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RESUMO

A Carapichea ipecacuanha, popularmente conhecida como ipeca, é uma herbacea com
propriedades emética, expectorante e amebicida, atividades farmacoldgicas relacionadas
aos alcaloides, emetina e cefalina encontrados em suas raizes. Com o aumento do
desmatamento da floresta, em regiGes de ocorréncia da ipeca, juntamente com o
extrativismo predatdrio, devido as raizes da ipeca terem alto valor, ocorre a erosao
genética, sendo necessario adotar estratégias de conservacao desse material genético. O
objetivo do presente trabalho foi desenvolver um protocolo de conservacéo in vitro para
a ipeca, visando o crescimento lento. Os explantes de ipeca foram inoculados em meio
MS em duas salas distintas. Sala 1: temperatura de 18 + 1°C, trés diferentes irradiancias
de luz LED branca: 35, 45 e 75 umol.m™.s™%. Sala 2: temperatura de 25 + 1°C, irradiancia
de luz fluorescente branca fria: 25 pmol.m?2.s?®. Na temperatura de 18 + 1°C, a
sobrevivéncia abaixo de 50% durante os 480 dias avaliados, demonstra que a ipeca tem
tolerancia mediana em menores temperaturas. Na temperatura de 25 £ 1°C, a irradiancia
de 25 pmol.m™2.s? obteve porcentagem de sobrevivéncia de 100% até 360 dias. Na
avaliacdo da altura, na primeira avaliagdo, as irradiancias de 35, 45 e 75 pmol.m?2.s?, a
18 £ 1°C, a altura média das pléntulas foi de 0,25; 0,20 e 0,19 cm, respectivamente. Ndo
houve diferenca estatistica significativa entre as diferentes irradiancias durante todo o
experimento. O tratamento de 25 umol.m2.s?, a 25 + 1°C, obteve alturas médias acima
dos tratamentos 35, 45 e 75 pmol.m?2.st em todas as avaliacdes. Em relagdo ao nimero
de brotagdes, em todas as avaliagoes, as irradiancias de 35, 45 e 75 umol.rn'z.S'1 nao
apresentaram namero de brotos significativos para a realizacdo da analise estatistica.
Conclui-se que diferentes irradiancias ndo alteram o crescimento, mas uma menor
temperatura induziu o crescimento lento da ipeca, sendo uma estratégia eficaz para a
conservacao in vitro dessa espécie.

Palavras-chave: cefalina, emetina, micropropagacg&o, recursos genéticos vegetais.
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ABSTRACT

Carapichea ipecacuanha, popularly known as ipecac, is a herbaceous plant with emetic,
expectorant, and amebicide properties, pharmacological activities related to alkaloids,
emetine, and cephalin found in its roots. With the increase in deforestation of the forest,
in regions where ipeca occurs, along with predatory extraction, due to the roots of ipeca
having high value, genetic erosion occurs, and it is necessary to adopt strategies for the
conservation of this genetic material. The objective of the present study was to develop
an in vitro conservation protocol for ipecca, aiming at slow growth. The ipeca explants
were inoculated into MS medium in two distinct rooms. Room 1: temperature 18 + 1°C,
three different irradiances of white LED light: 35, 45 and 75 pmol.m-2.s-1. Room 2:
temperature 25 = 1°C, irradiance of cold white fluorescent light: 25 pmol.m-2.s-1. At a
temperature of 18 + 1 °C, survival below 50% during the 480 days evaluated demonstrates
that ipeca has median tolerance at lower temperatures. At a temperature of 25 £ 1 °C, the
irradiance of 25 pumol.m-2.s-1 achieved a survival percentage of 100% for up to 360 days.
In the height assessment, at the first assessment, the irradiances of 35, 45 and 75 umol.m-
2.s-1, at 18 + 1°C, the mean seedling height was 0.25, 0.20 and 0.19 cm, respectively.
There was no statistically significant difference between the different irradiances during
the whole experiment. Treatment of 25 pmol.m-2.s-1, at 25 + 1 °C, achieved mean heights
above treatments of 35, 45, and 75 pmol.m-2.5-1 in all assessments. In relation to the
number of shoots, in all evaluations, the irradiances of 35, 45 and 75 pmol.m-2.s-1 did
not show any significant number of shoots for carrying out the statistical analysis. It is
concluded that different irradiances do not alter growth, but a lower temperature induced
the slow growth of ipeca, being an effective strategy for the in vitro conservation of this
species.

Keywords: cephalin, emetine, micropropagation, plant genetic resources.

1 INTRODUCAO

A Carapichea ipecacuanha, familia Rubiacea, € popularmente conhecida por
ipeca ou poaia (LAMEIRA, 2002). A origem do nome popular tem origem de indigenas
brasileiros (SANDWITH et al., 1914 apud FERREIRA JUNIOR et al., 2012), cuja
etimologia vem das palavras indigenas ipé (casca), caa (planta), cua (perfumado), nha
(ranhurado) (SAINT-HILAIRE, 2009).

A ipeca pode ser encontrada em florestas e regides de vegetagdo adensada em boa
parte do territorio brasileiro (NEVES et al., 2019). O uso medicinal da ipeca é diverso,
mas 0s principais usos estdo relacionados as suas propriedades emética, expectorante e
amebicida, atividades farmacoldgicas relacionadas aos alcaloides, emetina e cefalina
(LAMEIRA, 2002; CAMPELO et al., 2021).
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Figura 1: Plantas de ipeca pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Amaz6nia
Oriental, Belém-Para, Brasil.
: Y 74 ; £ X

ont: tor (2).

O desmatamento em regides de ocorréncia natural da ipeca, juntamente com o
extrativismo indiscriminado, resulta na erosdo genética dessa espécie. A preocupacao
com a erosao genética de espécies, deu origem a conservacao in vitro, de modo a proteger
germoplasmas de eventuais perdas e garantir seu uso futuro (SOUZA et al., 2009; TYAGI
et al., 2009)

Assim, adotar estratégias de conservacao da ipeca é essencial para a manutengao
da variabilidade genética dessa espécie que tem elevado valor econdmico atual e potencial
(ALVES; AZEVEDO, 2018).

A micropropagacdo, aplicada a conservacdo in vitro de plantas, resulta no
aumento do intervalo entre os subcultivos (COSTA; SPEHAR; SERENO, 2012). O
crescimento lento e sucesso na conservagao in vitro envolve a otimizagdo de condigdes
da cultura in vitro. Em geral, a temperatura, a luz e 0 meio de cultura sdo os principais
fatores na conservacdo in vitro de diversas espécies (DA SILVA et al., 2016), sendo a
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reducdo na temperatura 0 método mais empregado para reduzir o crescimento in vitro de
plantas (COSTA; SPEHAR; SERENO, 2012).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a temperatura e a
luminosidade (irradiancia), podem ser usados como estratégias de conservacdo in vitro

(crescimento lento) para a ipeca.

2 METODOLOGIA
2.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos
(LBRG), da Embrapa Amazonia Oriental, localizada em Belém, Para. Os explantes
(gemas) utilizados neste estudo foram obtidos de plantas micropropagadas em meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), pertencentes ao LBRG.

2.2 MATERIAL VEGETALE CONDI(}OES DE CULTURA

Os explantes de ipeca, medindo aproximadamente 1,0 cm, foram inoculados
horizontalmente em frascos de vidro com capacidade para 250 mL, contendo 30 mL de
meio de cultura 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.

Na sala de conservacdo, temperatura de 18 + 1°C, os frascos foram mantidos sob
as fontes de luz: 1ampada LED branca. Irradiancia de 35 umol.m?2.s (9 W), irradiancia
de 45 pmol.m?2.s1 (12 W) e irradiancia de 75 umol.m2.s? (15 W), durante um fotoperiodo
de 12 horas/dia.

Esse experimento foi comparado com as condi¢cdes do controle (testemunha),
usado no laboratorio para a producdo de mudas: temperatura de 25 + 1°C, os frascos
foram mantidos sob a fonte de luz: 1dmpada tubular fluorescente branca fria Empalux® e
irradiancia de 25 pmol.m™2.s, durante um fotoperiodo de 14 horas/dia.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 4
repeticBes por tratamento (irradiancia), sendo cada repeticdo composta por 3 explantes.
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2.3 INDICADORES NA CONSERVACAO in vitro

Foram avaliados durante 480 dias (16 meses), mensalmente, indicadores
quantitativos e qualitativos como contaminacdo (fungo ou bactéria), altura da planta,
numero de brotacdes, sobrevivéncia. A altura da planta ocorreu por medigdo direta
aproximada com régua graduada, ocorrendo sem que houvesse a remog¢do da plantula de
dentro do frasco.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca das amostras (altura e numero de brotacGes) foi calculada com a
utilizacdo do software BioEstat versdo 5.3. (AYRES et al., 2007). Para verificar a
normalidade dos dados, foi usado o teste de Shapiro-Wilk. As médias foram comparadas
pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (Dunn). O valor do nivel de significancia foi
de 5%.

3 RESULTADOS

Na sala de conservacao, temperatura de 18 £ 1°C, os tratamentos de 35, 45 e 75
umol.m2.s obtiveram porcentagem de sobrevivéncia abaixo de 50% nos 480 dias (16
meses), sendo os descartes por oxidagdo, com auséncia de contaminacdo bacteriana ou
fangica. Na sala de multiplicacdo, temperatura de 25 + 1°C, o tratamento de 25 umol.m
2.5 obteve porcentagem de sobrevivéncia de 100% até 360 dias de avaliacdo, sendo o
descarte por senescéncia.

Na avaliacdo da altura, na primeira avaliacdo, nos tratamentos de 35, 45 e 75
umol.m?2.s1, alocados na sala de conservagdo a 18 + 1°C, a altura média das plantulas foi
de 0,25; 0,20 e 0,19 cm, respectivamente. Ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os tratamentos. Nas avaliacBes seguintes, a altura média dos tratamentos aumenta
discretamente, mas a indiferenca estatistica permanece entre os tratamentos de 35, 45 e
75 umol.m.st durante os 480 dias (16 meses) (Figura 2).

Na sala de conservacao a 18 + 1°C, nos 480 dias avaliados, os tratamentos de 35,
45 e 75 umol.m?.s ndo atingiram o limite de 9 cm do frasco. Enquanto que na sala de

multiplica¢io, temperatura de 25 + 1°C, o tratamento de 25 pmol.m™2.s™ obteve alturas
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médias acima dos tratamentos 35, 45 e 75 umol.m™.s™! em todas as avaliagBes. A altura

maxima de 9 cm foi atingida em 330 dias (11 meses) (Figura 2).

Figura 2: Altura média das plantulas de C. ipecacuanha. Irradiancia de 25 umol.m?2.s? em 25 + 1°C.
Irradiancias de 35, 45 e 75 pmol.m™.s* em 18 + 1°C. Conservacéo in vitro apds 480 dias, avaliadas
mensalmente.
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Fonte: Autores (2023).
*Limite de altura de 9 cm.

A reducgdo no metabolismo das plantulas, na sala de conservagdo a 18 + 1°C,
resultou na auséncia até 300 dias (10 meses), no numero de brotos significativos para
andlise estatistica. Além disso, também houve auséncia na presenca de raizes nas
plantulas.

A indiferenga estatistica entre as irradiancias de 35, 45 ¢ 75 pmol.m2.s! (Figuras
3B, 3C, 3D), alocados na sala de conservacao a 18 + 1°C, sugere que a luz, através de
diferentes irradiancias, ndo alterou de forma significativa o crescimento das plantulas in
vitro. Enquanto que a temperatura foi determinante na diminui¢do no crescimento apical
das plantulas de ipeca.

Apesar de diferentes irradiancias ndo terem alterado de forma significativa o
desenvolvimento in vitro da ipeca, o tratamento de menor irradiancia 35 umol.m2.s? foi

o tratamento que apresentou maior viabilidade de conservacéo in vitro.

Page 22993

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.21, n.11, p. 22987-22998. 2023..




OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

A anélise estatistica somente foi realizada entre as irradiancias, alocadas na sala
de conservacdo a 18 + 1°C, porque a irradiancia de 25 umol.m2.s?, temperatura de 25 +
1°C, foi alocada em sala com temperatura e irradiancia diferentes das analisadas nas
irradiancias de 35, 45 e 75 pmol.m2s?. Assim, a comparagio estatistica seria

questionavel.

Figura 3: C. ipecacuanha in vitro. Irradiancia de 25 (A) pmol.m2.s1 em 25 + 1°C. Irradiancias de 35 (B)
45 (C) e 75 (D) pmol.m™2.s* em 18 + 1°C. Conservacio in vitro apos 240 dias.

A e T L 7 R T - R e B ———— e+

Fonte: Autor (2023).

4 DISCUSSAO

A conservagdo in vitro baseada no crescimento lento, desacelera o
desenvolvimento das plantulas, o que, por sua vez, estende o intervalo entre as
subculturas. Como consequéncia, hd a reducdo de despesas laboratoriais (reagentes) e
mdo de obra qualificada. Além disso, essa abordagem contribui para a minimizacao das
potenciais perdas por contaminacGes (bactérias ou fungos) durante o subcultivo
(BENELLI et al., 2022).

O prazo para conservacado in vitro varia entre curto e médio. Algumas espécies
exibem um crescimento naturalmente lento quando cultivadas in vitro. No entanto, na
maioria das espécies, o crescimento lento é induzido por meio da manipulacéo de fatores,

tais como menores temperaturas, a utilizacao de reguladores de crescimento, a diminuicéo
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de nutrientes no meio de cultura, a supressdo ou completa eliminacgdo da luz, entre outras
estratégias (COSTA; SPEHAR; SERENO, 2012; DA SILVA et al., 2016)

Na sala de conservacédo a 18 + 1°C, nos 480 dias (120 semanas), os tratamentos de
35, 45 ¢ 75 pmol.m2.s ndo necessitaram de subcultivo. A redugdo no crescimento in
vitro da ipeca, provavelmente, foi devido a menor temperatura da sala de conservacao.
Na conservacao in vitro de plantas, a reducdo da temperatura é o método mais abordado
e eficaz (COSTA; SPEHAR; SERENO, 2012).

Da Silva e colaboradores (2023), investigaram o desenvolvimento in vitro da
herbacea Aeollanthus suaveolens (catinga de mulata). Como resultado, diferentes
irradidncias de fétons (luz), promoveram mudancas significativas na altura e no nimero
de brotos durante o processo de regeneracao in vitro.

Chaudhuri e Jha (2008), relataram a conservacdo in vitro de Cephaelis
ipecacuanha Rich. (ipeca) a longo prazo, por mais de 12 anos. A micropropagacao
ocorreu em meio MS com diferentes concentracdes e combinacgdes de reguladores de
crescimento como cinetina, benzilaminopurina, 6-(g,g-dimetilaliminol) purina, &cido 1-
naftalenoacético e adenina. A viabilidade da cultura foi testada ap6s o periodo de
conservacao e a regeneracdo foi realizada com sucesso. Entretanto, o uso de reguladores
de crescimento podem alterar o metabolismo das plantas (ONG et al., 2011). Na
conservacao in vitro de ipeca, ndo foi necessario o uso de reguladores de crescimento,
sendo uma metodologia eficaz para a conservacao in vitro dessa espécie.

Desenvolver protocolos de conservagdo in vitro de plantas é fundamental
importancia para resguardar bancos e colegdes de germoplasma (PADUA;
ALBUQUERQUE; MELLO, 2020) que podem estar em risco de erosdo genética. O
melhoramento genético de plantas depende da identificacdo e utilizacdo de variantes
genéticas de uma espécie, resultando no desenvolvimento de novas plantas com
caracteristicas desejaveis como maior produtividade ou resisténcia a condicdes
ecoldgicas desafiadoras (SOUZA et al., 2009).

Além disso, a conservagao in vitro é vantajosa em relagdo a conservagao em
Bancos Ativos de Germoplasma (BAGS), pois ocupa menos espago e oferece maior
seguranca contra doencas, pragas € mudancas climaticas (ARBELOA et al., 2017).
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5 CONCLUSOES
o Para a conservagao in vitro, visando o crescimento lento, o fator tempera-
tura é eficiente na diminuicéo do crescimento das plantulas de ipeca e o fator ir-
radidncia ndo demonstrou alterar de forma significativa o metabolismo das plan-
tulas de ipeca.
° Na conservacao in vitro da ipeca, o prolongamento entre os subcultivos é

de pelo menos 480 dias (120 semanas).
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