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RESUMO

A pedra-hume-caa é popularmente utilizada como insulina no tratamento do
diabetes. Suas sementes tém problemas de germinagéao e, visando produzir biomassa em
larga escala, este trabalho objetivou avaliar a taxa de germinacéo de sementes e propor
um protocolo de assepsia de sementes e segmentos nodais. Assim, ambos os explantes
foram imersos em solucdo de Derosal 1% por 1 hora, alcool 70% por 1 minuto e solugao
de NaClO a 0,1; 0,50 e 1,0%, por 30 minutos, lavados com agua estéril, inoculados em
meio WP e mantidos em sala de crescimento por 30 dias, quando foram avaliados quanto
a presenca de microrganismos e a taxa de germinagao. A solugéo de 1% de NaClO foi
eficiente para desinfestar ambos os tipos de explante e, devido a baixa taxa de
germinagdo e ao longo periodo de dorméncia das sementes, conclui-se que a
micropropagag¢ao € a metodologia mais indicada para a produgcdo de biomassa desta

especie.
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Palavras-chave: Desinfestacdo, Pedra-hume-caa, atividade anti-diabética.

Eugenia punicifolia (Kunt) DC seeds and nodal segments asepsis of Brazilian
Amazonia genotypes and in vitro and ex vitro evaluating seed germination rates of

this medicinal plant.

ABSTRACT Pedra-hume-caa is popularly used as insulin in the treatment of diabetes.
The seeds have germination problems and aiming to produce biomass on a large scale,
this study aimed to evaluate seed germination rate and propose a seed and nodal
segments assepsy protocol. Thus, both explants were immersed in 1% Derosal solution
for 1 hour, ethanol 70% for 1 minute and NaClO solution 0.1, 0.5 and 1.0% for 30 minutes,
washed with sterile water, inoculated in WP medium and maintained in growth room for 30
days, when they were evaluated as to the presence of microorganisms and germination
rate. 1% HaCIlO solution was efficient to disinfestation for both types of explants and, due
to low germination rate and the long dormancy period, we concluded to micropropagation
is the best suitable methodology for the production of this specie biomass.

Key words: desinfestation; pedra-hume-caa; anti-diabetic activity.

INTRODUGAO:

A Eugenia punicifolia (Kunth) D.C., € um arbusto de caule cilindrico, de casca revestida
por uma epiderme que se destaca em placas irregulares, que ao se desprender expde a
nova epiderme de coloragcdo amarela, com manchas claras, apresentando aspecto
arbustivo até aéreo, podendo atingir até 3,0 m de altura. Possui crescimento clonal e em

uma mesma formagao arbustiva é possivel encontrar de 10 a 50 ramos saindo do solo,
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oriundos da mesma ligacao vegetativa. As folhas s&o elipticas ou lanceoladas, opostas e
pecioladas, com 6,0 cm de comprimento por 2,0 cm de largura. Tem inumeras flores
dispostas em paniculas, de coloragao branca. O fruto € vermelho escuro quando maduro
e se encontra como uma baga glabosa, dotada de polpa comestivel e adstringente
(Grandtner & Chevrette, 2013). Este vegetal é popularmente conhecido na regido
amazodnica como murta, pedra-hume e pedra-hume-caa ou insulina vegetal, sendo uma
planta medicinal que ocorre na Amazénia e é popularmente utilizada no tratamento contra
diabetes. E uma espécie do género Eugenia, pertencente & familia Myrtaceae, composta
por cerca de 3.000 (trés mil) espécies e 80 (oitenta) géneros, o que a destaca como uma
das familias mais importantes devido a sua distribuicdo em todos os ecossistemas
brasileiros, sendo o género Eugenia um dos maiores, com mais de 500 (quinhentas)
espécies, das quais 400 (quatrocentas) se encontram no Brasil e assumem destaque
especial por serem utilizadas como medicinais (Silva & Pinheiro, 2007). De acordo com
Oliveira et al. (2005), muitas plantas deste género sado utilizadas popularmente como
medicinais e alguns estudos ja comprovaram a presenga de substancias com potencial
uso medicinal em algumas espécies deste género, tais como a decoc¢ao de folhas de E.
uniflora, rica em flavonoides, que é utilizada no controle da hipertensédo e da gota. A
atividade anticonvulsionante do éleo essencial de E. caryophyllata esta relacionada aos
constituintes eugenol e carvacrol, bem como trabalhos realizados com E. spitata e E.
dysenterica demonstraram potencial antimicrobiano em seu 6leo essencial. Atividades
acaricida e inseticida também foram reportadas no 6leo essencial de A. Caryophyllata.
Estudos realizados por estes mesmos autores demonstraram que 0s componentes
principais do O6leo essencial de E. punicifolia (Kunth) D.C. s&o sequiterpenos e
monoterpenos, apresentando nesta ultima classe de substancias em grande abundancia o
carifleno e o linalol, sendo que este ultimo apresenta grande importéncia para as

industrias de cosmético e alimenticia, ja que é utilizado como fixador de substancias.
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Trabalhos realizados por Rodrigues (2010) demonstraram que o linalol apresenta
atividade antinflamatéria e antinoceciptiva, anestésico local, anti-leishmaniose,
antimicrobiano, anticonvulsante. Esta espécie € bastante visada pela industria
farmacéutica por ser utilizada no tratamento contra a diabetes, sendo, inclusive,
popularmente conhecida no Amazonas como insulina vegetal, e possuindo também esta
atividade farmacoldgica comprovada por Grangeiro et al. (2006). Devido a sua utilizagéo
como fixador nas industrias de cosméticos e alimentos e intenso uso popular por sua agao
farmacoldgica, aliado ao longo tempo de dorméncia pré-germinacéo de suas sementes
em ambiente in vivo, esta planta corre risco de extincdo devido a coleta indiscriminada
dos frutos. Por isso, € uma atitude urgente utilizar metodologias biotecnoldgicas para a
concreta conservacgao in vitro desta espécie através da elaboragcao de um protocolo de
insergcao desta espécie in vitro, que é o objetivo deste trabalho, visando uma alternativa
util e racional para a conservacao desta planta, uma vez que, a partir do estabelecimento
de plantas axénicas in vitro, pode-se multiplicar infinitamente estes acessos através da
micropropagag¢ao, que € uma técnica de cultura de tecidos vegetais que pode,
eventualmente, tornar-se um método mais promissor de propagagdo, permitindo a
obtencdo de inumeras plantas isentas de virus, geneticamente uniformes e em curto
espaco de tempo, representando um método alternativo de propagacao vegetativa para

esta espécie (Leitzek, 2009).

A primeira etapa a ser realizada em um protocolo de micropropagacéo € a assepsia,
que visa a obtencao de explantes livres de patdgenos, geralmente do tipo sementes ou
segmentos nodais, para a iniciagcdo do cultivo in vitro da espécie-alvo. Para isso, sao
realizados diversos tratamentos com diferentes tipos e concentragbes de agentes
antimicrobianos como fungicidas e antibiéticos, hipoclorito de sédio ou de calcio, entre
outros, em diversas concentragdes, que geralmente variam entre 0,10 a 3,0%, em

diversos tempos de exposi¢céo (de 10 minutos a 1 hora), além de solugdes adstringentes
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como o alcool 70%, geralmente durante 1 minuto (Pelizza et al., 2013). Assim, com o
estabelecimento deste protocolo, espera-se dar inicio ao protocolo de uma metodologia
alternativa de propagagdo e cultivo de mudas-elite em curto espago de tempo,
geneticamente uniformes, livres de patégeno e com fitossanidade garantida, o que
permitira o abastecimento de biomassa para uso nas industrias farmacéuticas, de
cosméticos e alimenticios, sem a necessidade da retirada de acessos do meio ambiente,

evitando a erosao genética e até mesmo, a possivel extingdo desta espécie.

MATERIAL E METODOS:

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto de Saude e Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas no

municipio de Coari.

A planta utilizada neste trabalho foi a Eugenia punicifolia (Kunth) D.C., uma espécie
da familia Myrtaceae, popularmente conhecida como pedra-hume-caa ou insulina vegetal,
que foi identificada pelo Prof. Dr. Eduardo Ossamu Nagao e cuja exsicata das folhas

coletada em janeiro de 2001 encontra-se no Herbario da UNB sob o Voucher UB36927.

A assepsia de diversos tipos de explantes é requisito para a iniciagao do cultivo in
vitro de uma espécie e esta etapa € denominada de fase de estabelecimento. Entdo, para
o estabelecimento in vitro de E. punicifolia (Kunth) D.C, realizou-se uma assepsia basica
das sementes coletadas de plantas matrizes localizadas na area verde do mini-campus da
UFAM de Manaus, que inicialmente foram despolpadas, lavadas com detergente neutro e
enxaguadas abundantemente em &agua corrente. Na sequéncia, foram imersas em
solucao de Derosal 1% (v/v) por 1:00 hora sob agitagao orbital constante a 100 rpm e, em

seguida, imersas em alcool 70% durante 1 minuto e depois mergulhadas em solugéo de
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hipoclorito de sédio a 0,1; 0,5 e 1,0%, respectivamente, por 30 minutos, sob a mesma
agitacdo. Posteriormente, as sementes foram banhadas quatro vezes com agua destilada
estéril e entdo inoculadas em tubos de ensaio meio de cultura WP basal acrescido de
20,0 g/L de sacarose e 8,0 g/L de agar-agar, com pH aferido a 6.0. As sementes foram
mantidas em condi¢cdes de sala de crescimento e, apds 30 dias de inoculagdo foram
avaliadas quanto a presenga de microrganismos e a taxa de germinagéo, sendo que esta

ultima foi avaliada de 15 em 15 dias, por um periodo de 150 dias.

Objetivando a insergao in vitro de plantas matrizes com potencial agronémico, tais
como genes de resisténcia ao estresse hidrico, salinico, luminoso, entre outros, ou
resistentes a diversos tipos de patégeno, ou ainda altamente produtivos, foi também
montado um experimento de assepsia basica de segmentos nodais da espécie alvo deste
estudo. Para isso, plantulas mantidas na casa de vegetacdo do Instituto de Saude e
Biotecnologia, por cerca de 180 dias, foram fonte de segmentos nodais para este
experimento. Neste experimento, os segmentos nodais foram excisados das plantulas
matrizes submetidos a assepsia idéntica a utilizada para as sementes. Além das taxas de
contaminagao por fungos e bactérias, foram também analisadas as taxas de oxidagao
através da avaliagcdo visual dos tecidos oxidados e a taxa de sobrevivéncia através da

analise visual dos explantes sadios.

Visando ainda a comparacédo das taxas de germinagao in vitro e ex vitro, foi
montado um experimento de germinagcao de sementes E. punicifolia (Kunth) D.C em 3
bandejas de polipropileno branco (35,0 cm de comprimento X 25,0 cm de largura X 8,0 cm
de altura) L contendo 100% terra na primeira, 100% areia na segunda e 50% terra + 50%
areia na terceira, onde foram plantadas 30 sementes em cada tipo de substrato, sendo
todos regados com agua corrente diariamente e avaliado a cada 3 dias. Neste

experimento foram utilizadas 90 sementes.
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Os explantes, durante as fases de estabelecimento in vitro, tanto de sementes

como de seguimentos nodais, foram mantidos em condi¢cdes de sala de crescimento, ou
seja, a temperatura de 25 + 2°C, sob iluminagéo artificial de 30 ymol m™. s™ e fotoperiodo

de 16 horas de luz.

Para a realizacdo dos testes de assepsia basica foram utilizadas um total de 90
sementes e de 90 segmentos nodais, divididos em 3 repeticbes de 10 sementes para
cada um dos 3 tratamentos. Em todos os experimentos, o delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado, expresso em porcentagem simples e os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Caso apresente diferengas entre os
grupos, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia

(Mondo et al., 2008).

O meio WP (Wood Plant) foi escolhido para este trabalho por ser um meio
especifico para o cultivo in vitro de plantas lenhosas (Mantovani, 2001), o que é o caso da

E. punicifolia (Kunth) D.C.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

De acordo com Almeida et al. (2008), o cultivo in vitro € um método viavel para
propagacao clonal e massal de diversas espécies florestais, porém, um dos maiores
entraves para o estabelecimento in vitro destas espécies esta na dificuldade de obter
tecidos livres de contaminagdes provocadas por fungos e bactérias e ainda por oxidagoes
provocadas por compostos fendlicas. Ainda segundo este mesmo autor, a desinfestacao
dos segmentos nodais das espécies lenhosas é a primeira etapa a ser considerada para a
realizacao de um estabelecimento in vitro 6timo e que os niveis de contaminacédo tendem

a ser maiores quando as plantas matrizes utilizadas como fonte de explantes sao
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provenientes do campo, mas que, no entanto, mesmo a plantas submetidas a rigorosos
controle fitossanitario e mantidas em viveiro protegido ou casa de vegetagdo séo fontes
potenciais de microrganismos, que pode tornar o procedimento de cultivo in vitro

limitante.

TABELA 01: Assepsia basica de sementes e segmentos nodais de Eugenia punicifolia
(Kunth.) D.C.

Concentraga Contaminagao por Contaminacgao por Bactérias Taxa de Germinagao* de
ode Fungos sementes e de
Hipoclorito (%) sobrevivéncia de
de Sédio (%) (%) segmentos nodais
(%)
Semente | Segmentos Sementes Segmentos Sementes Segmentos
s Nodais Nodais Nodais
0,1 59,00 b 70,00 4,17 30,00 10,0 a 0,00
0,5 50,00 b 70,00 4,17 30,00 10,0 a 0,00
1,0 16/67 a 40,00 0 30,00 6,33 a 0,00

e Taxa de germinagao obtida aos 150 dias de inoculagéo.

Ao analisar a Tabela 01, verifica-se que a contaminacao das sementes por fungos foi
diminuindo a medida que a concentragdo de hipoclorito de sédio foi aumentada. Ja a
contaminagao por bactérias manteve-se estavel a 4,17% nas concentra¢gdes mais baixas
deste agente desinfestante. Com relacao a taxa de germinagao, pode-se concluir que aos
30 dias de inoculagdo nenhuma semente havia germinado. No entanto, a observagao
continua do experimento, demonstrou que aos 90 dias de cultivo in vitro, 10% das
sementes germinaram nas concentragées mais baixas de hipoclorito de sodio, enquanto
apenas 6,33% germinaram nas taxas mais altas do mesmo. Assim, pode-se concluir que
embora altas taxas de hipoclorito de soédio utilizados nos experimentos de assepsia
tenham induzido uma taxa mais baixa de germinagcdo nas sementes durante o periodo
observado, nao houve diferenca estatistica significativa observada para estes

tratamentos. Desta forma, fica indicada a concentragdao de 1,0% de hipoclorito de sodio
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para a assepsia de sementes de Eugenia punicifolia (Kunth) D.C., para iniciar o cultivo
axénico in vitro desta planta medicinal. Malosso et al. (2008, 2012), observaram o mesmo

resultado em jambu e carobinha.

Com relacado a assepsia basica dos seguimentos nodais, a Tabela 01 indica que a
taxa de 1,0% de hipoclorito de sédio induziu a menor taxa de contaminagao por fungos
(40%) e que a porcentagem de contaminagdo por bactérias permaneceu a 30% em
qualquer uma das concentracdes testadas e que nao houve brotacdo de nenhum dos
segmentos nodais porque 100% destes oxidaram e morreram. Assim, pode-se verificar
que, embora a concentracao de 1% de hipoclorito de sédio seja eficiente para desinfestar
0s segmentos nodais desta espécie, € necessaria a realizacdo de novo experimento com
acréscimo de acido ascoérbico ao meio de cultura visando eliminar a oxidagao fendlica dos
explantes excisados. Ao cultivar a teca, Junior et al. (2009), também encontraram grandes
problemas com relacdo a produgdao de compostos fendlicos nos segmentos nodais
durante o estabelecimento in vitro e afirmaram que a utilizacdo de solugcao de acido borico
e acido ascorbico a 0,1 % tem apresentado resultados satisfatérios para a minimizacao

dos efeitos da oxidacdo com relagao as oxidagdes no cultivo de teca.

TABELA 2: Germinacdo de sementes de Eugenia punicifolia (Kunt) D. C. sob condi¢bes
ex vitro.

Numero de Raizes Germinadas
Dias de Inoculagéo Areia Argila Argila e Areia (1)
90 3 0 0
105 0 1 3
120 0 0 0
135 3 2 5
150 2 0 2
Total 8 3 10
Taxa de Germinagao 26,66% 10,00% 33,33%
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A germinacao das sementes € influenciada por fatores ambientais, tal como o substrato,
que pode ser manipulado a fim de otimizar a porcentagem, velocidade e uniformidade de
germinagao, resultando na obtencio de plantulas mais vigorosas e na redugao de gastos
de producao (PACHECO et al., 2006). Este mesmo autor explica que o substrato tem a
fungcdo de suprir as sementes de umidade e proporcionar condicbes adequadas a
germinagao e posterior desenvolvimento das plantulas, devendo manter uma proporg¢ao
adequada entre a disponibilidade de agua e a aeragao, de modo a evitar a formagao de
uma pelicula aquosa sobre a semente, o que impedira a penetracdo do oxigénio na
semente e favorecer a proliferacdo de patégenos. Por isso, ao escolher um substrato,
alguns aspectos devem ser considerados, tal como o tamanho da semente, a exigéncia
luminosa e de unidade e a facilidade que ele oferece durante a instalacao e realizacéo
das contagens e a avaliagdo das plantulas, sendo os principais prescritos e
recomendados nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992) o papel, solo e

areia.

De acordo com a Tabela 2, as primeiras sementes germinaram com cerca de 90
dias de inoculagdo em substrato areia e continuaram germinando apds 150 dias da
montagem do experimento. Pode-se verificar também nesta tabela que a menor taxa de
germinacgao (10,00%) ocorreu em solo com caracteristica de grande retengcéo de agua
enquanto as maiores taxas de germinagao (33,33%) ocorreram em solo com retencao
média de agua. Com isso, constatou-se que os substratos testados nesse trabalho
influenciaram a germinacdo de sementes de pedra-hume-caa, conforme analise dos
resultados. Assim, € provavel que capacidade de retengdo de agua de cada substrato,

aliado a caracteristicas intrinsecas que regulam o fluxo de agua para as sementes
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possam ter influenciado os resultados (Bezerra et al., 2004), uma vez que a variagao na
disponibilidade de agua dos substratos, fator comum nesse tipo de trabalho, causa
frequentemente prejuizos a germinacdo das sementes, provocando diferengas entre as

porcentagens.

Os resultados das taxas de germinacado observadas apds 150 dias indicam que
trata-se de uma espécie com baixa taxa de germinagao e sementes com longo periodo de
dorméncia, o que leva a problemas de germinacao no solo. Estas caracteristicas também
foram notadas durante a analise do processo de germinagdo em condigao in vitro desta

planta (resultados ndo mostrados).

Assim, tendo em vista a importancia econémica desta planta e o perigo de extingao
devido a coleta indiscriminada para obtengao de matéria-prima aliada a baixa e lenta taxa
de germinagdo das sementes de pedra-hume-cada, fica indicado neste trabalho a
elaboragdo de um protocolo de micropropagacéo para a producdo de biomassa vegetal
em larga escala de mudas, visando o abastecimento da industria farmacéutica e a

conservagao da espeécie.
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TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial
mailscula, negrito, centralizado, na parte superior da pagina. Se
houver subtitulo, devera ser em seguida ao titulo, em minuscula,
podendo ser precedido de um nimero de ordem em algarismo
romano. Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser
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método, principais resultados e conclusdo. Nao devera apresentar
citagdo bibliografica.

Palavras-chave: Deverdo ser colocadas uma linha abaixo do
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ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em ingl€s, no mesmo
formato do redigido em portugués, com excecdo do titulo, apenas
com a inicial em maitscula, que vird ap6s a palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverdo ser colocadas as palavras-
chave em inglés, podendo constar até cinco palavras.

INTRODUCAO: Na introducio devera constar breve revisdo de
literatura e os objetivos do trabalho. As citagdes de autores no texto
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(1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva, 1986) ou quando
houver mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita
apresentacdo completa das técnicas originais empregadas ou com
referéncias de trabalhos anteriores que as descrevam. As andlises
estatisticas deverdo ser igualmente referenciadas. Na metodologia
deverdo constar os seguintes dados da espécie estudada: nome
popular; nome cientifico com autor e indica¢do da familia botanica;
nome do botanico responsavel pela identificacdo taxondmica; nome
do herbario onde a exsicata esta depositada, e o respectivo niimero
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(Voucher Number); época e local de coleta, bem como, a parte da
planta utilizada.
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separados, ou como um sé capitulo, contendo a conclusdo
sumarizada no final.

AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando
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REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT
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KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the
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AUTOR. Titulo do livro. Edi¢do. Local de publicagdo: Editora,
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MURRIA, R.D.H.; MENDEZ, J.; BROWN, S.A. The natural
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Chinchester: John Wiley & Sons, 1982. 702p.

Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES)
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HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.).
Plant physiology: a treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-
33.

Tese ou Dissertacio:

AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de péginas.
Categoria (grau e area de concentragdo) - Instituigao, Universidade,
Local.

OLIVEIRA, AFM. Caracterizacao de Acanthaceae medicinais
conhecidas como anador no nordeste do Brasil. 1995. 125p.
Dissertagdo (Mestrado - Area de Concentragio em Botanica) -
Departamento de Botanica, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife.
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de dleos essenciais em cepas isoladas de infec¢do urinaria. Revista
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Nao citar resumos e relatorios de pesquisa, a ndo ser que a
informacao seja muito importante ¢ ndo tenha sido publicada de
outra forma. Comunicagdes pessoais devem ser colocadas no rodapé
da pagina onde aparecem no texto e evitadas se possivel. Devem ser
também evitadas citagdes do tipo: Almeida (1994) citado por Souza
(1997).

TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial
10, espago simples. A palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras
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menos, dois pareceristas, segundo um roteiro de andlise baseado
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serdo devolvidos.

Observacdo: Siao de exclusiva responsabilidade dos autores as
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CARTA DA ORIENTADORA

Coari-AM, 25 de julho de 2016.

Prezados membros do comité de PIBIC,

Venho por meio desta esclarecer que a alteragdo do titulo do projeto aprovado
“‘Micropropagacao de Pedra-ume-caa, uma planta de ocorréncia no Amazonas de
interesse econdmico para as industrias farmacéuticas, de cosméticos e
alimenticios.”, para o titulo “Assepsia de sementes e segmentos nodais de Eugenia
punicifolia (Kunth) D.C. de gendtipos da Amazédnia brasileira e avaliagdo das taxas
de germinacgao in vitro e ex vitro das sementes desta planta medicinal.”, deu-se,
primeiramente, aos problemas expecificado no relatorio parcial de atividades deste projeto
aprovado em dezembro de 2016 e por se tratar de uma espécie cuja germinagao € anual,
nao tivemos a oportunidade de coletar novas sementes para dar andamento a este
projeto. No entanto, os resultados obtidos até o momento, embora sendo apenas a parte
inicial do projeto, permitiram a elaboragdo do artigo em voga, que sera submetido a
Revista Brasileira de Plantas Medicinais assim que os tramites de associacdo de autores

forem resolvidos.

Sem mais para o momento, agradeco a compreensao de todos.



PROFA. DRA. MILENA GAION MALOSSO
Orientadora do Projeto PIBIC
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