (Figura 3), nos quais esta-
tisticamente ndo houve diferenca significativa

As posi¢oes basais, medianas e apicais de gemas
provenientes de plantulas de |pomoea batatas (L.) Poir.
ndo influenciaram no desenvolvimento in vitro dessa
espécie (ALVES, 1992).

Em contrapartida, Evers (1984) concluiu que as
posicdes basais de Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Fran-
€O mostraram um menor desenvolvimento in vitro, em
gue as gemas terminais cresceram mais rapidamente
gue as gemas axilares.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 3, p. 703-709, maio/jun., 2004
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Em outras espécies como Citrus aurantium (L.),  sentaram maior formagéo de gemas, comparativamente
Bouzid (1975) observou que segmentos nodais e inter-  &s posi¢des basal e apical, e que aregido basal foi aque
nodais provenientes da por¢éo mediana do ramo apre-  apresentou menor formagdo de gemas.
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FIGURA 1 - Relagdo entre o nimero médio de brotagdes/tubo e os tratamentos. 1) posi¢do basa com 0,5 cm de
comprimento; 2) posi¢ado mediana com 0,5 cm de comprimento; 3) posi¢cdo apical com 0,5 cm de comprimento; 4)
posicéo basal com 1,0 cm de comprimento; 5) posicdo mediana com 1,0 cm de comprimento; 6) posicao apical
com 0,5 cm de comprimento; 7) posicdo basal com 1,5 cm de comprimento; 8) posicdo mediana com 1,5 cm de
comprimento; 9) posi¢éo apical com 1,5 cm de comprimento. Os valores ndo seguidos de mesma letra diferem en-
tre sl pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade de erro.
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FIGURA 2 — Relagdo entre o nimero médio de brotagcdes e o tamanho dos segmentos internodais: 1) 0,5 cm; 2)
1,0 cm; 3) 1,5 cm; sem levar em consideracdo a posi¢do dos segmentos.
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No experimento em que se analisaram os dife-  melhores que os volumes de 10 e 20 mL, ou sga, 0s
rentes volumes de meio de cultura, pode-se observar  segmentos presentes nos frascos que continham 30 e 40
que os volumes de 30 e 40 mL foram significativamente  mL apresentaram maior nimero de brotagdes (Figura 4).
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FIGURA 3 — Numero médio de brotagdes por tubo de segmentos internodais retirados das posi¢des basal, mediana
e apical, sem levar em consideragdo o tamanho dos segmentos.
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FIGURA 4 — Numero médio de brotactes por frasco e os tratamentos: 1) 10 mL de meio de cultivo; 2) 20 mL de
meio de cultivo; 3) 30 mL de meio de cultivo; 4) 40 mL de meio de cultivo. Os valores ndo seguidos de mesma le-
tradiferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade de erro.
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Contrariamente, outros autores, como Carvaho
et d. (1995), estudando a influéncia de fatores fisicos
no desenvolvimento e crescimento in vitro de batata-
doce (Ipomoea batatas), verificaram que 10 mL de
meio de cultura por frasco com quatro explantes pro-
porcionaram maior formagdo de gemas em relacdo aos
volumes de 20 e 30 mL.

Como regra geral, quanto menor o explante,
menor a quantidade de meio a ser utilizado. Para pices
caulinares de batata-doce e batata, 4 mL de meio liqui-
do sdo suficientes para a diferendagdo e crescimento
inicial; entretanto, em culturas estabelecidas, a taxa de
crescimento é diretamente proporcional aquantidade de
meio (MURASHIGE, 1977).

Dessa forma, conclui-se que 0s segmentos inter-
nodais de 1,0 e 1,5 cm proporcionaram maior nimero
de brotos que os segmentos de 0,5 cm. No entanto, os
explantes retirados das posi¢oes basal, mediana e apical
produziram estatisticamente o mesmo ndmero de bro-
tos.

Um maior nimero de brotagdes de Psychotria
ipecacuanha foi observado em volumes de meio de cul-
tivode 30 e40 mL.
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