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RESUMO

A Morinda citrifolia L. € uma planta medicinal pertencente a familia Rubiaceae e que
€ popularmente conhecida como Noni. O fruto de seu suco é rico em polissacarideos
imunodulatério contra tumores do tipo sarcoma denominada Noni-ppt e por isso, esta
espécie vem sendo coletada indiscriminadamente de seu ambiente natural. Assim, o
objetivo de estabelecer um meio de cultura para o armazenamento em crescimento

lento visando a conservacao de noni em banco de germoplasma in vitro, de conservar
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esta planta, o que é inédito para esta espécie. Para isso, explantes do tipo segmento
nodal foram inoculados, respectivamente em meio de cultura B5 completo, bem como
diluido pela metade e pela quarta parte, acrescidos de diversos reguladores osmoéticos
de crescimento. Apds 180 dias mantidos em ambiente de armazenamento para
crescimento lento, averiguou-se que 0 meio mais adequado para a manutencgao desta
espécie em banco de germoplasma in vitro a médio prazo foi o B5/2 acrescido de 2%
de sacarose, 1,0 mg/L de BAP e 3,0 mg/L de IBA, que induziu o maior nimero de
brotos por gema (1,47a), o maior niumero de gemas por haste (2,37a) e,
consequentemente, a maior taxa de multiplicacédo (4.07a), além da total auséncia de
calos e altura do broto adequada as repicagens semestrais, quando comparado com
0s demais tratamentos utilizados para este experimento. Com isso, concluimos que é
possivel manter explantes do tipo segmento nodal em ambientes de armazenamento
de crescimento lento, visando a conservacdo desta espécie em bancos de

germplasma in vitro.

Palavras-chave: Conservacao in vitro, Morinda citrifolia L, Planta Medicinal.
1. INTRODUCAO

Falar, hoje, de pesquisas da flora Amazoénica é associa-las com acompanhamento da
melhoria de vida da sociedade, atendendo as suas demandas e ampliando os
conhecimentos existentes. Os recursos naturais existentes na Regido Amazonica
tornam-se conhecidos, gradativamente, a medida que a pesquisa cientifica se

intensifica e os resultados sdo disponibilizados para a sociedade (PADUA, 2000).

A Morinda citrifolia L. € uma espécie que esta a erosdo genética provocada pela coleta
indiscriminada e pelos frequentes desmatamentos provocados pelo homem nas areas

7

de ocorréncia natural, visto que € uma planta medicinal pertencente a familia
Rubiaceae e que é popularmente conhecida como Noni (VASCONCELOS et al.,
2014). O fruto de seu suco é rico em polissacarideos imunodulatorio contra tumores
do tipo sarcoma denominada Noni-ppt (OLIVEIRA et al., 2011) e também ja possui
comprovada atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-

helmintica, analgésica, hipotensiva, antinflamatéria e estimulante do sistema
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imunoldgico (SILVA et al., 2014) e o suco de seu fruto € utilizado popularmente no
tratamento de céancer, podendo torna-se uma ferramenta importante na prevencao

desta doenca.

No que se refere as acbes de conservacdo de plantas medicinais, a adocao de
técnicas biotecnologicas é de extrema importancia, visto que estas sado capazes de
multiplicar e conservar plantas em laboratorios, de modo que torna-se desnecessario
0 uso de grandes &reas de solo para conservar a variabilidade genética de uma
espécie vegetal (NASCIMENTO et al., 2012). Basicamente, existem duas formas de
preservagao permanente: conservacao in vivo e in vitro. A primeira € realizada habitat
natural da espécie, em areas de preservacdo permanente e a segunda se faz com o
estabelecimento de banco de germoplasma, aqui no caso in vitro, onde os propagulos
séo cultivados em meio de cultura estéril (LYRA et al., 2011), por longos periodos de
tempos, em salas com caracteristicas fisicas de luminosidade, umidade e temperatura
adequada, visando a conservacdo do germoplasma, que além de preservar a espécie,
permite 0 acesso ao material genético para a caracterizacdo, a domesticacao, o
desenvolvimento de novas variedades e prospecgcdo de genes, revertendo em
beneficios para toda sociedade (BUSTAMANTE e FERREIRA, 2011).

Colecdes in vitro, em geral, sdo conservadas em bancos de germoplasma sob
condicbes especiais protegidas de eventuais perdas, garantido a sua utilizacdo a
curto, médio e longo prazo (SILVA et al., 2012). O crescimento in vitro, durante o
periodo de conservacao, pode ser limitado por varios fatores fisicos e quimicos, tais
como a reducdo da temperatura e/ou intensidade luminosa, a diluicdo dos elementos
nutritivos no meio de cultura e pelo uso de agentes quimicos e osmaéticos, capazes de

inibir o crescimento do material em cultivo (OLIVEIRA et al., 2000).

Na conservacao in vitro, os acessos sao mantidos a temperaturas entre 12 a 20°C, de
tal maneira a reduzir o crescimento e o numero de subcultivos por ano (SILVA et al.,
2012). Para a reducédo do metabolismo das plantas, tém-se utilizados como estratégia
as modificacdes das condic¢bes fisicas com a temperatura ou quimicas como 0 meio
de cultura incluindo nutrientes organicos e inorganicos, reguladores osmoéticos ou
inibidores de crescimento (VETTORAZZI et al., 2017).
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Antes do inicio dos procedimentos de rotina para a conservagdo de germoplasma a
meédio prazo, varias questdes precisam ser analisadas. Os acessos devem ser
avaliados quanto a variabilidade genética, pois o procedimento de conservacao in vitro
€ oneroso, tornando impraticavel manter amostras geneticamente similares ou muito
proximas, além disso é de grande importancia um conhecimento minimo da biologia,
da fisiologia e do ambiente de origem da espécie, o que, de modo geral, pode auxiliar
na determinacdo de condi¢cdes adequadas da conservacgao in vitro a médio prazo

(GUIMARAES et al, 2011), evitando, assim, a perda de diversidade genética.

Na conservacdo a curto e médio prazos, o material armazenado é subcultivado em
intervalos regulares de no minimo seis meses. Frequentemente, os periodos entre as
subculturas devem ser os mais longos possiveis para diminuir a manipulacdo das
plantulas e reduzir o risco de contaminac&o. E necessario mencionar que esta técnica
€ passivel de erros técnicos e mudancas no genétipo devido a instabilidade genética
apresentada por eventuais acessos. O objetivo do armazenamento do germoplasma
a curto e meédio prazos é definir condicdes experimentais para favorecer um

crescimento minimo sem alteragéo da estabilidade genética. (ALVES, 2010).

Plantas mantidas em banco de germoplasma tem baixa taxa de divisdo celular
(MARTINS, 2009), o que tende a diminuir a frequéncia de mutagdes que ocorrem
durante a duplicacdo do DNA na fase mitética do ciclo celular.

Contudo, o risco de tais mutacBes ndo pode ser totalmente excluido e as condi¢cbes
limitantes de crescimento podem introduzir um novo perigo: o inevitavel estresse
fisiolégico. E importante que os procedimentos aplicados para minimizar o
crescimento também sejam capazes de manter o maximo da viabilidade da cultura
(SILVA e SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011).

O Noni tem um grande potencial como fitoterapico, mas ainda ndo pode ser incluida
em programas de producao em larga escala de fitomedicamentos, uma vez que ainda
nao ha estudos fitotécnicos que permitam a rapida multiplicacdo desta espécie e,
consequentemente, a producao de biomassa vegetal suficiente para uso como fonte

sustentavel de principios ativos empregados pela industria farmacéutica, o que pode
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levar esta espécie a extingdo, caso ocorra a coleta indiscriminada em seu habitat
natural. Considerando a gravidade deste problema, no momento em que a
humanidade esta preocupada em conservar a biodiversidade do planeta, a proposta
de estabelecer um banco de germoplasma in vitro a partir de métodos biotecnologicos
objetivando encontrar um meio de cultura para a conservagao desta espécie em banco
de germoplasma in vitro € uma atitude concreta de preservacéao para a utilizacao desta
espécie medicinal que comeca a ser cultivada comercialmente no interior do Estado

do Amazonas — Brasil.
2. MATERIAL E METODOS

Para o estabelecimento de meio de cultura para a conservacao de Morinda citrifolia L.
em banco de germoplasma in vitro, plantulas mantidas em sala de crescimento com
4,0 cm de altura foram utilizadas nesse experimento. Os frascos utilizados foram tubos

de ensaio e 0s meios de cultura estdo descritos a seguir:

B5+2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA

B5/2 + 2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA

B5/4 + 2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA

B5+2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA + 4% de sorbitol
B5/2 + 2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA + 4% de sorbitol
B5/4 + 2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA + 4% de sorbitol
B5+2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA + 3% manitol
B5+2% de sacarose + 1,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L IBA + 3% manitol

Os tubos de ensaio foram mantidos por 180 dias em estufa com caracteristica de
banco de germoplasma, ou seja, temperatura de 18+2°C, 60+5% de umidade relativa

e 16h de fotoperiodo com intensidade luminosa de 2.0x107uE.cm-2.s-2, provenientes
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de duas lampadas fluorescentes brancas frias (GE.85W), quando entdo foram
avaliadas quanto ao numero de brotos por gema, numero de gemas por haste, taxa

de multiplicacao, altura dos brotos e presenca de calos e raizes.

O delineamento experimental deste experimento foi o inteiramente casualizado e para
a comparacao das médias dos tratamentos foi utilizado o Teste de Tukey ao nivel de

5%. Para este trabalho foram utilizados 30 explantes por tratamento.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, o tratamento constituido pelo meio de cultura B5/2 + 2%
de sacarose + 1,0 mg/L de BAP induziu o maior nimero de brotos por gema (1,47a),
0 maior numero de gemas por haste (2,37a) e, consequentemente, a maior taxa de
multiplicacdo (4,07a), além de n&o induzir calos e produzir plantulas com a altura
adequada as necessidades da periodicidade de repicagem da técnica de banco de

germoplasma.

Tabela 1. Estabelecimento de meio de cultura para a conservagéo de noni em banco

de germoplasma in vitro.

Tratamento N° de N° de Taxa de Altura Preseng Preseng

S broto gemas multiplicacdo*x do a de a de raiz
S por por o Broto calos (%)
gema haste* (cm) (%)
* *

B5+2% de 0,90b 1,13bc 1,63bc 0,71lab 0,53bc 0,10b

sacarose +

1,0 mg/L

BAP + 3,0

mg/L IBA

B5/2 + 2% 1,47a 2,37a 4,07a 1,15ab 0,00d 0,00b

de

sacarose +
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®

1,0 mg/L
BAP + 3,0
mg/L IBA
B5/4 + 2%
de
sacarose +
1,0 mg/L
BAP + 3,0
mg/L IBA
B5+2% de
sacarose +
1,0 mg/L
BAP + 3,0
mg/L IBA +
4% de
sorbitol
B5/2 + 2%
de
sacarose +
1,0 mg/L
BAP + 3,0
mg/L IBA +
4% de
sorbitol
B5/4 + 2%
de
sacarose +
1,0 mg/L
BAP + 3,0
mg/L IBA +
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0,93b 1,70ab 2,03b 1,74a  0,57bc

0,33c 0,57cd 0,60cd 0,28bc  0,40c

d d

0,10d 0,13d 0,13d 0,06bc  1,00a
d

0,30c 0,43cd 0,50cd 0,19bc  0,53bc

d d

0,63a

0,00b

0,03b

0,23b
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4% de

sorbitol

B5+2% de 0,57b 1,27bc 1,40bcd 1,57a  0,77ab 0,60a
sacarose + d

1,0 mg/L

BAP + 3,0

mg/L IBA +

3% manitol

B5/2 + 2% 0,60b 1,13bc 1,13bcd 1,00ab 0,70ac 0,57a
de c

sacarose +

1,0 mg/L

BAP + 3,0

mg/L IBA +

3% de

monitol

A taxa de multiplicacéo é dada pelo nimero de brotos por gema* x o nUmero de gemas
por haste**.

O grande problema em se estabelecer segmentos nodais de espécies tropicais em
bancos de germoplama in vitro € que estas plantas sdo habituadas a altas
temperaturas, grande disponibilidade de nutrientes e de 4gua (MARTINS et al., 2009).
As condicbes de baixas temperaturas dos ambientes de banco de germosplasma,
bem como a baixa disponibilidade de nutrientes e também a adicdo de altas
concentracfes de reguladores de crescimento osmoético ao meio de cultura podem
sem duvida, prejudicar o crescimento dose explantes (ALVES, 2010). Além disso,
alteracbes ambientais como baixas temperaturas, e a pouca disponibilidade de
nutrientes e agua podem sem duavida levar os explantes a morte. E, por isso, € muito
dificil encontrar um meio de cultura para a conservagao de espécies florestais tropicais
em bancos de germplasma in vitro. No entanto, Bertoni et al. (2007) e Preczenhak

(2014), entre outros, também conseguiram estabelecer em banco de germoplasma in
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vitro, respectivamente, as espécies tropicais Zeyheria montana e Solanum

lycopersicum var. cerasiforme.

Neste trabalho, conseguimos encontrar um meio de cultura capaz de manter explantes
de noni verdes e vigorosos apo6s 180 dias de submissao as condi¢des de banco de
germoplasma, como pode ser visto na Figura 1, abaixo:

Fonte: autor

Figura 1. Plantulas de Noni crescidas durante 180 dias em ambiente de banco de

germoplasma.

O meio de cultura aqui estabelecido induziu as melhores caracteristicas observadas
durante o desenvolvimento deste experimento, além de ndo produzir calos, o que &
uma caracteristica importante quando se pretende manter explantes em banco de
germoplasma, justamente porgue estes acessos possuem algum carater econémico
e/ou agrondmico de interesse, tal como a presenca de um gene resistente a uma
doenca e/ou varias, de producdo de frutos mais doces, maiores ou carnosos, de

resisténcia de estresse hidrico ou salinico, entre muitos outros exemplos e a indugéo
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de calos pode levar a variacdo somaclonal, que em tese, pode levar justamente a
perda desses genes de interesse (CALVETE et al, 2009; ULISSES et al, 2000).
Embora o tratamento aqui indicado ndo tenha produzido raizes, este fato € muito
comum na presenca de agentes osmaticos retardantes de crescimento, sendo
necesséria a posterior adicdo de poliaminas como, por exemplo, a putrescina ou a
espermidina visando o enraizamento da planta (SOUZA et al, 2011). Ainda na Tabela
1, pode-se verificar que o tratamento supracitado induziu a maior altura do brotos, o
que ndo € interessante para plantulas mantidas em ambiente de banco de
germoplasma, uma vez que o objetivo é transferi-las para meio fresco no minimo a
cada seis meses e, plantulas que crescem muito necessitam de repicagem antes do
término deste periodo. No entanto, as plantulas de noni no tratamento aqui indicado
cresceram apenas 1,15 cm, 0 que € uma excelente taxa de crescimento lento, ja que
0s tubos de ensaio possuem, em média, 15,5cm de altura e levaria um pouco mais de

13 meses para chegar ao topo do turbo e requerer nova repicagem.

Assim, com este trabalho, concluimos que é possivel manter plantulas em ambiente
de banco de germoplasma, em crescimento lento, utilizando o meio de cultura aqui

indicado.
4. CONCLUSAO

A viabilidade da técnica de conservacéo em banco de germoplasma in vitro € viavel e
assim, representa mais uma alternativa agricola capaz de reduzir o impacto ambiental,

restringindo o desmatamento e promovendo o desenvolvimento sustentavel.
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