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ARTICLE INFO ABSTRACT

A Conobea scoparioides conhecida como pataqueira ¢ usada no preparo de banhos aromaticos, mas
estudos relatam que essa espécie possui aplicagdes diversas como o tratamento de doengas como a
beribéri, além do potencial antileishmaniose. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um
protocolo de conservagdo in vitro, para a pataqueira, baseado no crescimento lento. Foram utilizados
trés diferentes concentragdes de meio de cultura: MS completo, 2 de MS e %4 MS. A temperatura de 18
+ 1°C foi testada com trés diferentes niveis de irradiancias de luz LED branca: 35, 45 ¢ 75 ymol.m™”.s™".
A temperatura de 25 + 1°C foi testada com a irradiancia de luz fluorescente branca fria de 25 umol.m"
25", Na temperatura de 18 + 1°C, a sobrevivéncia foi de 0% e na temperatura de 25 + 1°C, a
sobrevivéncia foi acima de 50% nos tratamentos contendo as trés concentragdes do meio MS nos 4
meses de avaliagdo. O tratamento de ¥4 MS obteve maiores médias, com diferenga estatistica (p< 0,05),
na altura e brotagdes. Conclui-se que a pataqueira ¢ intolerante a temperaturas mais baixas e que a
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reducdo de sais no meio de cultura estimula seu crescimento in vitro.
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INTRODUCTION

As plantas amazonicas possuem diferentes propriedades medicinais,
aromatizantes ou condimentares (RAMOS; SOUZA, 2021). Dentre as
diversas espécies, a Conobea scoparioides (Cham. & Schitdl.) Benth.,
popularmente conhecida como “pataqueira” ou “vassourinha-do-
brejo” (Figura 1A), ¢ uma herbacea aromatica encontrada na
Amazonia, sendo sua ocorréncia em areas umidas e alagadas (Figura
1B) (DE LIMA et al., 2020). As aplicagdes da pataqueira sdo
diversas, sendo usada no preparo de banhos aromaticos, no tratamento
de doengas como a beribéri (MAIA et al, 2001), atividade
contraceptiva (BARRIGA, 1992 apud DE LIMA et al., 2020), além
de que o extrato de C. scoparioides demonstrou potencial
antileishmaniose (WENIGER et al., 2001). O 6leo essencial dessa
espécie também demonstrou atividade antioxidante (REBELO et al.,
2009). Entretanto, o extrativismo indiscriminado e o desmatamento
da floresta em regides de ocorréncia de espécies vegetais com
potencial econdmico tem resultado no desaparecimento de espécies e

suas variantes genéticas (SABA er al, 2002), inclusive da C.
scoparioides. Assim, adotar estratégias de conservacdo de recursos
genéticos vegetais (CRGV) ¢ essencial para a manutencdo da
variabilidade genética de espécies que tenham potencial para uso
futuro (ALVES; AZEVEDO, 2018). Dentre as diversas estratégias de
CRGYV, ha duas principais: a conservagdo in sifu ¢ a conservagio ex
situ. A conservagdo in situ envolve a localizagdo, gestdo ativa e
monitoramento das espécies vegetais dentro de seus habitats naturais.
A conservagdo ex situ envolve a localizagdo, transferéncia e
armazenamento das espécies vegetais em um local diferente do seu
habitat natural. Ha wvarias técnicas de conservagdo ex sifu:
armazenamento de sementes (banco de germoplasma), as plantas
vivas (banco ativo de germoplasma), a criopreservagio ¢ a
conservagdo in vitro (FAO, 2017). Os principais fatores responsaveis
pelo sucesso e insucesso na conservagao in vitro sdo a temperatura, a
luminosidade e o meio de cultura (DA SILVA et al., 2016). A
intensidade de luz tem grande importancia no cultivo in vitro de
plantas, tendo efeitos na realizacdo da fotossintese.



60829

Tassia A. A. Ferreira et al., Conservagdo in vitro através da micropropagdo de conobea scoparioides (Cham. & Schitdl.) Benth. (Pataqueira)

Figura 1. A) Plantas de Conobea scoparioides. B) Ambiente de
ocorréncia natural de Conobea scoparioides. Fonte: BRASIL,
2022

Além disso, seu controle tem influéncia direta na formagdo de
brotagdes, no crescimento e na regeneracdo dos explantes
(ALMEIDA; MUNDSTOCK, 2001). A diminuicdo da temperatura
pode ser combinada com outros fatores como a redugdo da
intensidade de luz ou a redu¢do dos nutrientes disponiveis no meio de
cultivo (SANCHEZ-CHIANG, N.; JIMENEZ; 2010). Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar se a temperatura, a
luminosidade através da irradiancia e diferentes concentragdes de sais
(restricdo nutricional) no meio de cultura, podem ser usadas como
estratégias de conservagao in vitro através do crescimento lento para a
pataqueira.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia ¢ Recursos
Genéticos (LBRG), da Embrapa Amazonia Oriental, localizada em
Belém, Para. Os explantes utilizados neste estudo foram obtidos de
plantas micropropagadas em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), pertencentes ao LBRG. Os explantes de pataqueira,
segmentos nodais medindo aproximadamente 1 cm, foram inoculados
em frascos de vidro com capacidade para 250 mL, contendo 30 mL de
meio de cultura. Foram utilizados 3 diferentes concentragdes de meio
de cultura: MS completo, 2 de MS e % MS. Os meios foram
suplementados com sacarose (30,0 g.L"), o pH foi ajustado a 5,7 +
0,1 e em seguida gelificados com Phytagel™ (3,0 g.L"). Os frascos
contendo os meios de cultura foram autoclavados a 120°C por 15
minutos.

Experimento 1: Na sala de conservagdo, temperatura de 18 + 1°C, os
frascos foram mantidos sob as fontes de luz: ldmpada LED branca.
No tratamento 1, (9 W) irradiancia de 35 pmol.m™.s™"; tratamento 2,
(12 W) irradiancia de 45 pmol.m?s' e tratamento 3, (15 W)
irradiancia de 75 pmol.m?s”, durante um fotoperiodo de 12
horas/dia.

Experimento 2: Na sala de multiplicacdo, temperatura de 25 + 1°C,
os frascos foram mantidos sob a fonte de luz: lampada tubular
fluorescente branca Empalux®™. No tratamento 4, (20 W) irradiancia
de 25 pmol.m™s™! e fotoperiodo de 16 horas/dia luz branca fria. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC),
perfazendo um fatorial 3 X 4 X 2 (3 meios de cultura X 4 irradiancias
X 2 temperaturas) com oito repeticdes cada, além de que cada
repeticdo teve trés explantes. Foram avaliados durante 150 dias,
mensalmente, indicadores fenotipicos quantitativos e qualitativos
como contaminagdo (fungo ou bactéria), altura da planta, nimero de
brotagdes e sobrevivéncia. A medicdo direta aproximada ocorreu com
régua graduada, ocorrendo sem que houvesse a remo¢do da planta de
dentro do frasco. Os dados foram analisados através de analise de
variancia (ANOVA), as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5

% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas com o
auxilio do software BioEstat versdo 5.3 (AYRES, M. et a/., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos de MS completo, 2 de MS e ¥4 MS, alocados na sala
de conservagdo a 18 + 1°C, tiveram a porcentagem de sobrevivéncia
de 0% no primeiro més de avaliagdo. Nao foi observado a
contaminagao por fungo ou bactéria. Logo, infere-se que a pataqueira
¢ um espécie intolerante a temperaturas mais baixas, sendo a
temperatura um fator inadequado para o crescimento lento nesta
espécie. Os tratamentos alocados na sala de multiplicagdo a 25 + 1°C,
tiveram porcentagem sobrevivéncia variadas dependendo do
tratamento. No tratamento de MS completo, a porcentagem de
sobrevivéncia foi 67%, 58%, 58% 58% e 17%, respectivamente, no
dia 30, 60, 90, 120 e 150. No tratamento de 2 MS, a porcentagem de
sobrevivéncia foi 100%, 100%, 96%, 71% e 0%, respectivamente, no
dia 30, 60, 90, 120 e 150. No tratamento de %4 MS, a porcentagem de
sobrevivéncia foi 75%, 63%, 63%, 63% e 0%, respectivamente, no
dia 30, 60, 90, 120 e 150 (Figura 2).
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Figura 2. Porcetagem de sobrevivéncia das plantas de Conobea
scoparioides, nos tratamentos MS completo, /2 MS e /4 MS, em
150 dias de avaliacdo, avaliadas mensalmente, em temperatura 25
+ 1°C. Fonte: Autores, 2022

O tratamento de 2 MS obteve maiores taxas de sobrevivéncia nos
120 dias avaliados. A sobrevivéncia na sala de multiplicagdo a 25 +
1°C condiz com estudos de Costa (2016) que estabeleceu a
micropropagagao in vitro de pataqueira com uma temperatura de 25 +
3°C. Em relagdo a altura das plantas, alocadas na sala de
multiplicagdo a 25 + 1°C, o tratamento de MS completo, a altura
média nos dias 30, 60, 90, 120 e 150, respectivamente, foram de 2,5
cm; 5,6 cm; 8,0 cm e 9 cm. No tratamento de Y2 de MS, a altura média
nos dias 30, 60, 90 e 120, respectivamente, foram de 3,4 cm; 8,3 cm;
9 cm e 9 cm. No tratamento de 2 MS, a altura média nos dias 30, 60,
90 e 120, respectivamente, foram de 5,8 cm; 8,6 cm; 9 cm ¢ 9 cm
(Figura 3). Vale ressaltar que a altura de 9 cm ¢ o limite de
crescimento dentro do frasco. O intervalo entre os subcultivos
depende na taxa de crescimento da planta: a 25°C, o subcultivo ¢
normalmente necessario a cada 4-6 semanas (GEORGE; HALL; DE
KLERK, 2008).

Em relagdo ao niimero de brotagdes, alocadas na sala de multiplicacido
a 25 £ 1°C, o tratamento de MS completo obteve a média do niimero
de brotagdes nos dias 30, 60, 90 e 120, respectivamente, foram de
2,56; 7,57; 10 e 10. No tratamento de 2 de MS, a média do nimero
de brota¢des nos dias 30, 60, 90 e 120, respectivamente, foram de
3,83; 9,2; 10 e 10. No tratamento de % MS, a média do nimero de
brotagdes nos dias 30, 60, 90 e 120, respectivamente, foram de 5,87;
9,73; 10 e 10 (Figura 4). Nota-se que o numero de brotos atingiu o
limite para a contagem (10 brotos) no més da 3 avaliagdo, cuja altura
também atingiu seu limite. Infere-se que a pataqueira, ¢ um espécie
com baixa tolerdncia a temperaturas mais baixas, sendo inviavel a
utilizagdo do fator temperatura como estratégia de crescimento lento
para essa espécie.
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Letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente entre si pela analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
*Limite de altura de 9 cm.

Figura 3. Altura média das plantas de Conobea scoparioides, nos tratamentos MS completo, /2 MS e 4 MS. A) 30 dias de avaliacdo. B) 60
dias de avaliacdo. C) 90 dias de avaliaciao. D) 120 dias de avaliacdo. Em temperatura 25 £ 1°C. Fonte: Autores, 2022
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Letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente entre si pela analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<
0,05).
*Limite de 10 brotagdes contadas visualmente.

Figura 4. Média do nimero de brotacdes das plantas de C. scoparioides, nos tratamentos MS completo, 2 MS e ¥4 MS. A) 30 dias de avaliaciio. B) 60 dias
de avaliagdo. C) 90 dias de avaliacdo. D) 120 dias de avaliacio. Em temperatura 25 + 1°C. Autores, 2022

Em relagdo ao fator luminosidade, como a sobrevivéncia foi de 0% na numero de brotagdes. Schwalbert e colaboradores (2014), em estudo
sala de conservacdo, ndao foi possivel comparar as diferentes sobre a Desmodium incanum, também observaram que reduzir o meio
intensidades de luzes entre os diferentes tratamentos. O fator meio de de cultura em 2 MS resultou em maiores médias para a altura e
cultura, a analise estatistica demonstrou que menores concentragdes numero de brotagdes. Araujo e colaboradores (2017) investigaram a
de nutrientes, apresentaram maiores médias para as variaveis altura e interag¢do de diferentes concentragdes de sais no meio de cultura MS
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com a citocinina benzilaminopurina (BAP) em C. scoparioides.
Como resultado, o meio com % MS + 2 mg.L"' de BAP apresentou
maior nimero médio de brotos. O meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) ¢ caracterizado pela elevada
concentracdo de sais. Cada espécie vegetal possui exigéncias
nutricionais especificas, logo, menores concentragdes de nutrientes
estimulam o desenvolvimento in vitro de C. scoparioides. Menores
concentragdes de sais no meio MS s@o uma estretegia ineficiente para
promover o crescimento lento em C. scoparioides.

CONCLUSOES

Temperaturas mais baixas inviabilizam o crescimento lento em
pataqueira, sendo uma estratégia ineficaz para a conservagdo in vitro
desta espécie. A conservagdo in vitro de pataqueira é vidvel em
temperatura mais elevadas, sendo possivel cultivar essa espécie por
ate 4 meses. Menores concentragdes de sais no meio de cultura in
vitro estimulam o crescimento e aumentam o nimero de brotagdes da
pataqueira. E necessério o estudo de outros fatores (reguladores de
crescimento, fotoperiodo, decréscimo na intensidade de luz) que
podem ser usados como estratégia de conservagdo in vitro da
pataqueira.
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