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APRESENTAGAOQ

A regido amazbnica, pela sua importa.hi‘:i"a vem sendo discutlda hos foros de debate nacionals e
internacionais, principalmente quanto a preservar;éo € conservagao dos ecossnstemas da pu;ante floresta tropical
Omida. Esse fato & motivo de atencfio, em virtude de o desenvolvimento agropecuéno e florestal e a consewagéo dos
recursos naturais na Amazénia se mostrarem, em principio, como objetivos contrarios. Entretanto 0s pesqulsadores
entendem que, pelo aumento dos conhecimentos clentifi co e tecnolégico, esse suposto antagonismo é p!enamente _

superavel e, assim, poder-se-4 alcangar um equilibrio estavel com elevado nivel de sustentabilidade.

Dessa maneira, ha necessidade de um esforgo maior para o desenvolvimehto da Amazénia, onde as
“joint ventures” (parcerlas) aparecem como alternativas capazes de promover solugdes multidimensionals qué 0s
preblemas ambientais, sociais e econdmicos requereni. Um exemplo & o Acordo de Cooperagfio entre o Brasil e o
Jap3o, através do qual o Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazénia Oriental - CPATU e a Agéncia de Cooperag&o
internacional do Japdo - JICA vém desenvolvendo o Projeto "Geragdo de Tecnologia Agroindustriél para 0
Desenvolvimento do Trépico Umido” que visa a geragio de tecnologias aplicadas a agricultura, cujos resultados
venham propiciar um conhecimento mals amplo dos recursos naturais da regido amazdnica, bem como o
desenvolvimento de tecnologias agroindustriais adequadas &s suas peculiaridades. | ‘

A conclus&o do Projeto no prazo inicialmente proposto é um marco importante para os governos e
respectivas instituicdes enveolvidas e, em particular, para a regido amazbnica. Através desse Projeto foi possivel
conhecer mais sobre essa complexa regi@o, onde cada nova descoberia rafifica a necessidade de maiores

investimentos em Ciéncia e Tecnologia.

Hoje, o acervo de informagbes esta mais amplo, porém, ainda n&o & suficiente, tanto que, diante das
necessidades de finalizar efou aprofundar alguns dos ségmentos € com a aquiescéncia dos parceiros japoneses, este

importante Projeto foi prorrogado por mais dois anos.

Esses cinco anos de trabalho entre especialistas brasileiros e japoneses, com o cobjetivo de buscar
altemnativas agroindustriais para o desenvolvimento sustentdvel da Amazdnia, deixaram frutos que vio além dos
diversos equipamentos que hoje tornam os laboratérios do CPATU mais modernos e eficientes ou dos pesquisadores
brasileiros que tiveram o privilégio de aumentar seus conhecimentos através de treinamentos e visitas tédnicaé
realizadas no Jap3o e dos consultores japoneses QUe prestaram inestimavel contribuigdo ac desenvolvimento do
Projeto.

Hoje sabemos um pouco mais sobre a Amazonia. Os resultados contidos neste Relatério confirmam
essa assertiva. Mas é ainda muito pouco diante da magnitude desta Regido. Os conhecimentos cientificos e as
tecnologias geradas nesta fase do Projeto, contudo, subsidiarsio outros estudos mais aplicados e permitirao o uso mais

ordenado e sustentavel desta Regifio que constitui o mais complexo ecossistema do planeta.

DILSON AUGUSTO CAPUCHO FRAZAO TSUYOSHI EIDA
Chefe Geral do CPATU-EMBRAPA Coordenador Japonés do Projeto - JICA
Coordenador Brasileiro do Projeto '



PREFACE

The Amazon region, because of its importance has been the focus of international and national
debates malnly regardmg the conservallon and preservation of the robust tropical rainforest ecosystems. This fact
deserves attention grven that the development of agriculture and forestry and the conservation of Amazonia's natural
'resources in principle have opposue objectives. However researchers know that, the increase in technical and scientific

knowledge this supposed antagon:sm may be overcome and thus a stable balance with a high level of sustainability
may be achieved.

Considering this, there is a need for greater efforts in the development of Amazonia, where joint
ventures (partnerships), with alternatives capable of promoting multi-dimensional-soluﬁons. required by the social,
environmental and economic problems. An example is the Cooper_ation Agreement between Brazil and Japan, by which
the Centre fol' Agroforestry Research of the Eastern Alnazon - CPATU and the Japanese International Cooperation
'Agency - JICA, have been developing the Project *Generation of Agro - Industrial Technology for the Development of
the Humld Troplcs which aims to generate applied technologles for agriculture, whose results will contribute toward a

broader understandmg of the natural resources of the amazon region, as well as the development of agro-industrial
technologies which are adequate to its peculiarities.

The conclus:on of the mntnally proposed phase is an important mark for the governments and the
respect:ve mstatuﬂons mvolved and m partlcular for the Amazon Region. Through the project activities it has been

possnble to learn more about thls complex region, where each new discovery ratifies the necessity for greater
:nvestments in Scnence and Technology

Today the information aocumulated Is broader, but it is still not sufficient, such that, given the need to

fi nallse and/or expand some segments and with the acceptance of the Japanese partners, this important project has
been prolonged for two more years,

Dur:ng these five years of united work, which brought together Brazilian and Japanese specialists, with
the objectwe of seeking agro-industrial alternatives for the suslalnable development of Amazonia, has left results which
go beyond just the supply of equipment that has made the CPATU laboratories mere modern and efficient or the
pnwlege given to Brazilian researchers to increase their knowledge through training and technical visits in Japan, and

the great contrlbutlons made by Japanese consultants to the development of the Project.

Today we know a bit more about Amazonia. The results contained in this Report confirm this
affirmation. Nevertheless it is stil very little given lhe magmtude of this Region. The scientific and technological
knowledge generated in lhts phase of the Project, above all, will subsidise other, more applied studies that will allow

more organised and sustamable use of resources from this Reglon which has the most complex ecosystem of the planet.

DILSON AUGUSTO CAPUCHO FRAZAO TSUYOSHI EIDA

General Director of CPATU-EMBRAPA Japanese Coordinator of the Project - JICA
Brazilian Coordinator of the Project
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INTRODUGAO

O Projeto Geragdo de Tecnologia Agroindustrial para o Desenvolvimento do Trépico
Umido surgiu da necessidade de ampliar o conhecimento do potencial dos recursos renovaveis
disponiveis na Amazénia que permitisse a geragdo de tecnologia agroflorestal adequada as
. condigbes ecolbgicas, através de treinamento de recursos humanos, qualificando-os para a

implementagdo de um programa mais. amplo que envolvesse a ocupagdo ordenada e o

desenvolvimento da regizo.

Os primeiros passos para a concretizagdo do convénio foram dados em 1986,
envolvendo o entdo Centro de Pesquisa Agropecudria do Trépico Umido (CPATU), atual Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazénia Oriental, e a Japan International Cooperation Agendy (JICA),

que oficializaram esse compromisso de cooperagéo técnica, entre o Brasil e 0 Jap3o, no dia 20 de
junho de 1990.

Apés cinco anos de execucgdo, foi acumulado um acérvo considerévelr de
informagdes, oriundo do Projeto Geragéao de Tecnologia Agroindustrial para o Desenvolvimento 'do
Trépico Umido. Foram estudadas varias espécies vegetais no que se refere a coleta, propaga¢ao
e avaliagdo, dentre as quais algumas plantas medicinais nativas da Amazénia; o cupuaguzeiro,
que @ uma cultura de grande valor econémico para a regido, com destaque para as pesquisas
fitopatolégicas, estudos da biologia e fisioclogia da vassoura-de-bruxa, principal doenga, dando-se
&nfase a epidemiologia. | )

O acervo de conhecimentos foi enriquecido com as pesquisas sobre a fusariose,
que é a principal e a mais prejudicial doenga que ataca a pimenta-do-reino. Foram realizados
levantamentos de microrganismos'potencialmente ativos contra a fusariose e estudos sobre o
comportamento de germoplasma dessa piperacea em relagéo a produtividade e a resisténcia de
doencgas. As fruteiras mereceram um capitulo & parte, com a caracterizagao quimica daquelas de

maior importancia econdmica para a regiao.

O Projeto permitiu ainda a realizagdo de estudos voltados para a identificagdo e

técnicas de criagio de polinizadores de espécies vegetais no Estado do Para.



Durante a fase de execugdo das pesquisas houve um incremento consideravel no
aperfeigoamento dos recursos humanos, sendo que' 21 pesquisadores do CPATU receberam
treinamentos no Japao, nas diversas areas de atuagdo do projeto. Por outro lado, 23 peritos
- japoneses prestaram consultorias a curto e longo prazos, as pesquisas desenvolvidas no CPATU,
em Belém, através do acompanhamento, assessoramento e condugio dos subprojetos de
" pesquisa programados. E para tornar vidvel e operacional todas as fases do convénio de
cooperagéo, cerca de US$ 2,800.000 foram aplicados na aquisicdo de novos e modernos
equipamentos que se enconhtram instalados nos Laboratérios de Agroindistria, Fitopatologia,

Entomologia e Biotecnologia do CPATU.

- Os cinco anos iniciais dessa cooperagfo, porém, foram insuficientes para que parte
dos projetos em andamento fosse concluida e uma possivel paralisagao representaria prejuizos
incalculéveis para a pesquisa regional. Apdés negociagbes, avaliagbes e andlises detalhadas, o
Projeto foi prorrogado por mais dois anos, o que possibilitard a obtengdo de resultados mais
abrangentes, conclusivos e por isso mesmo, passiveis de adogdo imediata por parte da
comunidade amazdnica, a grande beneficiada pelo trabalho de cooperagao técnica nipo-brasileiro

desenvolvido no CPATU.
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INTRODUCTION

The P'roject Generation of Agroindustrial Teéhnology for the Development of the
Humid Tropics was created with the aim of expandihg the knowledge on the potehtial of renewable
natural resources of Amazonia. The objective was to enable the development of an agroforestry
technology suited to the particular ecological conditions of the region, through the training of

human resources, thereby qualifying them to implement an even broader program involving the

orderly occupation and development of the region.

The first steps towards the implementation of this agreement Were taken in 1986,
involving what was formerly the Center for Agricultural/ Cattle-raising Research in the Humid
~ Tropics, currently Center for Agroforestry Research in Eastern Amazonia (CPATU) and the Japan
International Cooperation Agency (JICA). This commitment to technical cooperation between

Japan and Brazil was made official on June 20, 1990, when the Project effectively began.

A considerable amount of knowledge has been gathered in the five years the
Project: Generation of Agro-industrial Technology for Deveiopment of the Humid Tropics has been
underway. Several subjects have been studied such as medicinal plants in Amazonia, in terms of
harvesting, propagation and evaluation; the cupuagu tree, a species of great economic importance
to the region was studied mainly on its phytopathological aspect, dealing with the biology,

physiclogy and epidemiology of its main desease *witch broom”.

To this body of knowledge was added research on fusarium, the main and most
devastating disease attacking the black pepper plant. Surveys were carried ocut on potentially
active micro-organisms which act against fusaria, as well as the behavior of bléck pepper
germoplasm in terms of productivity and resistance to diseases. Fruit species was another area
studied, with the chemical characterization of those species of greatest economic importance to the

region.

Also thanks to the agreement between the Japanese and the Brazilian
Governments, a project was carried out to identify techniques for raising pollinators of different

plant species in the state of Para.



During the execution phase of the Project there was a considerable increase in the
qualification of the Brazilian human reéources. Twenty-one researchers from the Center for
Agroforestry Research _in Eastern Amazonia (CPATU) went to Japan for training within their areas

'jp]f éxpe-rtise. Also, twenty-three Japanese consultants came to Belém on either short- or long-term

consUltéhcies; monitoring, éiding and participating with the research projects underway.

In order for this joint cooperation to become feasible and operational in all its
different phases, approximately US$ 2,800,000 was invested in new, modern and sophisticated
equipment which are now installed in the CPATU Laboratories of Agroindustry, Phytopathology,

Enquology and Biotechnology.

The last five years have not been sufficient, however, to conclude certain projects
.and a discontinuation would represent great losses for both parts. After much negotiation,
- evaluation and detailed analysis, it was decided that the Project would be extended for two more
years, which will allow more conclusive and broader results. this, in turn, will permit immediate
applic_ation by the Amazonian community, those most benefited by this Nipo-Brazilian technical

coopération developéd at CPATU.
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IDENTIFICAGAO E TECNICAS DE CRIACAO DE POLINIZADORES DE ESPECIES
VEGETAIS DE IMPORTANCIA ECONOMICA NO ESTADO DO PARA

Mércia Motta Maués'
Giorgio Cristino Venturier?
Lindaurea Alves de Souza®
Jun Nakamura®

Resumo: Foram estudados, quanto aos aspectos reprodutivos, o urucuzeiro (Bixa orelfana), o
bacurizeiro (Platonia insignis), o cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) e a castanheira-do-brasi!
(Bertholletia excelsa), espécies vegetais nativas da Amazénia de grande importancia econdmica
para a regido. Os experimentos foram conduzidos nos campos experimentais da EMBRAPA-
CPATU, em Belém, Tracuateua , Tomé-agu e CapitéoQPoc;o, Estado do Para, tendo como objetivo
final c manejo, em laboratério e no campo, de seus respectivos polinizadores. Foram encerrados 0s
estudos com o urucu e o bacuri onde investigaram-se os sistemas reprodutivos e os respectivos
polinizadores e visitantes das flores. Concluiu-se que o urucuzeiro é uma planta que apresenta
autogamia e alogamia, porém sua produtividade & superior quando polinizada por abelhas vibradoras
e, nas areas estudadas, ndo apresentou problemas de polinizagdo. O bacurizeirc € uma planta
alégama, com sindrome de polinizagdo omitéfila, onde os principais agentes polinizadores, no
nordeste do Estado do Para, pertencem a familia Psittacidae, que constituem-se em excelentes
polinizadeores, visto (que possuem grande alcance de vdo e, desta forma, podem efetuar a troca
génica entre' populagbes distantes entre si, fator preponderante em espécies alégamas. O
cupuaguzeiro e a castanheira-do-brasil permanecem sob investigagao, onde nesta segunda etapa do
projeto, pretende-se desenvolver técnibas de manejo para os respectivos polinizadores, pois
constatou-se que existe a necessidade de mcremento dos mesmos, devido ao baixo Indice de

frutifi cac,ao

! Biol. M.Sc. EMBRAPA - CPATU. Caixa Postal 48. CEP 66.017-G70. Belém, PA.

Eng Agr. M.Sc. EMBRAPA - CPATU.

Eng Agr. Ph.D. EMBRAPA - CPATU,

* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA. Av. Nazaré, 272, Sala 105, Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA,
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IDENTIFICATION AND TECHNIQUES FOR RAISING POLLINATORS OF PLANT
SPECIES ECONOMICALLY IMPORTANT TO THE STATE OF PARA

Abstract: The reproductive aspects of fhe following species were studied: urucum (Bixa oreflana),
bacuri (Platonia insignis), cupuagu (Theobroma grandiflorum) and brazilnut (Bertholletia excelsa).
These species are native to _Amazonia and have great economic importance to the region. The
experiments were conducted on the experimental fields of EMBRAPA-CPATU in Belém,
Tracuateua, PA, Tofné-Agu, PA and Capitdo Pogo, PA. The main objective was the management
of theit; reéps;ctive pollinators both in the laboratory and in the field. At present, only the studies with
urucu and bacuri have been completed on their reproductive systems, respective pollinators and
visitofé to the_ir flowers. Urucum has been found to be both alogamous and autogamous, its
prodi_icfiyity, however, is superior when pollinated by vibrating bees. In the areas studied, it
preéented no problems kin terms of pollination. Bacuri is an alogamous plant, with ornitophilous
pollination syndrome. lts main pollinators in the northeast of the state are parakeets, belonging to
the Psittacidaé family. They are excellent pollinators of this plant, due to their long flying distance
that can thereby exchange genetic material between populations physically distant from each
6thef, a preponderant factor in alogamous species. Cupuagu and brazilnut are still under
inv_éstigation. In this stage of the project, we intend to develop management techniques for the

pollinators, as there is a need to increase them, due to the low productivity of these species.
Objetivo

~ ‘Identificar os polinizadores de quatro plantas nativas de importancia econdmica na
Amazénia Oriental, urucuzeiro, bacurizeiro, cupuaguzeiro e castanheira-do-brasil e desenvolver
tecnicas de criagdo e manejo dos principais polinizadores, em laboratério ou no campo, visando o

aumento da polinizagio natural.
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Justificativa

Por razées de ordem genética e evolutiva, as plantas evitam a autofecundagdo, que
resulta da polinizag3o direta. A heterostilia, androceu e gineceu em planos diferentes; a dicogamia,
maturacdo do gineceu e androceu em épocas diferentes; e a hercogamia, presenga de barreira
morfolégica impedindo a polinizag&o direta, so recursos que o vegetal pode dispor para evitar a
autofecundagéo. Esses mecanismos tornam necessaria a presenca de agentes polinizadores que

realizam, de maneira eficiente, a transferéncia de polen de uma flor para outra, com vistas a

formagéo de frutos e sementes.

O conhecimento dos agentes polinizadores de uma espécie vegetal & informagao
basica e essencial para o melhor entendimento dos mecanismos naturais de reprodugao,

principalmente em espécies amaz6nicas, onde os casos de auto-esterilidade e incompatibilidade

entre variedades s3o muito comuns.

Na maioria das angiospermas, a polinizagdo por insetos & resultante de'um padrido de
evolugdo mutua, entre insetos e plantas, que assegura a sobrevivéncia de ambos. Os insetos
executam um papel vital na polinizagéo de muitas espécies vegetais, incluindo algumas das plantas
cultivadas mais importantes. A polinizagdo & essencial a perpetuacio da maioria das espécies,
porém, muitos fatores podem afetd-la negativamente, pois trata-se de um processo complexo e

influenciado por muitos efeitos superpostos somente descobertos apés exaustivas observagdes no

campo, no [ocal de origem da planta.

Foram realizados numerosos estudos sobre técnicas de cultive e aproveitamento
industrial de diversas plantas amazénicas, tais como, a castanheira-do-brasil, o cupuaguzeiro, o

urucuzeiro e o bacurizeiro, entre outras, mas pouco se sabe a respeito da entomofauna polinizadora

relacionada a essas plantas.

A produgdo de castanha-do-brasil baseia-se no extrativismo, e, apesar disso, é um
dos principais produtos da pauta de exportagio da Amazénia. A castanheira destaca-se como uma
das plantas mais nobres e valiosas da floresta Amazénica. Suas améndoas s3o apreciadas no

mundo inteiro, consumidas "in natura" ou usadas para diversos fins culinérios; foram denominadas
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de "came vegetal” por Botazzi, devide ao seu alto valor biologico, em face da quantidade e qualidade

dos acidos aminados que apresentam.

O principal periodo de floragio vai de meados de outubro a meados de dezembro.
Porém, a relagdo entre a floragdo e a frutificagdo na castanheira é baixissima, cerca de 0,4%.
Estudos realizados relatam a presenga de himenépteros dos géneros Bombus, Centris, Xylocopa,
Eulasma e Epicharis nas flores da castanheira, indicando-os como polinizadores, porém falta uma

investigagdo maior na identificagdo em nivel de espécie e sobre biclogia das mesmas.

O cupuaguzeiro € uma espécie de comprovado potencial econémico. Desenvolve-se
espontaneamente nas matas da regido amazdnica e & ideal para o desenvolvimento da fruticultura
regional. Do fruto aproveita-se a polpa, que envolve as sementes, utilizada no fabrico de doces,
sucos, compotas, licores, etc. As sementes, apés a secagem, permitem o preparc de um tipo de
chocolate muito apreciado e com grande potencialidade para o aproveitamento industrial. A
producdo atual do cupuacuzeiro & proveniente, em sua maioria, do extrativismo e semi-extrativismo,
borém, esse quadro estd se modificando, com o desenvolvimento de estudos sobre métodos de
propagagﬁo. tratos culturais, produtividade e tecnologia de aproveitamento do fruto, que viabilizam a

implantagdo de cultivos racionais.

Nas regiGes de clima Afi, a época de floragio se estende de junho a margo, com o

pico entre novembro a janeiro, a frutificagéo estende-se de novembro a junho.,

Ocorre no cupuaguzeiro uma produgio de flores em nimero muito elevado em
relagio ao nimero de frutos produzidos. Caso semelhante ocorre no cacaueiro (Theobroma cacao),
situagdo que tornou-se conhecida como “sindrome de gratificagao do inseto”, uma relago mutualista
que representa o mais alto evento da evolugdo conjunta das angiospermas e seus insetos
polinizadores, que se beneficiam uns aos outros, ou seja, as flores sdo melhor polinizadas e os

insetos ficam melhor alimentados.

Os insetos que realizam a polinizag8o do cacaueiro j4 sdo conhecidos, trata-se de
moscas do género Forcypomia (Ceratopogonidas) e, as pesquisas nesse campo, alcangaram o nive!

de criagio em laboratério e estimulo & preservagio de criatérios naturais, em areas préximas aos
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plantios, visando ao aumento da polinizagio. No caso do Cupuaguzeiro, encontram-se poucos dados

na bibliografia sobre a fenologia e quase nada sobre os insetos que efetuam a polinizago.

A importancia econfmica do urucuzeiro reside no aproveitamentb do corante natural
contido nas sementes - a bixina, cuja utilizagdo & muito variada: tinturaria, cosméticos, culinaria,
indUstria alimenticia, repelente contra insetos por indios brasileiros e na alimentag&o de frango, como
fonte de caroteno para melhorar a coloragio da gema do ovo, entre outros. Como esta prevista a
eliminagio dos corantes sintéticos, em grande parte do mundo desenvolvido, comegam a crescer os
investimentos na produgdo de substancias naturais, onde o urucu poderd ocupar um lugar de

destaque devido as diversas qualidades de corante encontradas, tais como, inocuidade, coloragio

atrativa e estabilidade & luz e ao calor.

O urucuzeiro floresce e frutifica simultaneamente em todos os meses do ano. Estudos
desenvolvidos na Costa Rica relatam que a polinizagdo é efetuada por insetos da ordem

Hymenoptera, ndo havendo maior esclarecimento quanto as espécies envolvidas no processo de

polinizagéo.

O bacurizeiro é uma fruteira arbérea que existe em estado silvestre nas matas de

terra firme de toda Amaz6nia, com drea de concentragdo no estuario do ric Amazonas.

E uma das frutas mais populares do Estado do Parda, seu maior produtor. Os frutos

podem ser consumidos “in natura” ou utilizados no preparo de doces, cremes, sorvetes, pudins, etc.

O bacurizeiro floresce regularmente entre junho e julho, e a frutificagiio estende-se de

dezembro a maio. N&o foram encontrados dados na literatura sobre seus polinizadores.

A introdugdo de insetos polinizédores em plantagdes (ensaios de polinizagio
entomofila) esta se tornando uma pratica comum em diversas plantas cultivadas em todo o mundo.
Muitos estudos destacam a importancia do manejo de insetos po!inizadorés, especialmente as
abelhas, na agricultura sustentada.Tal procedimento tem demonstrado claramente que o aumento

da populagio dos polinizadores nas areas de plantio conduz a um aumento na producao de frutos. -
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Assim, a criagdo e manejo de insetos polinizadores visando o incremento da
polinizagdo natural, representa uma excelente alternativa para o aumento da produtividade das

plantas selecionadas neste projeto.

Resultados Parciais
Experimento 1 - Ecologia da polinizagdo do urucuzeiro

O urucuzeiro € uma planté nativa da América tropical que tem despertado interesse
em muitos produtores, devido a presenga dos corantes bixina e norbixina nas sementes. Muitos
estudos sobre técnicas de cultivo, produgdo, manejo e aproveitamento industrial tém sido realizados,
porém, pouco se conhece sobre a ecologia da polinizagéo, e, particularmente sobre a entomofauna

associada a este processo.

Os estudos foram desenvolvidos no Campo Experimental da EMBRAPA-CPATU, em
Belém, PA. Foram sorteados oito individuos, em um plantio da variedade "Piave Vermelha',

implantado em abril de 1989, excluindo-se as plantas situadas na bordadura.

| Foram realizadas observagdes botanicas quanto a morfologia, recursos e atrativos
caracteristicos das flores, horério de abertura (antese), reflexdo de raios ultra-violeta - submetendo
as flores a vapores de hidréxido de amdnia e depois observando-as sob luz ultra-violeta e
localizagiio de osméforos na flor - mergulhando as flores em solugdo aquosa de vermelho neutro,
por duas horas. Deteﬁninou-se o numero de anteras, utilizando-se microscépio estereoscépico, e de
évulos com o auxilio de microscépio ético e lAmina Neubauer, bem como a razdo pélen/évulo e
pélenlﬂor Foram utilizadas 20 flores para a contagem de anteras e ovulos, das quais dez foram

protegldas (um dia antes da antese) e 36 anteras para contagem de graos de polen.

Foram coletados dados de fenoclogia reprodutiva a cada duas semanas nas plantas
previamente selecionadas, no periodo de 06/06/90 a 17/06/92. Os dados obtidos foram relacionados
a registros meteoroldgicos (temperatura do ar; umidade relativa do ar; precipitagdo pluviométrica e

insolagao) fornecidos pelo Laboratdrio de Climatologia da EMBRAPA-CPATU.

22



Para se determinar o tempo decorrente entre a fecundagdo e o ponto de colheita,
bem como a curva de maturagéo do fruto do urucuzeiro, 100 frutos foram acompanhados desde a

fecundagéo da flor até o estado de fruto maduro, sendo medidos com paquimetro, a cada dois dias,

ao longo do desenvolvimento.

Foi determinado o percentual de frutificagdo decorrente da polinizagdo natural,
acompanhando-se o desenvolvimento de 100 frutos, observando-se a cada duas semanas o nimero

de frutos que permaneciam na planta, nos perfodos de 08/05/91 a 25/06/91 (periodo mais seco) e
21/02/92 a 23/03/92 (perfodo mais Gmido).

O sistema reprodutivo do urucuzeiro foi investigado no periodo de 09/01 a 22/01/92,
efetuando-se uma série de cruzamentos controlados em 25 flores distribuidas em cinco plantas

diferentes, de acordo com a metodologia a seguir:

A) Xenogamia sem emasculagéo - um dia antes da antese, os bottes foram cobertos com sacos de

papel impermeavel e, no dia seguinte, esses botdes receberam pdlen de uma planta diferente;

B) Xenogamia com emasculagédo - o mesmo procedimento usado em A, precedido da retirada dos

estames;

C) Geitonogamia sem emasculagdo - um dia antes da antese, os botdes foram ensacados e, no dia

seguinte, receberam pélen de outras flores da mesma planta;

D) Geitonogamia com emasculagdo - o mesmo procedimento usado em C, precedido da retirada dos

estames dos botGes selecionados;

E) Autopolinizagdo manual - um dia antes da antese os botdes foram ensacados e, no dia seguinte,

foram vibrados dentro dos sacos de protegéo;
F) Autopolinizagdo espontinea - os botdes foram apenas ensacados;
G) Emasculagdo sem polinizagdo (Apomixia) - os botées foram emasculados e ensacados;

H) Testemunha - foram etiquetados 25 botses,
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‘Esses testes foram repetidos no perlodo de 11/01 a 22/03/93, substituindo-se os
sacos de papel impermedvel por sacos de plastico previamente furados com alfinete, devido
ineficiéncia’ do material anterior em resistir s fortes chuvas tropicais. Na repeticio dos testes,

observou-se também o tempo de formagao dos frutos e o nimero médio de sementes formadas. * -

Os insetos visitantes foram coletados e identificados por comparagéb com colegOes
do Museu Paraense Emilio Goeldi e do CPATU, e enviados a especialistas do Museu de Zoologia da
Universidade de S&o Pamo - USP, Instituto de Biociéncias da USP e da Faculdade de: Filoébﬂé
Ciéncias e Letras de Ribeirio Preto - USP, Espécimes de polinizadores coletados foram depositados
na colegao entomolégtca da EMBRAPA—CPATU Durante as \nsutas foi observado o0 comportamento
dos insetos, adaptagoes morfolég:cas que facmtassem a coleta eo transporte de polen o horéno de

visita as flores e o recurso ﬂoral coletado o) comportamento dos msetos nas ﬂores fon reglstrado .

atraves de fotografias.

el

Observou se que as ﬂores do urucuzeiro séo pohéndncas e produzem pélen em‘
abundénma utlhzado pnncnpalmente por abelhas fémeas na ahmentac;éo da prole. Estao agrupadas
terminalmente. em uma inflorescéncia do tipo cacho de monocésio. Sdo actinomorfas, ciclicas’e
hermafroditas. Possuem cinco sépalas, cinco pétalas de coloragéo réseo-clara a branca e anteras
amarelas de deiscéncia ponc1da Possuem um ténue aroma adocicado e agradavel. Comeg:am a-
abrir pouco antes do amanhecer em torno das cinco horas da manha Ievando cerca de uma hora
para abrir totalmente (considerou-se como o micm da abertura da flor o momento em que as pétalas

comegam a se afastar, expondo os érgéos reprodutivos). . - . L Sy

Quando testadas com hidréxido de amodnia e ‘observadas sob luz ultravioleta, as
‘anteras e as porgles média e apical do estigma mostraram-se bastante flucrescentes, Utilizando-se
solugio de vermelho neutro, as anteras, a porgao apical do estigma e os bordos das pétalas ficaram
medianamente corados, evidenciando osmdéforos nestas regides. Assim, acredita-se ‘que 0
reconhecimento das flores pelos insetos visitantes, & curta distAncia, ocorra hdo através do olfato,

mas sim da vis&o. .

A produgéo de néctar esta restrita a nectarios extra-florais situados na porgéo terminal
do pedinculo.
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O numero médio de estames por flor foi de 419 + 16,5, nas previamente protegidas. O
numero médio de grdos de polen por flor foi de 1.317.241,08. A proporgao pélen/ovulo foi de

23.627, e o numero médio de évulos/flor, de 55,75.

As observagoes fenolégicas demonstraram que o urucuzeiro floresce e frutifica durante
quase o ano todo, porém, existem periodos de maior e menor producao. Nos meses de julho a
setembro, pouco foi observada a presenca de flores, bem como houve reducdo na producao de
botdes e frutos, enquanto que nos meses de janeiro a maio houve grande produgao de botdes,
flores e frutos (Fig. 1). O periodo de maior atividade reprodutiva do urucuzeiro coincidiu com os
meses onde os registros de temperatura e insolagao foram os mais baixos, e de umidade relativa e

precipitagao os mais elevados do ano, ou seja, de janeiro a maio.
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FIG. 1 - Fenofases reprodutivas de urucuzeiro (Bixa orellana) no periodo de
maio de 1991 a junho de 1992, em Belém, PA.

Com relagao ao desenvolvimento do fruto, verificou-se que o periodo de crescimento
teve a duragao de 40 a 45 dias, quando o fruto atingiu o tamanho médio de 40,9 + 2,97mm de

altura por 25,7 = 2,67mm de diametro.



Os testes sobre sistema reprodutivo indicaram que o urucuzeiro é uma planta de

E polinizagao cruzada (alégama), mas que apresenta també_-m autogamia (Tabelas 1 e 2);

TABELA1 Percentual de frutificagdo de B ore"ana, resultante de dlversos ‘
. cruzamentos controlados em Belem, PA, no periodo de 09 a 22 de
janeiro de 1992.

Tipos de cruzamentos -+ Frutificagdo

- y ‘ {%)
Xenogamia ¢/ emasculagao & 60
Xenogamia s/ emasculagio ' » 76
Geitonogamia ¢/ emasculagéo . : S 56
Geitonogamia s/ emasculagéo - ' SR - 44
Autopolinizagio Manual ' ) . 80
Autopolinizagio Espontanea ‘ o - 28
Apomixia = o 12
Controle | ' : ' ' 52

TABELA 2- Tempo de formacio do fruto, percentual de frutificagdo e nimero med:o
de sementes, resultante de diversos cruzamentos controlados em Bixa
orellana no periodo de 11 de janelro a22de margo de 1993, em Belém,

PA.
' ' Desenvolvimento do Fl‘U'(lf icagdo Numero médio de
Tipos de cruzamento " fruto _ (%) . sementes '
' (Dias) : -

Xenogamiademasculagéo . 40-45 _ | _ - 65  o | 43
Xenogamia s/ emasculagio . 4045 - - 80 R 49
Geitonogamia ¢/ emasculagio 4045 . 80 o C 42
'Geitonogamia- slemasc'ula'g:é‘o - 4045 | . 62 46
Autopolinizagao manual . 4045 . . 85 50
-Autopolihizag:éo espbnténea 4045 . 32 .. .. 35
Apomixia | 4550 .: - 5 o -
Controle S 4045 ~ 55 4T
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A presenca de alogamia e autogamia em taxas muito semelhantes demonstra que
pode ocorrer autofecundagao em flores de urucuzeiro, entretanto observando-se os resultados dos
testes de sistema reprodutive, quanto & xenogamia e autopolinizagdo espontanea, verificou-se que a
importéncia dos agentes polinizadores esta diretamente relacionada & frutificagdo e produgdo de

sementes que alcanga maiores Indices quando h& mterferenc:a de agentes externos de pohn:zat;ao

Um grande numero de insetos & atraido pelas flores do urucuzeiro. Os principais

polinizadores encontrados constam na Tabela 3.

TABELA 3 - Insetos polinizadores de urucuzeiro na regido de Belém, PA.

Familia Espécie
Anthophoridae Xylocopa frontalis
Anthophoridae ‘ Xylocopa aurulenta
Anfhophoridae Epicharis rustica
Anthophoridae Epicharis (Hoplepicharis) affinis
Anthophoridae Centris similis
Apidae Bombus transversalis
Apidae Bombus brevivillus
Apidae Eulaema cingulata
Apidae ‘ Eu!aema merniana
Apidae Melipona melanoventer

Apidae Euglossa sp.

As espeécies relacionadas na Tabela 3 s&0 abelhas de médio a grande porte (12mm a
28mm). Quando chegam a flor, pousam nos estames, segurando-0s com suas mandibulas e pernas,
realizando um movimento vibratério. O pélen € liberado em forma de nuvem, caindo sobre o estigma
e pétalas da flor, bem como sobre o corpo da abelha, onde é posteriormente transferido & escopa
(no caso dos Anthophoridae) e & corbiéula (no caso dos Apidae). No momento da vibragdo, um

zumbido caracteristico pode ser ouvido a até cinco metros de distancia. Este mecanismo de
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polinizagéo por vibragio é conhecido como "buzz—pollination" Estas abelhas chegam as flores iogo
aos. pnmelros raios de sol, cerca de qumze mlnutos apés a antese. O movumento de VIS:tas é

bastante intenso até as 8:30 horas da manha, depois diminui progresswamente

Além dessas espec:es f0| observada a presenga de Tngona fulwventns forc.ando a
retirada de pélen pelo orificio das anteras Ap:s melﬁfera Trigona sp. e um diptera da famii:a
Syrphidae recolhem o pélen que cai nas pétalas por ag3o das abelhas wbradoras. _

Foi observada a presenga de vespas (Polistes. sp.) e de .formigaS»(SoIenopsis
saevissima) coletando o nectar produz:do nos nectarios extra- ﬂorals S saevissima f0| encontrada

. Lot

constantemente nas mﬂorescenc:as como se estlvesse " atrulhando" 0 local abela 4
P

TABELA 4 - Qutros insetbs relacionados as flores do urucuzeiro em Belém, PA. - - —-—

Familia _ Espécie C_omportamentq
Apidae Trigqna fulviventris *Ordenha” as anteras para ’co_letar pélen
Apidae . Trigona SP | “Catadora’de p@len | '
Apidae Apifs‘(pelf{f%ra ~ ldem
Syrphidae _ Eﬁstalisr sp. . ldem
Formicidae " Spl_eggp.‘s.is”saevissima 'I::It;gep :{' rgﬁ;s em necténos extra-florais,
Formicidae = = - Nao identiﬁcada Idem
Vespidae ‘ .Polistes infuscatus Predagao de visitantes

. Dentre os visitantes, os mais freqlientes foram X. frontalis e E. Rustica (Figs. 2 e 3),

ambas pertencentes a familia Anthophoridae,”As abelhas vibradoras s8o encontradas em todas as’

familias de Apoidea, com excegdo de Megachilidae. As abelhas do género Xylocopa sio
polinizadoras importantes de diversas plantas tropicais, inclusive de algumas culturas de importancia
econdmica como feijio, mamao “papaya” e maracuja. A E. rustica & uma das espécies que contribui
na polinizagdo da castanha-do-brasil. As abelhas visitantes ‘do Gricuzeiro nidificam. de um modo
geral, em florestas, sendo importante haver mata pr6xamo aos plantlos para garantlr a presenga

destes individuos e a manutengio da polinizagéo natural. " R
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O comportamento de T. fulviventris, fenémeno conhecido pelo termo "milking", pois
assemelha-se a ordenha, certamente pouco contribui na polinizacdo do urucuzeiro, visto que estas
abelhas n&o realizam vibragdo, sdo de tamanho diminuto e ao chegarem nas flores, pousam
diretamente sobre os estames, ndo contactando com o estigma, na maioria das vezes. No caso de
A. meilifera e-da outra especie de Trigona, & ainda mais improvavel que ocorra polinizagdo, pois as
abelhas nem ao menos tocam nos o6rgdos reprodutivos da flor. As espécies acima estdo

classificadas como "catadoras".

FIG. 2 - Xylocopa frontalis (Anthophoridae) polinizando flor de urucuzeiro
(Bixa orellana), em Belém, PA.




FIG. 3 - Epicharis rustica (Anthophoridae) polinizando flor de urucuzeiro
(Bixa orellana), em Belém, PA.

Experimento 2 - Ecologia da polinizagao do bacurizeiro (Platonia insignis)

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart., Clusiaceae) foi estudado quanto aos aspectos
da biologia reprodutiva, devido a caréncia de informacdes sobre este tema e a baixa quantidade de

frutos obtidos em relagdo ao numero de flores emitidas.

Os estudos foram basicamente desenvolvidos no Campo Experimental da EMBRAPA-

CPATU,situado em Belém, PA , em arvores com idade de oito (enxertadas), doze e 30 anos.

Em 1992, foram feitas observagdes preliminares com o auxilio de binéculos, sobre o
horario de abertura da flor e animais visitantes diurnos. O volume de néctar foi medido com o auxilio
de pipetas e provetas milimetradas. A morfologia da flor foi estudada e a zona de receptividade do
estigma foi determinada utilizando-se microscopio estereoscopio e peroxido de hidrogénio 130
volumes (H,O,) a 0,5%. Foram feitas fotografias para melhor analisar o comportamento dos

visitantes nas flores.



No ano de 1993, as observagbes foram mtensn‘lcadas algumas vezes cobnndo as 24
horas do dia, para se determmar o hordrio da abertura das flores. Realizaram-se observagdes sobre
os visitantes diurnos e noturnos, utilizando bindculo e méaquina fotograﬁca. Nas observagdes

noturnas foi utilizado bindculo sensivel a ondas infravermelhas.

Para as observag¢bes diurnas, foi feito um levantaménto da freqiéncia e diversidade
dos insetos viéitantes, no horario das 6:00h as 18:00h, coletando-se os individuos pousados nas
flores abertas de hora em hora, durante 30 minu‘tos. Para este estudo, utilizou-se rede entomolégiéa
e frascos mortiferos. Apds coletados e mortos, os insetos foram identificados no Léboratério de
Entomo[ogla da EMBRAPA-CPATU e no Departamento de Zoologla do Museu Paraense Emilio
Goeldi.

Foi investigada a receptividade do estigma, a \nabllldade dos graos de pélen e o teor
de gllcose do néctar (grau Brix). Para isso, foram coletadas trés flores a cada hora, das 6:00h as
18:00h, e levadas ao laboratorio onde retiravam-se os estigmas mergulhando-os em peréxido de
hidrogénio 130 volumes a 0,5%, observando-se a intensidade de formégéo de bolhas de ar
(indicativo da receptividade); para o estudo da viabilidade dos graos de polen, coletava-se o pdlen
em laminas, corava-se com “Cotton Blue” em Lactophenol e observava-se sob éstereomicroscépio;

0s graos corados de azul eram considerados viaveis.

O grau Brix foi determinado utilizando-se tubos capilares e refratdmetro portatil
devidamente calibrado. Foi feita a classificagdo botanica da flor. Investigou-se a presencga de-
osmoforos, mergulhando as flores em solugdo de vermelho neutro, a 1%, por duas horas, e

pigmentos, submetendo-as a vapores de hidréxido de aménia, a 5%.

Investigbu-sé o sistema reprodutivo através de polinizagbes controladas entre trés
individuos enxertadros com oito anos de idade, conforme metodologia a seguir: apés a coleta das
flores, as mesmas foram fixadas em solugéo de FAA (30% formol, 10% acido acético e 60% alcool)
e assim mantidas até o momento do preparo para'-a observacdo. Este preparo consistia nas
seguintes etapas: 1) lavagem das amostras em agua corrente por 30’; 2) amolecimento em solugao
_ 4M de NaOH, por 6h; 3) lavagem por 4h, para retirada dos residuos e estacionamento do processo;
4) coloragéo ém anilina azul descolorida a 1% em 0,1M de KsPQ,, por 4h; 5) esmagamento da
amostra entre lamina e laminula de tal forma que toda a superficie do estigma pudesse ser

visualizada e 6) observagéo sob microscépio provido de luz ultravioleta.
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Foi realizada uma viagem ao Campo Experimental de Tracuateua, da EMBRAPA,
com a finalidade de fazer o levantamento dos polinizadores locais, pois nesta regido o bacurizeiro
ocorre naturalmente em grandes aglomerados. Foi utilizada filmadora e maquina fotografica para

auxiliar na identificacao dos visitantes.

Observou-se que a flor do bacurizeiro € grande, com cerca de 8cm de comprimento,
terminal, perpendicular, ciclica, actinomorfa, hermafrodita e aldégama (Fig. 4). O tipo de prefloracaoc €
imbricada; o gineceu € do tipo sincarpico; o ovario & supero, pluricarpelar e plurilocular; o tipo de
placentagdo € marginal-central; o tipo de évulo é reto ou ortétropo e a deiscéncia da antera é
longitudinal. A coloracéo externa das pétalas é rosada, podendo ir de réseo claro a réseo intenso, o
polen & amarelo claro e o estigma é esverdeado. A flor apresenta numerosos estames coalescentes
na base formando cinco feixes opostos as pétalas e estigma divididos em cinco lébulos que ficam
em um plano superior aos estames (Fig. 5) e oferta polen e néctar em abundancia. Os graos de
pélen estdo envoltos em 6leo, formando um aglomerado viscoso. Esta viscosidade do pélen impede
sua dispersdo pelo vento, tornando necessaria a presenga de um vetor bidtico para efetuar o

transporte do mesmo de um individuo para outro.

FIG. 4 - Flor de bacurizeiro (Platonia insignis), em Tracuateua, PA.

32



FIG. 5-Flor de bacurizeiro (Platonia insignis) aberta evidenciando os
~orgéaos reprodutivos, em Belém, PA.

As flores abrem-se ao amanhecer, por volta de 5:30h as 6:00h, ficando abertas o dia

todo, até por volta de 22:00h as 23:00h, quando as pétalas comegam a se desprender e cair.

O volume de néctar é grande, podendo atingir 3,1ml por flor, entretanto nas horas
mais quentes do dia o volume diminui consideravelmente. Acredita-se que esta diminui¢do ocorre,
em parte, devido a evaporagédo e também pela acdo dos visitantes (vespas e passaros), bastante
elevada nestas horas. O grau Brix apresentou uma variagéo de 6,8% a 16,3% (Fig. 6), com os
valores mais baixos no periodo da manha, quando o volume de néctar era maior, aumentando o

grau a medida que diminuia a quantidade de néctar. A média diaria ficou em 10,8%.
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FIG. 6 - Variacdo do grau Brix no néctar de flores de bacurizeiro (Platonia
insignis) em Belém, PA.

Verificou-se que o estigma fica bastante receptivo desde a antese até por volta das
16:00h, e depois diminui sua receptividade. A zona de maior receptividade esta localizada no
apice dos Iobulos, que quando analisados sob microscépio, nota-se um orificio por onde os
tubos polinicos penetram. Observou-se também a formagado de bolhas no ponto central de
convergéncia dos lébulos, o que provavelmente seria decorrente da exposi¢cao de tecidos que
sofreram alguma fissura no momento do afastamento dos mesmos, visto que permanecem
unidos enquanto a flor esta fechada e no inicio da antese. Os graos de pdlen permaneceram

viaveis durante todo o dia.

Os testes sobre o sistema reprodutivo indicaram alogamia acentuada, ndo ocorrendo
crescimento de tubo polinico no estigma de flores polinizadas com o préprio pdlen
(autoincompatibilidade esporofitica), conforme demonstraram os resultados expostos na Tabela 5,
contudo, novos testes utilizando-se um maior numero de amostras e individuos de uma mesma

populagdo e de populagdes distintas, deverao ser realizados para melhor elucidar o estudo da

biologia floral desta espécie.
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TABELA 5 - Resultado dos cruzamentos realizados entre trés indlwduos enxertados
de bacurizeiro {Platonia insignis), em Belém, PA. -

Cruzamentos Planta A, Planta Bm‘ : Planta C,;
Planta Ay *oue- : — wk___
Planta B¢ — . *h___
Planta C; Ll S Hick_ ——

(*) presenga de tubo polinico, {-) auséncia de tubo polinico,
(m) doadora de gréos de pblen e (f} receptora de gréios de pélen

O teste para detectar osmoéforos indicou que estes estio presentes principalmente na
borda e face extema das pétalas e em toda extenssio do estilete. Em reagso com vapores de

hidréxido de aménia, a flor assumiu uma coloragio amarelo-esverdeada, evidenciando a presenca

de flavonol como pigmento. -

Os visitantes encontrados constitulram dois grupos distintos, insetos e passaros
(Tabela 6). Dentre os insetos, foram encontradas seis espécies de vespas, Polistes infuscatus,
Polistes camifex, Synoeca sunnama, S. virginea, Polybia striata e P. rejecta, que visitam a flor ao
longo do dia, com uma freqiiéncia mais elevada no periodo de 12;00h as 12:30h (Fig. 7), pousando
pelo lado externo das pétalas para sugar o néctar. A espécie predominante foi Polistes infuscatus
com 53% de freqiéncia (Figs 8 e 9). Abelhas das espécies Trigona fulviventris, T. paffens e T.
branneri apresentaram o mesmo comportamento das vespas, além de provocar pequenos
ferimentos nas bordas e face externa das pétalas para a coleta de resina, contudo, seu horario de
atividades & pela manha. Foi constatada a presenga de orificios na base das pétalas de botdes
prestes a abrir, provavelmente feitos pelas Trigona para a pithagem de néctar ou coleta de resina.
Tripes e pequenos coledpteros foram coletados entre os estames, provavelmente alimentando-se de

pélen. Alguns dipteros foram coletados.
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TABELA 6 - Polinizadores efetivos e ocasionais de bacurizeiro (Platonia insignis) no

Estado do Para.
. Polinizadores efetivos - .-~ Polinizadores ocasionais ou visitantes
. : - Coerebidae )
- Psittacidae Cyanerpes caeruleus
Pionites leucogaster leucogaster
. Brotogeris chrysopterus tuipara "« Icteridae
- Aratinga leucophtalmus leucophtalmus ~ Cacicus cela
- Thraupidae _
Ramphocelus carbo carbo

-~ . Thraupis episcopus episcopu.sf~
" Thraupis pa_!marum palmarum

l"| -

- Vespoidea
-Vespidae
“Polistes infuscatus
Polistes camifex
Synoeca surinama
Synoeca virginea
~Polybia striata
Polybia rejecta

- Apoidea
Apidae (Melipohinae)
‘Trigona fulviventris
" Trigona pallens
Trigona branneri
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FIG. 7 - Freqiiéncia de insetos visitantes de flores de bacurizeiro (Platonia
insignis) ao longo do dia, em Belém, PA.
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FIG. 8 - Frequiéncia de ocorréncia de vespas em flores de bacurizeiro (Platonia
insignis), em Belém, PA.
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FIG. 9 - Polistes infuscatus (Vespidae) coietando néctar em flor de
bacurizeiro (Platonia insignis), em Beiém, PA.

Os visitantes que mais se destacaram foram os passaros das familias Psittacidae
(Pionites leucogaster leucogaster, Brotogeris chrysopterus tuipara (Fig. 10) e Aratinga leucophtalmus
leucophtalmus-este encontrado em Tracuateua) comumente conhecidos por curicas e periquitos;
Coerebidae (Cyanerpes caeruleus ou sai-de-perna-amarela); Icteridae (Cacicus cela, ou japiim) e
Thraupidae (Ramphocelus carbo carbo, ou pipira, Thraupis episcopus episcopus e Thraupis
palmarum palmarum, respectivamente sanhacgo-azul e sanhago-do-coqueiro) que chegam as flores

logo apés a antese, para se alimentar de pélen (no caso dos psitacideos) e néctar.

Quanto ao comportamento dos psitacidecs, cbservou-se que estes passaros
geralmente voam em bandos com mais de dez individuos, e foram vistos em arvores de bacurizeiro
nas regides de Belém e Tracuateua. As visitas ocorreram pela manha, entre 7:00h e 10:30h. Durante
as visitas, os passaros pousaram em um galho e passaram a alimentar-se de pélen e néctar. Depois
de 20 a 30 minutos, o bando saia em revoada, retornando ou ndc apoés 30 - 60 minutos ao antigo
local de forrageamento. Nao foi observado psitacideos de espécies diferentes em uma mesma
arvore durante uma mesma visita. Observou-se territorialismo intra e interespecifico entre os

icterideos no momento em que estes alimentavam-se de néctar. Segundo relato de moradores da
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regido, a presenca de periquitos em bacurizeiros em floragao, € um evento muito comum, existindo a
falsa idéia de que a queda das flores estaria condicionada a agao destes passaros, o que nao foi

observado, pois, apds a visita as flores permaneciam perfeitas.

Observando-se o comportamento dos visitantes, verificou-se que os insetos, apesar
da elevada frequéncia nas flores, ndo atuam como polinizadores. Constatou-se que os psitacidecs
realizam a polinizacao de maneira eficiente quando se alimentam de pélen e néctar, ao contrario dos
demais visitantes que vao em busca apenas de néctar, pelo lado externo da flor, e ndo entram em
contato com os drgaos reprodutivos. Apos a visita destes passaros, algumas flores foram coletadas
e analisadas sob microscoépio estereoscépio, onde foi constatada a presenca de grdos de polen
aderidos ao apice dos I6bulos do estigma, regido de maior receptividade comprovada pelos testes
com peroxido de hidrogénio. Assim, o bacurizeiro demonstrou ter uma sindrome de polinizagao
ornitofila. A ornitofilia, ou seja, a polinizagdo realizada por passaros, € um fenémeno tipicamente
tropical, ocorrendo nas Américas, Australia, Asia tropical e parte da Africa. A Europa ndo possui

plantas polinizadas por passaros, sendo esta a razdo deste processo ter sido ignorado por autores

classicos.
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FIG. 10 - Brotogeris chrysopterus tuipara (Psittaciade), principal polinizador de
bacurizeiro (Platonia insignis) na regiao de Belém, PA.
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Apesar da grande abundancia de néctar e disponibilidade do mesmo durante todo o
periodo diurno, foi pouco observada a presenga de beija-flores, passaros mais eépecializados em
plantas que possuem na constituicdo de seu néctar maiores concentragbes de agticares (em geral
acima de 20%) e de disacarideo sacarose em relégéo as hexoses, glicose e frutose, estes dois
.Cll.timos, mais comuns em flores prociuradas por éasseriformes. O néctar do bacurizeiro néo foi
ana!isado quanto aos diferentes ag¢lcares que o co}npﬁém contudo, com base no compodamento
dos visitantes de suas rores acrednta-se que o mesmo podera possuir matores quantldades de
frutose e glicose do que de sacarose. Estudos reallzados afirmam que existem algumas dlferengas
entre as flores polinizadas por beua-ﬂores_ e as polinizadas por outros passarosl. As prlmepras
gerélmente poéicionam-sé horizontalmente ou pendentes, expondo os érgaos reprodutivos. O outro_

' gry;ﬁo, geralmehte apresenta umé vara (poleiro) proximo as flores, e estas estéo voltadas para cima,

“exatameénte como ocorre com as flores do bacurizeiro,

A co!orac;ao avermelhada das ﬂores do bacunze:ro constltw forte mdlcm de

'polmlzagao ormtof Ia pois os passaros tem capacndade de enxergar esta cor; 0 que nao aconteca

com a malorla dos insetos.

E importante mencionar que ndo ha registros da atuagio de psitacideos como

polinizadores de espécies vegetais neotropicais.

Experimento 3 - Ecqlpgia da polinizacao do cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum)

o Estudos sobre a biologia floral de cupuaguzeiro (Theobroma grandifiorum Schum -
Sterculiaceae) indicaram que a baixa produtividade desta planta pode ser melhorada através do

incremento da polinizag&o natural ou artificial.

.

A partir de 1993 foram feitas observagdes sobre os insetos que '_visitavam as flo'revs‘do‘

cupuaguzeiro, em duas areas distintas: A - 'Campo Experimental da EMBRAPA-CPATU, em Belém,
'PA, em plantio consorciado com pupunha (Bactris gasipaes), inga (Inga edulis) e agal (Euterpe

| oferacea); B - plantios comerciais de cupuaguzeiro no municipio de Tomé-Agu. Em ambas as dreas

foram realizadas coletas e observagdes sobre o comportamento dos insetos que visitavam as flores
' ' o ’ '

Ty
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do cupuat;uzelro observando -se a morfologia externa dos wsﬂantes usada para coleta e transporte
de pdlen, horano de visita &s flores e recurso floral coletado O comportamento dos insetos nas
flores foi registrado através de fotografias, o que permitiu separar os insetos que contribuiam para a

polinizagdo, daqueles considerados prejudiciais as flores.

Parte dos insetos visitantes foram identificados no Laboratério de Entomologia da
~ EMBRAPA-CPATU e parte foi enviada para especialistas na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto - USP e da Universidade Federal do Maranhao. Alguns espécimes foram

introduzidos na colegdo entomoldgica do CPATU.

Além dos insetos -visitantes foram coletadas flores de cupuaguzeiro em vérios
estadios de desenvolvimento que estavam sendo danificadas por larvas de insetos, tendo sido

criadas no laboratério até a emergéncia dos adultos.

Observou-se que a flor do cupuaguieiro é pequena, hermafrodita, alégama, oferta
‘ polen e néctar e tem aroma de améndoas. A antese pode iniciar a qualquer hora do dia, porém,
geralmente 6 € completada a partir do meio dia. A maioria das flores abrem entre 15:00h e 16:00h
(Fig. 11), entretanto em plantio situado em Tomé-Acu, a antese ocorre a partir das 7:30h. As flores
perrhanecem abertas durante a noite, e quando no sio fecundadas, caem no terceiro dia. Sua
coloragdo & muito atrativa, poié contrasta o marfim das cogulas com o vinho das sépalas e
estaminddios (Fig. 12). Essas cores alteram-se quando a flor entra em senescéncia. O periodo de

receptividade do estigma combreeende-se desde a abertura até por volta das 10:00h do dia

seguinte.
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FIG. 11 - Botao floral de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) iniciando
antese em Belém, PA.

FIG. 12 - Flor de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) em Belém, PA.
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As caracteristicas morfolégicas e o horario de abertura das flores indicam que a

sindrome de polinizagéo é entoméfila, podendo ser melitéfila ou cantaréfila.

Dentre os principais insetos visitantes, destacaram-se as abelhas sem ferrdo, das
espécies Trigona fulviventris, Plebeia minima e Trigonisca sp. e pequenos besouros, um

Curculionidae do género Baris e um Carabidae néo identificado, além de outros microcoledpteros.

As abelhas encontradas s&o diminutas, de 2mm a 5mm, e pertencem a subfamilia
Meliponinae. Tém como caracteristica a formacgao de colénias perenes em cavidades preexiste'ntes
em ocos de arvores, cipés ou em tjolos dentro de paredes. Estas abelhas tém uma freqliéncia de
visitas muito baixa, sendo encontradas no perip_do das 7:30h as 10:30h e das 15:30h as 18:00h. Seu
comportamento nas flores & compativel com a fungéo de polinizadores, pois coletarﬁ plélen. ficando

com o corpo todo recoberto e voam para outras flores, transportando o pélen de uma planta para
outra (Tabela 7). |

TABELA 7 - Polinizadores efetivos e ocasionais do cupuaguzeiro no Estado do Para,

Polinizadores efetivos Polinizadores ocasionais
~ Familia Espécie Familia Espécie
Apidae Plebeia minima Curculionidae Baris sp.
" Apidae Trigona fulviventris Chrysomelidae =~ Nio idéﬁtiﬂc;ado
Apidae Trigonisca sp. Carabidae N3o identificado

Os coledpteros encontrados nas flores estavam com o corpo recoberto de pdlen,
porém sua fungao na flor corresponde a polinizadores eventuais. Alguns destes insetos estao sendo

investigados com mais detalhes, especiaimente sobre o ciclo de vida e a possivel criagio em

laboratério.

Foi observado elevado Indice de queda de botdes florais em cupuaguzeiros de
plantios comerciais em Belém e, principalmente, em Tomé-Agu. Este fato esté relacionado ao ataque
de pragas, pois estes botbes apresentavam pontos necrosados que indicavam a ocorréncia de

postura. Por este motivo foram coletados botbes caldos no solo, em plantio da EMBRAPA-CPATU,
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que foram levados ao laboratério e colocados em recipientes de vidro para aguardar a emergéncia

do adulto. Deste material, nasceram oito coledpteros (Baris sp.) e um lepid6ptero (mariposa).

Em viagens realizadas a Tomé-Agu, outros botdes com pontos necrosados foram
coletados em trés propriedades e conduzidos para Belém. Foi dissecado um determinado nimero de
botdes, e as larvas encontradas foram contadas, e separadas as Iarvasrde colebpteros e das de
dipteros. Observou-se maior incidéncia de larvas de dipteros nos botdes. As larvas de dipteros
encontradas foram dispostas em placas de petri com uma camada de areia lavada. As iarvas de
coleopteros foram cundadosamente devolvidas acs botbes ﬂora:s e estes foram também dtspostos
em placas de petn com areia. Grupos de botoes com quatro tamanhos diferentes (estédios de
desenvolv:mento) foram colocados em remplentes de plést:co com uma base de papel toalha'
umedecido e em placas de petn com areia. Apés dez dias, alguns adultos de dipteros comegaram a
emergir e alguns exemplares foram enviados a espemahstas para ldentlf icagio. Poucos adu!tos do

género Baris foram encontrados. Na Tabela 8 estéo relac:onados 0s msetos encontrados dantf cando

os botdes ﬂorals do cupuaq:uzelro e 0s danos causados

TABELA 8 - Principais danos provocados em botbes de cupuaguzeiro, em Beléme

Tomé-Agu, PA.
Insetos ~ Espécie Danos causados

Diptera | Espécie 1 Imaturos desenvolvem-se no interior dos botdes, alimentando-
se de partes florais. O botdo fica flacido, com liquido
armazenado, depois seca, mas nao se desprende da arvore.

Diptera Espécie 2 Idem

Diptera . Espécie 3 Idem

Curculionidae Baris sp. Apenas um imaturo se desenvolve no interior dos botées',"‘

alimentando-se de partes florais. O boto seca e cai ao solo.
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Experimento.4 - Ecologia da polinizagdo da cas_tanheira-'do-brasi'l (Bertholletia éxcelsa) |

A castanheira (Bertholletia excelsa HB.K., Lecyth!daceae) destaca-se como uma das
p!antas mais nobres e valiosas da floresta amazénica. Entretanto, sabe-se que a relac.éo entre a

florag3o e a frutificagao na castanheira & baixissima, cerca de 0,4%.

- A partir de 1994 foram iniciadas obéervac;ﬁes sobre a ecologia da polinizagdo desta
planta. Foram selecionados cinco individuos de castanheira precoce em um plantio com quinze anos

de idade, situado na area expenmental da EMBRAPA-CPATU.

A partir de margo de 1994 foram realizadas observactes fenoldgicas quinzenais de
ordem qualitativa e sobre a ocorréncia, duracio e freqiiéncia dos seguintes eventos: floragéo (botdo
floral e flor); ﬂ"utiﬁcac;éo (fruto verde, maduro, sem semente e disseminagio) e mudanca foliar (folha
nova ¢ madura, desfolha parcial e total). Associados as variaveis de eventos reprqdutivos, foram
levados em consideragio dados meteorolégicos (precipitagdo pluviométrica, temperatura do ar,

umidade relativa do ar e insolagéo) obtidos na Estagao Meteoroldgica da EMBRAPA-CPATU.

. Durante o periodo de floragdo, foram coletados os insetos visitantes das flores,
observando-se o comportamento nas flores para determinar sua importancia no processo de

pblinizag:éb.

Foram conduzidas observagdes sobre a Bioiogia floral, tais como morfologia floral,
deteccéo c_le osméforos, contagem de évulos, estames e graos de pélen (utilizando Iamina Neubauer
- hemacitémetro), ntmero de flores abertas/dia em inflorescancias. Foi fotografada a superficie de
estigmas visitados e n&o-visitados por polinizadores com Microscépio Eletrdnico de Varredura

(MEV), vis‘ando observar a importancia destes agentes na polinizagao.

Estes procedimentos estao sendo realizados com ¢ auxilio de uma torre metalica de
10m de aitura instalada no plantio da EMBRAPA-CPATU. Foram realizadas viagens aos municipios
de Capitdo-Po¢o e Maraba para coleta de dados sobre a polinizagdo.

' Os dados de fenologia coletados até o momento consistiram em periodo de mudanga
foliar, surgimento de botdes, floragéo e frutificagéo (Tabela 9). Dentre as plantas selecionadas, as de

ntmeros 1 e 2 apresentaram a fenofase de florag3o mais pronunciada nos meses de margo a junho,
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coincidindo com o perfodo chuvoso, entretanto houve também florag8o nos meses de agosto a
novembro, As plantas 3, 4 e 5 manifestaram a fenofase de floragdo no periodo menos chuvoso, ou
seja, nos meses de setembro a dezembro (Fig. 13). A fenofase de frutificagio variou de acordo com
cada individuo. Na fenofase de mudanga foliar o surgimento de folhas novas precediu o
aparecimento de botbes florais (Fig. 14). Alguns individuos apresentaram desfolha total. Observou-
se ocorréncia de variages intra-especificas quanto & fenologia reprodutiva dos individuos
estudados, assim, a partir de janeiro de 1995, foram acrescentados mais trés individuos de
castanheira para os estudos de fenologia. Na Fig.15 estdo os dados meteorol6gicos coletados na
Estacéo Meteorolégica da EMBRAPA-CPATU, no perfodo de margo de 19984 a junho de 1995.

TABELA 9 - Dados fenolégicos de floragio, frutificagio e mudancga foliar em cinco
plantas selecionadas de Bertholletia excelsa, em Belém, PA, no
periodo de margo de 1994 a julho de 1995.
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b = botdo floral; f = florago; v = fruto verde; M = fruto maduro; N = folha nova sparecendo; n = copa completa com folha nova;
& Gopa complata com folha madura; P = desfolha parcial; T = desfolha totel.
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FIG. 13 - Comportamento das fenofases de floragdo e frutificagio da
castanheira-do-brasil em relagdo a precipitagdo pluviométrica da area

de estudo no periodo de margo de 1994 a junho de 1995, em Belém,
PA.

FIG. 14 - Ramo de castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa) langando
folhas novas, em Belém, PA.
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observados na Estagdo Meteorolégica da EMBRAPA-CPATU no
periodo do estudo.

Observou-se que a castanheira apresenta inflorescéncias com uma média de 0,76
(n=182) flores abertas por dia, em alguns casos até trés flores foram encontradas, mas em geral
apenas uma (Figs. 16 e 17). Estas flores abrem-se de madrugada, ao amanhecer, e possuem
uma morfologia especial com pétalas aderidas em forma de chapéu, permitindo apenas que
insetos grandes e fortes penetrem para coletar pélen ou néctar (Fig. 18). O teste para detecgéo
de osmoforos indicou a concentracao das glandulas de cheiro na parte interna da flor. Como
recurso floral foram encontrados néctar e polen. A contagem de évulos revelou que existem flores
com quatro ou cinco léculos, sempre apresentando cinco 6vulos por loculo, assim foram
encontrados 20 ou 25 évulos nas flores analisadas. O niumero médio de estames foi de 90,346,7,

o numero médio de graos de poélen foi de 601.993,98 e a razao poélen/évulo foi de 26.755,29.
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FIG. 16 - Aspecto geral da floragao da castanheira-do-brasil (Bertholletia
excelsa), em Belém, PA.

FIG. 17 - Flor de castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa), em Belém, PA.
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FIG. 18 - Abelha (Xylocopa frontalis) penetrando na flor da castanheira-do-
brasil (Bertholletia excelsa), em Belem, PA.

O material analisado com MEV demonstrou acentuada diferenca na quantidade de
graos de polen presentes na superficie dos estigmas de flores visitadas e ndo-visitadas. A superficie
do estigma da castanheira possui estruturas semelhantes a papilas que facilitam a aderéncia do
polen. Observou-se que as flores nao-visitadas apresentavam pequena quantidade de pélen aderido,
enquanto que nas flores visitadas, esta quantidade era visivelmente superior, recobrindo quase que
totalmente a superficie estigmatica. Foi possivel observar ainda o crescimento de tubo polinico em

alguns graos de polen.

Observou-se que a atividade de insetos visitantes & mais elevada imediatamente apos
a antese até cerca de 7:00h, porém o periodo de visitas pode estender-se até as 11:00h. Dentre os
visitantes foram encontradas abelhas de grande porte das familias Apidae (Bombus brevivillus,
Bombus transversalis, Eulaema sp.) e Anthophoridae (Xylocopa frontalis, Centris sp., Epicharis
rustica, Epicharis (Hoplepicharis) affinis). Algumas abelhas foram coletadas e enviadas para

identificagao na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP (Tabela 10).



TABELA 10 - Polinizadores de castanha-do-brasil no Estado do Pari, regido de

Belém.

Familia _ Espécie
Anthophoridae Xylocopa frontalis
Anthophoridae ' Xylocopa aurulenta
Anthophoridae Epicharis rustica
Anthophoridée Epicharis (Hoplepicharis) affinis
Anthophoridae sp .1 (no identificado) |
Aptdae Bombus brevivillus
Apidae | Bombus transversalis
Apidae ' Eulaema sp.

Conclusdes preliminares

Experimento 1:

Em termos de "recompensa”, a flor do urucuzeiro somente oferece pélen aos seus
visitantes, 0 que é uma das caractenstlcas das flores polinizadas por wbra:;ao O pélen do urucuzeiro

¢ classificado como atrativo primario, muito utilizado na alimentagao de tarvas de abelhas.

Certos atributos apresentados pelas flores do urucuzeiro sio tipicos de flores
polinizadas por abelhas, como por exemplo a coloragdo, o horario da antese, o recurso ofertado e o
aroma. QOutras caracteristicas florais como simetria radial, contraste de cor, reflexso de ultravioleta e

antera de deiscéncia poricida, séo encontrados em flores polinizadas por vibragéo.

Fol comprovado que os insetos visitantes das flores do urucuzeiro sio basicamente
abelhas vibradoras, das familias Apidae e Anthophoridae. Assim, o urucuzeiro é uma planta que
apresenta autogamia e alogamia, porém sua predutividade & superior quando polinizada por um

grupo de abelhas vibradoras, sendo que Xylocopa frontalis e Epicharis rustica sao as mais
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importantes, N&o foi detectada ineficiéncia elo'u' escassez de polinizadores na 4rea estudada,
entretanto recomenda-se a quem for plantar urucuzeiro, delxar area de mata ou capoelra préx:mo ao

pIantuo para assegurar a presenga das abelhas. Assim, ndo sera necessério desenvolver programas

de criagio e manejo dos polinizadores.

Experimento 2:

Como "recompensa”, as flores do bacurizeiro oferecem aos visitantes néctar e pdlen

em abundancia, o que atrai'grande diversidade de animais.

Caracteristicas como néctar em grande quantidade e com baixa concentragido de
agucares; pdlen viscoso e abundante; flor grande com estruturas robustas e esclerosadas; cor viva e
atraente, geralmente escarlate ou avermelhada; auséncia de cheiro e guias de nectarios e perlodo

diurno de disponibilidade dos recursos, indicam que a polinizag3o é realizada por passaros. _

Foram encontrados passaros polinizando as flores de bacurizeiro, destacando-se os

periquitos, fato inédito dentre os estudos de ecologia da polinizagéo de plantas amazénicas.

O bacurizeiro € uma planta aldgama, com sindrome de polinizagéo_bmitéﬂla, onde 0s
principais agentes polinizadores no nordeste do Estado do Pard, pertencem & familia Psittacidae
(Pionites leucogaster leucogaster, Brotogeris chrysopterus tuipara e Aratinga leucophtalmus
leucophtaimus). Em populagBes naturais foram encontrados individuos de bacurizeiro ocorrendo de
maneira agrupada, estas concentragBes provavelmente sio formadas por arvores geneticamente
seme!hantes, ja que esta espécie possui grande regeneragdo através de brotagdes radiculares. Os
psntacideos consﬂtuem -se excelentes pollmzadores para esta planta visto que possuem grande

alcance de véo e desta fom1a podem efetuar a troca gemca entre populagées dastantes entre si.

) No caso de plantagdes comerciais para a produgéo de frutos, deve se tomar cuidado
para que ndo haja total uniformidade genética no plantio, como por exemplo, utilizar-se clones
oriundos de um s6 individuo, ou até mesmo de uﬁa s6 populagio, o que poderia provocar o
insucesso do empreendimento, pois esta planta necessita de polinizagdo cruzada. E também

importante preservar dreas de mata ao redor do plantio, habitat natural dos polinizadores,
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Experimento 3:

Estdo sendo realizadas viagens ao interior do Estado do Para, com a finalidade de
localizar ninhos de T. fulviventris, P. minima e Trigonisca, para iniciar a criaglo destas abelhas em

caixas de madeiras. Um ninho de Trigonisca foi coletado em Ananindeua e transferido para uma

pequena caixa de madeira.

A baixa produtividade do cupuaguzeirb pode melhorar com o incremento da
polinizag&o natural. E muito importante o desenvolvimento de programas de criagdo e manejo de
_polinizadores, utilizando-se as espécies de abelhas encontradas polinizando naturalmente as plantas
estudadas. Para se comprovar a eficicia destes programas, serdo realizados ensaios de
polinizagdo, distribuindo-se ninhos de abelhas dos géneros Plebeia e Trigonisca em plantios
comerciais. Serd observada a resposta das plantas quanto a produtividade, medida através da

quantidade e peso dos frutos, em relago & atvagso dos polinizadores.

Devido ao elevado Indice de queda dos botdes florais, especialmente em areas de
produtores de Tomé-Agu, serdo conduzidas investigacSes sobre as pragas encontradas, visando

~ desenvolver medidas de controle.

Experimento 4:

" A castanheira-do-brasil &€ uma planta alégama com sindrome de poliniza§éo melitéfila,
Os principais polinizadores no Estado do Para s30 abelhas das familias Apidae é Anthophoridae,
destacando-se as espécies Xylocopa frontalis, Epicharis rustica, E. affinis @ Bombus brevivillus, Esta
sendo realizado um Ievantamentq de ninhos destas abelhas para se iniciar a criagdo das mesmas
em Iaboratério.. O desenvolvimento de programas de criagdo e manejo de polinizadores sera

imprescindivel para a expanso do cultivo em larga escala desta planta.
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Difus&o de tecnologia

- Apresentar,:ao de palestra do trabalho Insetos relamonados a blologla floral do cupuagu

(Theobroma grandﬂorum)' na CEPLAC dia 25. 11 92

- Artigo publicado no jornal "Folha de S&o Paulo”, cademno Agrofolha, com o titulo
"EMBRAPA QUER PRESERVAR POLINIZADORES", dia 09.02.93,

- Apresentaciio de painéis dos trabalhos' “Ecologia da polinizagdo de urucu (Bixa
oreflana) em Belém, PA." e "Notas sobre a biologia reprodutiva de bacuri {Platonia insignis) em Belém,
PA" no XLIV Congresso Nacional de Boténica, realizado em Sao Lufs, MA," no perfodo de 24 a
30.01 93.

- - . . i i S - L AR

-Apresentagao de pamel e exposxgao oral do trabalho "Aspectos da btologra reprodutlva
de urucu (Bixa orellana L.) em Belém PA" no III Semlnano de Iniciagdo Cientifica da Faculdade de
Ciéncias Agrérias do Par4, realizado em Belém, PA, em abril de 1993 e no XllI Congresso Brasileiro de

Iniciagéo Cientffica em Ciéncias Agrarias, realizado em Areia, PB, de 31.10a206.11.93.) -

- Apresentagio de painéis no Workshop "Geragdo de Tecnologia Agroindustrial para o
Tropico Umido". Convénio CPATU/JICA, em margo de 1994: "Ecologia da polinizagéo do urucu (Bixa

oreflana) em Belém, PA" e "Ecologia da polinizag&o do bacuri (Platonia insignis) em Belém, PA"..

- Apresentacio de semméno sobre “A po[nnlzagao de castanhelra do-brasil (Berrho!letla

exceisa)" com o consultor Dr. Jun Nakamura em dezembro de 1994

-Apresentagao de- pamel do trabalho “Ecologia da Pohmzagao de urucuzelro (foa
oreliana L.) em Belém - PA.” no Il Congresso Brasileiro dq Corantes Naturais 1l S|mpc55|o Brasﬂe:ro de

Urucy, realizado em Belém, PA, em setembro de 1994

} et
oo

- Apresentagao de painel e expos:gao ‘oral do trabalho “Levantamento de animais
visitantes de flores de bacurizeiro (Platonia ms:gn:s) em Be!ém PA”, no IV Seminério de Immagao
Cientifica da Faculdade de Ciéncias Agrarias do Par4, realizado em Belém, em setembro de 1994 e no

Il Congresso de Brasileiro de Ecologia, realizado em Londrina, em dezembro de 1994,
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- Apresentagéo de painel e exposicdo oral do trabalho “Fenologia qualitativa de floragio
frutificagdo e mudanga foliar em castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa), Belém, PA", no V Semindrio

de Iniciagao Cientifica da Faculdade de Ciénclas Agrérias do Para, realizado em Belém, em setembro
de 1995.

- Orientacao a trés bolsistas de [niciaggo Cientifica do CNPq sobre metodologia de

pesquisa em biologia floral, polinizacao e criagdo de abelhas.

- Atendimento ao publico externo (estudantes, produtores, outros) e interno

(pesquisadores).
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Resumo: Foram obtidas culturas monospéricas de isolados em Abaetetuba, Belém, Castanhal,
Capitao Poc;o, Colares, Santo Arifonio do Taua e Tomé-Agu uara estudos “in vitro”. Nzo houve
diferencas nos tamanhos de basidiocarpo e bhasidiosporo entre os isolados de Theobroma
grandiflorum, T. cacao e T. subincanum. A espécie T obovatum apfesentou menor basidiocarpo e
maior basidiosporo. Em 19892, houve produgéo de basidiocarpos em vassouras destacadas em
todos os meées do ano, com aumento significativo a partir de maio e pico em julho. O maiof‘
namero de vassouras emitidas por plantas no campo foi nos meses de julho e agosto e 0 meﬁor
em outubro de 1991. O comprimento médio da vassoura'verde variou de 15,5cm a 50,5cm. As
vassouras permaneceram verdes a partir da emissfio por 5,9 a 10,4 semanas. O secamento
ocorreu entre 0,9 e 1,1 semanas. A produgao artificial de basidioporos de Crinipellis perniciosa foi
obtida no meio de farelo-vermiculita com produgio média de 87 basidiocarpos infectivos. Devido
as dificuldades encontradas no processo de inoculagio do fungo ainda ndo foram iniciados os

estudos fisioldgicos sobre plantas infectadas com C. pemiciosa.

1Eng Agr. M.Sc. EMBRAPA - CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017-970. Belém, PA.

Eng Agr. Ph.D. EMBRAPA - CPATU.

Eng Agr. EMBRAPA - CPATU,

Pesqulsador da CEPLAC - Rod. Augusto Montenegro, Km 7, Cx. Postal 1801, CEP 66.635-110. Belém, PA.

5 Consultor da Japan International Coorporation Agency - JICA. Av. Nazaré 272, Sala 105. Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA.
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BIOLOGY AND PHYSIOLOGY OF Crinipelis perniciosa ON CUPUAGU PLANTS, IN
TERMS OF ITS PHYSIOPATHOLOGY

Abstract: The objective of the study developed with C. perniciosa on cupuagu plants is to study
the biology of this pathogen, as well as the alterations it induces in the plants with symptoms of
witches’ broom compared with healthy plants. Isolated monosporic cultures were obtained in
Abaetetuba, Belém, Castanhal, Capitdo Pogo, Colares, Santo Antonio do Taua and Tomé-Agu for
“in vitro” studies. There was no difference in size of the basidiocarp and basidiospores among
those isolated of 7. grandifiorum, T. cacao, T. subincanum. The specie T. obovatum presented the
smallest basidiocarp and largest basidiospore. In 1992, there was basidiocarp production in
attacked throughout the year, rising sharply in March and peaking in June. The highest number of
brooms emitted by plants in the field was in the months of July and August, and the lowest in
October (1991). The average length of the green brooms varied from 15.5 to 50.5 cm. The brooms
remained green for 5.9 to 10.4 weeks after sprouting. Drying occurred from 0.9 to 1.1 weeks.
Artificial production of C. pemiciosa was obtained in a medium of bran-verniculite with an average
production of 87 basidiocarps, all of which were infective. Due to difficulties encountered in the
inoculation process of the fungus, to present we have not been able to begin the physiological

studies on plants infected with C. perniciosa.

Objetivo
Os trabalhos desenvolvidos com C. perniciosa do cupuaguzeiro tém como objetivo

estudar a biologia desse patégeno e as alteragdes por ele provocadas nas plantas com sintomas

de vassoura-de-bruxa, em relagdo a plantas sadias.
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Justificativa

. O cupuaguzeiro (T. grandiflorum Schum.) é uma planta nativa da regido amazénica
que produz frutos com aroma e sabor muito apreciados para o consumo “in natura’ e fins
industriais. A crescente utilizagdo do cupuagu pela industria tem despertado o interesse pelo

plantio racional desta cultura,

O cupuaguzeiro, tanto na fase jovem como na adulta, sofre o ataque de
fitopatégenos que prejudicam o desenvolvimento e a produgio da cultura, sendo a vassoura-de-
bruxa (C. perniciosa) uma das mais prejudiciais, visto que ataca os tecidos meristematicos em
desenvolvimento, afetando o vigor, a floragdo e a frutificag@o da planta. Apesar de bem estudado
na cultura de cacaueiro, onde causa a mesma doenga, pouco se sabe sobre a biologia e fisiologia
desse patégenc no cupuéguzeiro. bem como os impactos por ele causados na fisiologia do

hospedeiro durante as diferentes fases de crescimento.

Estudos com a cultura de cacaueiro indicam que existe grande variabilidade na
espécie C. pemiciosa e que, em condigbes normais, os isolados do cacaueiro nido atacam o
cupuaguzeiro, e vice-versa. Portanto, &€ necessario um estudo detalhado sobre a biclogia e
fisiologia do isolado que ataca o cupuaguzeiro, bém como as alteragbes sofridas pela planta
hospedeira mediante o ataque do patégeno, visando o embasamento para futuros estudos sobre

as medidas de controle a serem adotadas contra a doenca.

Resultados parciais

Vassouras coletadas em plantios de cupuaguzeiro localizados em diferentes
municipios do Para, como Abaetetuba (Ab), Belém (Tg; H2), Castanhal (C), Capitdo Pogo (CP),
Colares (Col), Santo Antdnio do Taua (SAT) e Tomé-Agu (TA), foram mantidas em condigdes de
telado semi-sombreado, para induzir a produgio de basidiocarpos e basidiosporos, para o estudo
da biologia e fisiologia de C. perniciosa, bem como das alteragdes por ele provocadas ao atacar o
cupuaguzeiro. Vassouras de T. cacao (Tca), T. éubincanum (Tsb) e T. obovatum (Tob) também

foram coletadas em Belém, para comparagdes.
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Experimento 1 - Caracterizagao morfoldgica de Crinipellis perniciosa de Theobroma
spp.

O tamanho dos basidiocarpos e basidiosporos de C. perniciosa foi medido, com o
objetivo de detectar diferengas entre os isolados de Theobroma spb. Em rela¢do ao tamanho do
basidiocarpo, observou-se que o didmetro do piléo variou entre 4,81mm e 11,60mm e o
comprimento do estipe, entre 2,20mm e 4,80mm (Tabela 11). Os basidiosporos de C. perniciosa
sdo elipsoides (Fig. 19), com comprimento variando entre 5,40u e 7,97y e largura variando entre
10,11 e 10,96 (Tabela 12).

TABELA 11 - Variabilidade de isolados de Crinipellis perniciosa de Theobroma spp.,
em relagdo ao tamanho de basidiocarpos.

Isolado & do Plleo : Comprimento do Estipe (mm)
C 990 9,20 4,30
C 392 8,10 : 3,83
CP 191 9,30 4,10
CP 491 8,90 3,80
CP 292 8,22 3,90
H2 1080 11,60 4,60
H2 491 10,00 4,70
 H2 1091 8,56 4,31
H2 292 9,06 3,85
SAT 191 8,80 4,40
SAT 282 8,43 3,87
TA 491 7,71 3,62
TA 2092 8,26 3,61
Tea 591 6,30 3,50
Teca 292 7,90 4,80
Tca 492 9,00 4,33
Tob 292 4,81 2,20
Tsb 191 8,30 3,60
Tsb 491 7,60 2,50
Tsb 1191 8,46 3,79
Tsb 202 : 8,30 ‘ 3,16

Média de 50 observa¢bes/isolado.

C = Castanhal; CP = Capitao Pogo; H2 = Belém; SAT = Santo Anténio do Taud; TA = Tomé-Acl;, Tca = T. cacao; Tob =
T. obovatum; Tsb = T. subincanum.
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FIG. 19 - Basidias e basidiosporo de Crinipellis perniciosa do cupuaguzeiro,
vistos através de microscopia otica.

TABELA 12 - Tamanho de basidiosporos de Crinipellis perniciosa de Theobroma

spp.
Isolado Largura () Comprimento (y)
C 392 5,66 - 10,40
CP 292 5,54 | 10,53
SAT 292 5,46 ' 10,40
. TA 292 5,78 10,80
TA 491 5,58 10,35
Tob 292 7,97 10,96
‘Tsb 1191 5,59 10,11
Tsb 292 \ 591 10,33

Média de 50 observag@esfisclado (Objetiva 40x; Fator = 4,8).

C = Castanhal; CP = Capitdo Pogo; SAT = Santo Antdnio do Taud; TA = Tomé-Agl; Tob = T.obovatum; Tsh = T.
subincanum. . '

LN
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'. Experimento 2 - Comparagio morfoldgica entre isolados de Crinipellis perniciosa de
Theobroma spp.

Coldnias de isolados de C. perniciosa de Theobroma spp. foram caracterizadas em
meio de batata-dextrose-agar (BDA) quanto ao aspecto morfologico. O crescimento em didmetro

também foi observado, em regime de escuro continuo a 25° + 1°C, durante 21 dias (Tabela 13).

TABELA 13 - Comparagido morfolégica entre isolados de Crinipellis perniciosa de
Theobroma spp.

Parametro Tg; Tca Tsb Tob Ta:
491 1090 - 191 491 191
1 7,95 9,00 6,90 9,00 4,60
2 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
3 Hialina Hialina Hialina Hialina Branca
4 Circular Circular Circular Circular Circular
5 Esparsa Esparsa Esparsa Encréspada Densa aérea
6 Regular - Regular Irregular Regular Irregular
7 + + + + +H

1 - Didmetro médio da colénia (em); 2 - Pigmento carmin: presente ou ausente; 3 - Cor da colénia: opaca; hialina;
sinais vermelhos; 4 - Feitio da colénia: circular: concéntrica; estrelada; 5 - Aspecto da coldnia; regular; densa:
encrespada aérea; molhada submersa; esparsa; irregular submersa: 6 - Borda da colénia: regular; irregular; 7 -
Textura do micélio: muito escasso(+); abundante e frouxo(++); abundante e compacto (+++),

Tgy = T. grandiflorum, isolado de Tomé-Agu; Tca = T. cacao: Tsb = T. subincanum; Tob = T. obovatum; Tgz = T.
grandiflorum, isolado de Santo Antdnio do Taua

Experimento 3 - Compatibilidade somatica entre isolados de Crinipellis perniciosa
de Theobroma spp.

Isolados de C. pemiciosa de Theobroma spp. foram pareados em meio de cultura
V-8, com o objetivo de observar a compatibilidade entre os micélios. As culturas pareadas foram
incubadas por 21 dias em escuro continuo, a 27°C (Tabela 14). Os micélios de C. perniciosa de

cupuaguzeiro e de cacaueiro mostraram-se incompativeis (Fig. 20).
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TABELA 14 - Compatibilidade somatica entre isolados de Crinipellis perniciosa de
cacaueiro (Tca 292) e cupuaguzeiro, oriundos de diferentes

municipios, do Estado do Para. i

5]

Isolados Tca 292 TAB92  Ab490 C 990 CP292 H2292 SAT292

£y

Q

Tca 292 + - - + - - -

TA 692 - + + s - - e

Ab 490 - + & - X X X

C 990 + - - + - - -

CP 292 - * X - + X X

H2 292 - ¥ X - X X X

SAT 292 - # X - X + +
-Incompativel, coldnias se tocando com formacg&o de pigmentos; --: incompativel, colénias se tocando sem formacéo de
pigmentos; ---: incompativel, colénias ndo se tocando; +: compativel; x: contaminagéo.

TA = Tomé-Acu; Ab = Abaetetuba; C = Castanhal, CP = Capitdo Pogo; H2 = Belém; SAT = Santo Anténio do Taua.

FIG. 20 - Incompatibilidade somatica entre micélios de Crinipellis perniciosa
de cupuaguzeiro e de cacaueiro em meio de cultura V-8.

65



Experlmento 4 - Teste de patogen:crdade de |solados de Crmlpelhs perniciosa em
Theobroma SPp-

"Seedlings" de cupuaquzelro e cacaueiro foram inoculados com isolados de C.
perniciosa de cacauelro e cupuaguzeiro, com O. objetlvo de testar a _patogenicidade nos
hospedeiros antenormente citados. Foi utiizada a técnica de inoculagdo com disco de agar +

basidiosporos, na gema apical ou no hipocétilo. Os resultados encontram-se nas Tabelas 15 e 16

e na Fig.'21.

TABELA 15 - Patogenicidade de isolados de Cﬁnipellis permc:osé do T.
~ grandiflorum em "seedlings" de cupuaguzelro e cacauelro, atraves de
inoculagdo na gema apical.

Isolados de cupuagu

Hospedeiro - —
TA1192  Col193 - TA9®2

Cupuaguzeiro _ + ' + +

Cacaueiro ) - - -

TA = Tomé-Agu; Col = Colares

TABELA 16 - Patogemmdade de isolados de Crinipellis perniciosa de T.
‘grandiflforum e T. cacao em "seedlings" de cupuaguzeiro, através de
inoculagao no hipocétilo. 7

. Isolado

Hospedeiro ' :
' : ‘ Cupuagu Cacau
N°de planta - (TA1192) (Tca 992)

Cupuaguzeiro

1
2
3
4
5

+ F o+ o+ 4

1+ + o+ o+ o+
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FIG. 21 - Mudas de cupuacguzeiro sadia (esquerda) e com sintomas de
vassouras-de-bruxa (direita), apos inoculagao artificial com bloco
de agar.

Experimento 5 - Caracterizagao bioquimica de isolados de Crinipellis perniciosa de
Theobroma spp.

Testes bioquimicos foram realizados in vitro, com o objetivo de caracterizar

bioquimicamente isolados de C. pemiciosa do cupuacguzeiro e identificar semelhancas entre os

mesmos. Os resultados encontram-se discriminados na Tabela 17 e demonstrados na Fig. 22.
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FIG. 22 - Diferentes reagdoes de isolados de
Crinipellis perniciosa ao teste
bioquimico da vanilina.

Experimento 6 - Producgao de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa de Theobroma
spp. em vassouras destacadas, sob telado

Em 1992 a produc¢ao de basidiocarpos foi registrada em vassouras destacadas, sob
condi¢des de telado, com o objetivo de definir a época de pico, para embasar estudos de controle

da vassoura-de-bruxa do cupuacuzeiro.
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Observou-se que a produgdo de basidiocarpos foi muito baixa nos periodos de
janeiro-abril e agosto-dezembro de 1992. A produgdo aumentou em maio, alcangando seu pico

em julho (Fig. 23). A precipitagdo pluviométrica do periodo encontra-se na Tabela 18.

N2 de basidiocarpos

FIG. 23 - Producao de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa de
Theobroma spp., em vassouras destacadas, sob telado.
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TABELA 18 - Precipitagdo pluviométrica no CPATU, em 1992.

Més , Precipitagdo (mm)
Janeiro : ' 4257
Fevereiro _ 710,8
Margo _ , - 4295
Abril : 404,7
Maio 183,5

Junho - ' 118,7
Julho : : 170,4
Agosto SR 84,7
Setembro 121,2
Outubro ' : 44.2
Novembro ' ' 68,5
Dezembro _ . 1119

Fonte: Laboratério de Climatologia do CPATU.

Experimento 7 - Biologia de Crinipellis perniciosa do cupuaguzeiro: observagoes de
campo

As vassouras emitidas em cinco cupuaguzeiros por més foram marcadas e

observadas desde a primeira semana de emissio até o inicio da producdo de basidiocarpos,

durante todos os meses do ano, com o objetivo de determinar o nimero de vassouras emitidas e o

comportamento da doenga no campo.

Observou-se que no perfodo de junho de 1991 a maio de 1994 houve emisséo de
vassouras durante todos os meses do ano, com excegio de janeiro, novembro e dezembro de
1992 (Fig. 24) e 'janeiro e fevereiro de 1994 (Fig. 25). Nesses periodos, a precipitagdo

pluviométrica costuma ser muito alta ou muito baixa, respectivamente (Figs. 25 e 26).
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FIG. 24 - Emissao de vassouras vegetativas em cupuaguzeiros adultos nao-
enxertados, em plantio sombreado no periodo de junho de 1991 a
junho de 1993.
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FIG. 25 - Emissdao de vassouras vegetativas em cupuaguzeiros nao-
enxertados, em plantio sombreado, em relagdo a precipitagao
pluviométrica, no periodo de junho de 1993 a maio de 1994.
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FIG. 26 - Precipitacao pluviométrica média em Belém, nos anos de 1991 a 1993.

No periodo de junho de 1991 a abril de 1994, o comprimento das vassouras variou
entre 61cm e 10cm, médias obtidas nos meses de abril de 1992 e marco de 1993,
respectivamente (Figs. 27 e 28).
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FIG. 26 - Comprimento médio de vassouras vegetativas em cupuaguzeiro nao-
enxertado, em plantio sombreado, no periodo de junho de 1991 a
junho de 1993.
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FIG. 28 - Comprimento médio de vassouras vegetativas em cupuaguzeiros
adultos nao-enxertados, em plantio sombreado, no periodo de julho
de 1993 a abril de 1994.

Entre junho de 1991 e abril de 1994, os periodos maximo e minimo em que as
vassouras permaneceram verdes foram de 67,5 e 27,8 dias, nos meses de marco de 1991 e
setembro de 1992, respectivamente, e de trés a treze dias (Figs. 29 e 30), foi verificado o rapido

secamento da base da vassoura para o apice.

O periodo pré-frutificativo das vassouras vegetativas foi de até 350 dias (Fig. 31).
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FIG. 29 - Periodos verde e de secamento de vassouras vegetativas em
cupuacguzeiros adultos nao-enxertados, em plantio sombreado, no
periodo de junho de 1991 a junho de 1993.
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FIG. 30 - Periodos verde e de secamento de vassouras vegetativas em
cupuacuzeiros adultos nao-enxertados, em plantio sombreado, no
periodo de julho de 1993 a abril de 1994.
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FIG. 31 - Periodo pré-frutificativo de vassouras vegetativas emitidas no
periodo de junho de 1991 a maio de 1993.

A produgéo de basidiocarpos foi computada a partir de maio de 1992. O numero de
basidiocarpos foi maior nos meses de junho-julho de 1992 e julho-agosto de 1993, épocas de

precipitagao pluviométrica nao muito elevada (Figs. 32 e 33).

76



b T = N° basidiocarpos " - 450
| ;‘" N 7 1 400
1000 | —&—Prec.pluv. (mm) / % ©
/ » 1 350
8 /
o | —
ek | / 1300 E
—
2] / E
o S—
S o | / 250 ©
I s00 L koo / S
g / | 200 £
S AN / ]
o° 400 | : , .
2 I £
= | = A L 100
200 | . | e
S ' - L 50
L : i __H " 1 Lo

FIG. 32 - Producao de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa em vassouras
vegetativas de cupuaguzeiro, no periodo de maio de 1992 a junho de
1993.
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FIG. 33 - Produgdo de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa em vassouras
vegetativas de cupuacguzeiro, em relagdo a precipitacao
pluviométrica no periodo de julho de 1993 a abril de 1994.
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Experimento 8 - Producao artificial de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa do
cupuaguzeiro

A producéo de basidiocarpos de C.perniciosa € um fator limitante para os estudos

da biologia e controle da vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro, uma vez que ocorre em grandes

quantidades apenas em determinadas épocas do ano.

Meios artificiais e materiais alternativos estdo sendo testados em laboratdrio e em
casa-de-vegetagdo, com o objetivo de suprir as necessidades de indculo dessa doenga em

qualquer época do ano.

A produgao de 30 basidiocarpos infectivos foi observada em culturas do patégeno
em meio especifico, mantidas assepticamente por dois meses em laboratério e entao transferidas

para telado com 50% de sombra e irrigacao por seis horas diarias (Figs. 34 e 35).

FIG. 34 - Basidiocarpos de Crinipellis perniciosa do cupuaguzeiro
produzidos em meio de cultura artificial, sob condi¢coes de telado
com 50% de sombreamento e irrigagdao controlada.

Alguns materiais como algodao, pedra-pomes, esponja, tecido de cupuaguzeiro e
Mauritia setigera (miriti) estdo sendo testados. Este Ultimo foi 0 que mais promoveu o crescimento

micelial do patégeno.

78



FIG. 35 - Telado sombreado com sistema de
irrigacao controlada, wusado para
experimento de producao artificial de
basidiocarpos.

Continuando os estudos para a produgao artificial de basidiosporos de C. pemniciosa
do cupuaguzeiro, foi repetido o experimento em meio de farelo-vermiculita, onde se obteve a
producdo média de 87 basidiocarpos, todos infectivos quando inoculados em mudas de
cupuaguzeiro, sob casa-de-vegetacao, em épocas onde praticamente ndo ha producao artificial
desses propagulos no campo (Fig. 36). O desenvolvimento de um método que nao dependa do
hospedeiro para a producé@o de basidiocarpos de C. perniciosa € de grande utilidade para os
estudos biolégicos, epidemiologicos e fisiolégicos desse patégeno e da vassoura-de-bruxa, uma

vez que podera ser desenvolvido independentemente de época ou lugar.
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hospedeiro para a produgdo de basidiocarpos de C. perniciosa é de grande utilidade para os
estudos biolégicos, epidemiolégicos e fisiologicos desse patdogeno e da vassoura-de-bruxa, uma

vez que podera ser desenvolvido independentemente de época ou lugar.
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FIG. 36 - Produgdo artificial de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa do
cupuacguzeiro em meio de farelo-vermiculita.

Experimento 9 - Avaliacao fisioldgica, bioquimica e de crescimento de plantas de
cupuacuzeiro sadias e infectadas por Crinipellis perniciosa

O cupuaguzeiro, como outras plantas nativas da Amazoénia, ainda ndo tem as suas
exigéncias hidricas, luminosas e nutricionais perfeitamente identificadas e interrelacionadas. Esse
desconhecimento dificulta sobremodo o estabelecimento de um sistema de producao, onde essas
variaveis possam ser manejadas, principalmente quando as condigdes ambientais, em conjunto
ou isoladamente, estiverem afetando a predisponibilidade das plantas ao ataque da vassoura-de-

bruxa.

Estudos em condi¢des semicontroladas (telado de sombrite, com interceptagdo de
luz de 50%) estdo sendo conduzidos, utilizando-se plantas provenientes de sementes de frutos
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Apés cinco meses de cultivo, as avaliagdes biométricas da ontogenia foliar das
plantas tém mostrado que o crescimento inicial do cupuaguzeiro, sob essas condigbes é lento,
sendo que a emissao de follolos & intermitente, passando por cinco fases bem distintas entre o

inicio da emissao e o completo amadurecimento.

As plantas apresentaram crescimento de 17,20cm em altura, exibindo em média
quatorze folhas, estando esses valores também condicionados a situagdo de cultivo a que as

mesmas estejam sendo submetidas.

Os estudos de anatomia foliar estdo em andamento, bem. como os ensaios
bioguimicos que avaliam o processo de enverdecimento dos foliolos, através da determinagio dos

teores de clorofila A, B e relagio A/B, como base para os futuros estudos scbre o comportamento

estomatico e de fotossintese.

Ainda n3o foram iniciados os estudos fisiolégicos sobre plantas infectadas com
Crinipellis perniciosa, devido as dificuldades no processo de inoculagdo do fungo, em fungdo das
condigdes de infra-estrutura desfavoréveis ao desenvolvimento do mesmo, como temperatura

muito elevada e ataque de acaros nas mudas a serem inoculadas.

Os estudos de fisiopatologia deverio ter continuidade através das seguintes agGes

de pesquisa;

- Avaliagdo da eficiéncia no uso de agua de cupuaguzeiros jovens, submetidos a

déficits hidricos ciclicos.

- Determinagéo do ponto de compensag¢ao luminoso para o cupuaguzeiro.

- Caracterizagdo antémica e bioquimica de cupuaguzeiros sadios e infectados por
Crinipellis perniciosa.

Conclusdes preliminares

Existe variabilidade de isolados de C. pemiciosa de Theobroma spp. em relagéo a
morfo!dgia, compatibilidade somatica, patogenicidade, caracteristicas biogquimicas e ao tamanho
de basidiosporos e basidiocarpo. '
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A produgdo de basidiocarpos em vassouras destacadas, sob telado, pode ser obtida
o ano inteiro, com aumento significativo a partir de maio e pico em julho.

No campo a precipita¢ao pluwométnca mwto alta ou mu:to balxa lmbe a produ:;éo

de basidiocarpos. O maior nimero de basidiocarpos pode ser observado nos meses de junho
julho e agosto.

A produgio artificial de basidiocarpos de C. perniciosa pode ser obtida utilizando-se
meio de farelo-vermiculita. '

Difusdo de tecnologia

- Apresentagdo de trabalho contendo resultados parcials do 'projeto, pelo estagiario
Risaldo Muniz do Nascimento, bolsista do CNPq, durante o Ill Seminario de Iniciagdo-Cientifica da
UFPA, no periodp de 6 a 10 de abril de 1992.

‘ - Divulgagédo, no Programa Cultura da Terra, da TV CUItura, em Belém,Estado do
Paré. dos objetivos e dos resultados alcangados no projeto.

- Divulgagdo no Curso de Diversificagdo Agrondmica para extensionistas da
CEPLAC, no segmento de doengas do cupuaguzeiro, em outubro de 1992.

- Palestra sobre a vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro para professores e alunos de
mestrado em fitopatologia da Universidade de Brasilia (UNB), em outubro de 1992.

- Apresentagao de trabalhos, contendo resultados parciais do projeto, no- [
Seminario de Iniciagdo Cientifica do Museu Emilic Goeldi, em abril de 1993,

. D'ivulg'a't;éo de fesUItados obtidos para técnicos durante a visita de avaliagZo da
miss&o japonesa da JICA, em 1992.

- Curso sobre vassoura-de-bruxa para técnicos da Vale do rio Doce, em 1991,
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EPIDEMIO.LOGIA DA VAS'SOURA-DE-BRUXA DO CUPUAGUZEIRO

Angela Maria Leite Nunes'
Fernando C. de Albuquerque’
Raimundo Parente de Oliveim1

- Tatiana Deane de Abreu Sa
Marco Aurélio Le:te Nunes
Osamu Shimizu*

Resumo: O projeto compreende estudos epidemiolégicos da vassoura-de--bruxa do
cupuaguzeiro (Crinipellis perniciosa) em condigdes de laboratério, casa-de-vegetagéo e campo. A
concentragado de indculo usada nos testes de inoculagdo de mudas foi determinada nos ensaios
de casa-de-vegetagdo, assim como o periodo de incubagdo, o periodo latente e o periodo de
geracao da doenga, os quais foram estudados em mudas de Cupuaguzeiro com trés meses de
idade. No campo, a evolugio da epidemia da vassoura-de-bruxa esta sendo monitorada em 200
ramos selecionados em 20 plantas cultivadas sob sombra, em area éxperimental do Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazdnia QOriental da EMBRAPA, em Belém, PA, desde 1991, através
da medigéo diaria dos parametros climaticos (températura do ar, umidade relativa do ar e
pIuvioéidade) e da a\.raliagéo‘ semanal do nimero de vassouras e produgio de basidiocarpos. Os -
estudos epidemioldgicos em flores e frutos estio sendo monitorados em quatro plantas
selecionadas ao acaso, Os resultados obtidos pérmitiram tragar um esbogo do ciclo de vida de C.
perniciosa. A concentragio 6tima de inéculo para induzir os sintomas de vassouras & de 5 X 10°
basidiosporos/m! de éuspenséo contendo Tween 20 a 0,01%. O periodo de incubagio varia de
trés a quatro semanas; o periodo latente dura cerca de onze meses enquanto gue © periodo de
geragéo dura doze meses. O pericdo que vai do entumescimento dos ramos até a morte
fisiologica da vassoura, ou seja, o periodo verde, varia de quatro a doze semanas, atingindo o pico
de produgéo no més de agosto, enquanto que ¢ maior nimero de vassouras secas foi observado
no més de outubro. As vassouras secas comegam a desprender-se mais facilmente das plantas

no més de maio do ano subseqlente, ap6s decorridos sete meses, que coincide com o final da

lEng Agr. M.Sc. EMBRAPA-CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017-970. Belém, PA.
Eng Agr, Ph.D. EMBRAPA-CPATU.
Eng Agr.M.Sc. FCAP, Caixa Postal 917, CEP 66.077-530. Belém, PA.

* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA, Av, Nazaré 272, Sala 105, Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA,
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época chuvosa. Nessa época € iniciada a produgido de basidiocarpos, cujo pico ocorre no més de
junho. Das vassouras secas presas as arvores 100% produziram basidiocarpos. Do total de
vassouras secas destacadas e mantidas sobre o solo e sob a copa das arvores, somente 28%
produziram basidiocarpos, sugerindo uma provavel ag4o de microrganismos no processo de
composig¢do das vassouras, alterando a producio de 6rgéos reprodutivos do patégeno. Nas flores
e frutos infectados, os quais emergiram de ramos néo-infectados, o periodo verde varia de trés a
cinco semanas, enquanto que aqueles formados em ramos infectados, o periodo verde dura de

quatro a doze semanas. O pericdo seco em ambos os casos durou cerca de oito meses.

EPIDEMIOLOGY OF WITHCHE’S BROOM DISEASE OF CUPUACU PLANTS

Abstract: This project involves studies on the epidemiology of witches' broom on cupuagu plants
under laboratory, green-house and field conditions. The inoculum concentration used for
inoculating Crinipellis pemniciosa on cupuagu seedlings, was determined in green-house trials, as
was the incubation period, latent period and the period in which the disease develops. These were
studied in three-month-old cupuagu seedlings. In the field, the epidemiological evolution of witches’
broom (C. perniciosa) is being monitored in 200 selected branches of 20 plants grown under the
shade, in an experimental area at EMBRAPA-CPATU, Belém, Para. That has been underway
since 1991, through daily measurements of climatic parameters (air temperature, relative humidity
and rainfall) and weekly evaluations of the number of brooms and basidiocarp production.
Epidemiological studies are underway, monitoring the flowers and fruit of four plants chosen at
random. From the results obtained, we have been able to sketch an outline of the life cycle of the
C. pemiciosa. The optimum concentration of inoculum for inducing symptoms of brooms is 5 X 10°
basidiospores/ mi of suspension containing Tween 20 at 0.01%. The incubation period varies from
three to four weeks, the latent period lasts some eleven months while the generation period lasts
twelve. The period that goes from the swelling of the branches to the physiological death of the
broom, the green period, varies from four to twelve weeks, reaching a production peak in August,
with the greatest number of brooms being observed in October. The dried brooms start to fall from
the plant during the month of May of the following year, after a period of seven months, which

coincides with the end of the rainy season.
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Objetivo

Estudar os parédmetros epidemiolégicos e o0 controle da vassoura-de-bruxa do

cupuaguzeiro (Theobroma gandiflorum).

Justificativa

O cultivo do cupuaguzeiro na Amazénia, e em especial no Estado do Para, tem tido
incremento significativo, como conseqiiéncia dos altos pregos alcangados na comercializagéio dos
frutos e derivados. Contudo, alguns fatores de ordem fitotécnica, genética e fitopatolégica tém sido

apontados como causas da baixa produtividade alcangada pela cultura.

A vassoura-de-bruxa, doenga causada pelo fungo de Crinipellis perniciosa, constitui
o maior problema fitossanitario da cultura, Esta afirmativa é justificada com base no potencial da
cultura como mais uma alternativa econdémica para ¢ produtor, tendo em vista a facil aceita¢éo no
mercado consumidor, constituindo-se um produto de exportagdo sob a forma de suco, doce,
compota, sorvete e licor. A casca do fruto € utilizada, em alguns locais, como adubo orgénico, e as
sementes, consideradas como sucedaneas do cacau, constituem-se étima matéria-prima para o
preparc de chocolate branco de fina qualidade, sendo cohsiderado um alimento substancial por
apresentar elevados teores de amido, proteinas e aproximadamente 48% de uma substancia

gordurosa comestivel, bem semelhante 4 manteiga do cacau.

Os estudos sobre a epidemiologia da doenga tém sido, praticamente, realizados na
cultura do cacau, e muito bouco na cultura do cupuagu, apesar de ser originaria da regido
amazdnica. Porém, esses estudos tornam-se necessarios visto que medidas de controle eficientes
s6 serdo possiveis com o conhecimento dos parédmetros epidemiolégicos que influenciam no
estabelecimento da curva de progresso da doenga. Baseados nestes fatos € que esta sendo
estudado o ciclo de vida do Crinipellis perniciosa em cupuaguzeiro, para ser estabelecida a curva
de progresso da doenga, correlacionando-a com os fatores ambientais, para a tomada de

decisGes racicnal e eficaz para o seu controle.
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Resultados parciais

Experimento 1-Teste de inoculagdo com Crinipellis perniciosa em mudas de
cupuaguzeiro

Este trabalho teve por objetivo determinar a concentragio ideal de basidiosporos de
C. pemiciosa a ser utilizada nas inoculagbes artificiais, visando aos estudos dos parametros

epidemiolégicos em condigdes controladas e em casa-de-vegetagéo.

Este experimento foi instalado em 1992, sendo conduzido sob condigdes de casa-
de-vegetagdo. O delineamento experimental usado foi o de blocos ao acaso, com sete
tratamentos, trés repetigbes e cinco plantas (teis por parcela. Os tratamentos foram assim
discriminados:

Bloco de agar-agua contendo esporos de C. pemniciosa;

Concentragio de 7,5 x 10° basidiosporos de C. pemiciosa/ml de suspens&o contendo Tween 20 a 0,01%;
Concentragio de 2,5 x 10° basidiosporos de C. permiciosa/m de suspengao contendo Tween 202 0,01%;
Concentragio de 5x 10° basidiosporos de C. pemiciosa/ml de suspengio contendo Tween 20 a 0,01%:
Concentragdo de 10° basidiosporos de C. perniciosa/ml de suspengio contendo Tween 20 a 0,01%:;
Solugdo de Tween 20 a 0,01% (Testemunha) (T1);

Bloco de agar-agua (Testemunha 2) (T2).

Os resultados indicaram o tratamento 5 como sendo o melhor para os estudos dos

pardmetros epidemioldgicos em condigdes controladas e em casa-de-vegetacao.
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Experimento 2 - Estudo da disseminacio de basidiosporos de Crinipellis perniciosa

]

no processo de infecgio

Este ensaio teve por objetivo verificar em que condigdes climaticas ocorreu a
liberagdo e dispersdo de basidiosporos de C. perniciosa, de modo a correlaciona-los com o

processo de infecgao.

Os estudos foram feitos utilizando-se trés Idminas de microscopio, colocadas em
pontos equidistantes, na rea do experimento. A avaliagdo consistiu em coletar estas ldminas a
cada oito dias e, com o auxilio do microscépio 6tico, contar o numero de basidiosporos em 30

campos diferentes.

Os primeiros resultados indicaram ser o més de julho o periode de ocorréncia de

maior nimero de basidiosporos dispersos no ar.

Experimento 3 - Relagio entre as condigdes climaticas e o progresso da doenga

Este experimento teve por objetivo determinar a curva de progresso da vassoura-

de-bruxa do cupuaguzeiro e a evolugdo da doenga em ramos, flores e frutos.

As observagbes foram relizadas dez ramos de cada uma das. 20 plantas
selecionadas, num total de 200 ramos. A avaliagéo consistiu em anotar a cada oito dias o nimero

emitido de ramos sadios e com vassoura-de-bruxa,

Nas flores e frutos os estudos foram realizados em quatro plantas e consistiu em
verificar, a cada oito dias, o niimero de flores e frutos sadios e com vassoura-de-bruxa. Os dados
climaticos, tais como: temperatura, umidade relativa do ar e precipitagdo pluviométrica foram

monitorados.

As analises dos primeiros 18 meses indicam agosto como o més de maior
- ocorréncia de vassouras-de-bruxa verde (Figs. 37 e 38) e o de oﬁtubro 0 de maior freqliéncia de
| vassouras-de-bruxa secas (Figs. 39 e 40). Estas desprenderam-se da planta, com maior
intensidade, em maio, ocasido em que ocorrem o inicio da produgéo de basidiocarpos (Fig. 41),

cujo pico de produgao verificou-se no més de junho (Fig. 42).
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FIG. 37 - Vassoura-de-bruxa verde em cupuaguzeiro.
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FIG. 38 - Vassouras-de-bruxa verdes, produzidas em cupuaguzeiros.
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FIG. 39 - Vassoura-de-bruxa seca em cupuaguzeiro.
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FIG. 40 - Vassouras-de-bruxa secas em cupuaguzeiros.
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FIG. 41 - Vassouras-de-bruxa desprendidas das plantas e inicio da produc¢ao
de basidiocarpos.

FIG. 42 - Vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro em plena producao de
basidiocarpos.
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Para flores e frutos infectados, que emergiram de ramos nao-infectados (Figs. 43 e
44), o periodo verde varia de trés a cinco semanas, enquanto que para aqueles formados de
ramos infectados, o periodo verde dura de quatro a doze semanas. O periodo seco, em ambos 0s

casos, dura cerca de oito meses, ocasido em que é iniciada a produg¢ao de basidiocarpos ( Figs.

45 e 46)

Os frutos podem manifestar sintomas de vassoura-de-bruxa em qualquer fase (Figs.

47 e 48).

FIG. 43 - Flores de cupuaguzeiro infectadas com vassoura-de-bruxa.

91



FIG. 45 - Flores de cupuaguzeiro com vassoura-de-bruxa e produzindo
basidiocarpos.



FIG. 46 - Fruto de cupuaguzeiro com vassoura-de-bruxa e produzindo
basidiocarpos.

FIG. 47 - Fruto tipo morango produzindo basidiocarpos.
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FIG. 48 - (A) Fruto do cupuaguzeiro maduro e sadio; (B) fruto do
cupuacguzeiro maduro e com vassoura-de-bruxa.

Experimento 4 - Estudos da producao de basidiocarpos em vassouras-de-bruxa
destacadas e nao-destacadas

Os estudos epidemiolégicos relacionados a produgdo de basidiocarpos de C.
perniciosa teve por objetivo determinar a produgdo em vassouras-de-bruxa secas, submetidas a

trés posicdes em relagdo ao hospedeiro.

O experimento foi instalado no Campo Experimental da EMBRAPA-CPATU,
localizado no municipio de Belém, PA, no periodo de janeiro de 1992 a julho de 1993. Na

instalacdo do experimento foram considerados os seguintes tratamentos:

T1. Vassouras secas distribuidas em vassoureiros localizados sob copas de

cupuaguzeiros com mais de 40 anos de idade, em sistema de cultivo a pleno sol;

T2. Vassouras secas distribuidas na copa de cupuaguzeiros com seis anos de idade, em

sistema de cultivo com sombreamento;
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T3. Vassouras secas distribuidas sobre liteira e sob copas de cupuaguzeiros com seis anos de

idade, em sistema de cultivo com sombreamento.

Os Tratamentos T1, T2'e T3 forarh constituidos de 65, 70 e 100 vassouras-de-
bruxa secas, respectivamente. O tratamento T1 foi instalado com vassouras secas produzidas no
ano de 1991, enquanto que os tratamento T2 e T3 foram instalados utilizando-se vassouras secas

produzidas no ano de 1992,

A fim de evitar que as vassouras do tratamento T2, apds desprenderem-se da copa
das plantas, caissem sobre o solo, todas as vassouras daquele tratamento foram amarradas e

presas nos ramos das plantas co.m fio de nylon.

_ | \
A aﬂvaliagéo da produg:éo de basidiocérbos foi feita diariamenté, a partir das 8:00
horas, registrahdo-se o0 numero de basidiocarpos produzidos em cada vassdura, pre\riamente
numeradas, € 6 momento em que os basidiocarpos foram destacados e conduzidos ao laboratério

para vérificar"a liberagao de t_;asidibspo_ros_. r
~ Com o intuito de subsidiar a ahél.ise dos dados de'pl"‘oddcl;éo' de )‘basidiocarpos,
foram monitdrados, semanalmente, os dados climaticos de pluviosidade, temperaturas maxima e

minima e umidade relativa do ar maxima e minima.

Apds a analise doé dados represent'ados na Fig. 49, observou-se que no
vassoureiro (T1) a produgéo de basidiocarpos teve inicio na segunda quinzena de maio de 1992
(130 basidiocarpos) ocorrendo o pico de produgéo na segunda quinzena de julho de 1992 (428
basidiocarpos), tendo sido interrompida nos meses de fevereiro de 1993, m.a_rgo de 1993 e nas
trés prifneiras semanas de abril dé 1993. A partir da quarta semana reiniciou-se a produgio de
basidiocarpos (77 basidiocarpos), tendo ocorrido o pico de produgdo na primeira quinzena de julho

de 1993 (200 basidiocarpos).
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FIG. 49 - Producéao de basidiocarpos no vassoureiro no periodo de janeiro de
1992 a julho de 1993.

Observou-se ainda que, durante o pico de produgdo de basidiocarpos, a
quantidade produzida no ano de 1993 foi bem menor do que aquela produzida em 1992, em

decorréncia da deterioragao das vassouras.

A producao de basidiocarpos sobre vassouras secas distribuidas na copa das
plantas, teve inicio na primeira quinzena de maio de 1993 (112 basidiocarpos) em 37% das
vassouras (26 vassouras produtivas), atingindo o pico méximo de producdo na segunda quinzena
de junho de 1993 (5.300 basidiocarpos) em 92% das vassouras (65 vassouras produtivas). Na
quarta semana de junho de 1993 todas as vassouras (T2) produziram basidiocarpos. Ja a
producéo de basidiocarpos nas vassouras distribuidas sobre liteira (T3) ocorreu apenas nas
primeiras semanas de julho de 1993 (241 basidiocarpos) e no maximo em 28% das vassouras
(28 vassouras produtivas) (Fig. 50). Neste caso, os 72% das vassouras que nao produziram
basidiocarpos (72 vassouras nao-produtivas), decompuseram-se rapidamente, indicando uma

possivel agao de organismos que atuaram como agentes de controle bioldgico.
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FIG. 50 - Produgado de basidiocarpos em vassouras na copa da planta e
sobre liteira, no periodo de janeiro a julho de 1993.

Associando-se as informagdes anteriormente obtidas, com os dados climaticos
contidos na Fig. 51, observa-se que nos meses de fevereiro, margo e praticamente em todo o
més de abril, ndo houve producao de basidiocarpos em nenhum dos tratamentos. Este periodo

coincide com intensa precipitacao pluviométrica.
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FIG. 51 - Evolugdao do clima na area do experimento durante o periodo de
janeiro de 1992 a julho de 1993.

As temperaturas e umidades relativa médias registradas (em torno de 25°C e 80%,
respectivamente), ndo sofreram grandes aiteragées no decorrer do periodo do experimento, mas
a precipitacao pluviométrica foi grandemente alterada (Fig. 51) demonstrando, assim, que este
parametro, dentre aqueles estudados, nas condi¢cdes de Belém, PA, & o que apresenta maior

influéncia na producao de basidiocarpos.

Durante a condugédo do ensaio observou-se que a producgdo de basidiocarpos
ocorreu nas primeiras horas da manhé, estando condicionada a precedéncia de 8 a 16 horas

antes de chuvas pesadas e rapidas.

Das analises feitas em laboratdrio, no ano de 1992 (T1) verificou-se que a maioria
dos basidiocarpos produzidos no periodo de maio a julho apresentaram-se grandes, turgidos e
liberaram basidiosporos intensamente. A partir de agosto teve inicio a redugdo do tamanho dos
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basidiocarpos e a diminuicdo do ntimero de basidiésporos produzidos. De setembro a novembro

os basidiocarpos apresentavam-se pequenos e, praticamente, nio produziam basidiosporos.

»

Experimento 5 - Estudo dos parametros epidemiolégicos em condigées de casa-de-
vegetagao

. Estudo do periodo de incubagéo, periodo latente e periodo de geragdo, em

condi¢bes de casa-de-vegetagéo. :

Para a realizagéo deste trabalho foram utilizadas 50 mudas de cupuaguzeiros, as
quais foram inoculadas com trés meses de idade, usando-se a concentragio de 5 x 10°

basidiosporos de C. perniciosal/ml suspensos em solugso de Tween 2_0 a 0,01%.

Os resultados indicaram que o periodo de incubagdo, nestas condi¢des, varia de
trés a quatro semanas. O periodo latente dura cerca de onze meses e 0 periodo de geragéo, em

torno de doze meses. -

Experimento 6 - Determinacdo do ciclo de vida do Crinipellis perniciosa em
cupuacuzeiros (Theobroma grandiﬂorum)

Para a elaboragéo do ciclo de vida do C. perniciosa foram utilizados os dados dos

experimentos conduzidos no campo, condi¢des controladas e semicontroladas.

Verificou-se, preliminarmente, que na evolugédo do ciclo de vida do C. pemiciosa
(Fig.52), os sintomas visiveis aparecem trés a quatro semanas apds a inoculagdo, quando os

ensaios séo conduzidos em casa-de-vegetacgio.
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FIG. 52 - Esbogo preliminar do ciclo de vida de Crinipellis

perniciosa em
Theobroma grandiflorum (18 meses de avaliagao).
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Em campo, apdés o aparecimento das vassouras-de-bruxa nos ramos, nas
inflorescéncias e nos frutos infectados, todas essas estruturas vegetativa/reprodutivas da planta
secam no intervalo de tempo que varia de duas a doze semanas. Observou-se, ainda, nas
condigbes em que foi desenvolvido o ensaio, que entre os meses de maio a dezembro, quando da
ocorréncia de chuvas rapidas, intercaladas com periodo seco, precipitagdo pulviométrica menor ou
igual a 250 mm e umidade relativa média variando entre 80 a 89%, ha um estimulo na produgéo
de basidiocarpos, enquanto que nos meses de janeiro a margo, quando ocorrem chuvas
freqlientes e prolongadas, com precipitagdo maior que 300 mm e umidade relativa média entre 90
a 94%, nao se observou a producdo de basidiocarpos. Estes, por sua vez, sdo disseminados pelo
vento e chuvas e inoculados ao acaso no sitio da infeccao (tecidos meristematicos). Em condigées
de laboratério, a germinagao ocorre entre duas a quatro horas (Fig. 53) apds a semeadura em

agar-agua, quando os basidiosporos sdo submetidos a umidade relativa maior que 95% e a

temperatura de 27 +1 °C.

FIG. 53 - Basidiosporos de Crinipellis perniciosa quatro horas apés a
inoculagao.
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Os dados disponiveis indicam a poda fitossanitaria para controle da vassoura-de-

bruxa nos meses de outubro e novembro e margo e abril.

Experimento 7 - Controle quimico da vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro
(Theobroma grandiflorum).

Este experimento foi conduzido no Campo Experimental da EMBRAPA-CPATU,
sendo usados quatro tratamentos: Triadimenol, 0,59 do produto comercia! por litro de agua;
Tebuconazole, 0,5ml do produto comercial por litro de dgua; poda fitossanitaria e o controle, que

consistiu em nao eliminar as vassouras-de-bruxa.

As pulverizagbes com os fungicidas e a poda fitossanitaria foram feitas
mensalmente, e as avaliagdes, que consistiram na contagem do nimero de vassouras-de-bruxa,

por planta, foram feitas quinzenalmente.

Os resultados indicaram o fungicida Tebuconazole como o mais eficiente no

controle da doenga.

Estéo sendo testados novos produtos como: Orthocide (Captan 80%); Lime-Sulfur
(Polysulfide 27,5%); Dithane (Zineb 72%); Saprol (Triforine -15%); Validacin (Validamycin 5%);
Rovral (Iprodione 50%); Ronilan (Vinclozolin 50%); Beflan (Guazatine 25%); Basitac (Mepronil
75%), Bayleton (Triadimefon 20%).

Experimento 8 - Condugdo da copa de plantas de cupuaguzeiro para o controle da
vassoura-de-bruxa

Este experimento teve por objetive determinar um tipo de copa de plantas de

cupuaguzeiro que aumentasse a eficiéncia da aplicagéo de fungicidas no controle da vassoura-de-

bruxa do cupuaguzeiro.

O ensaio foi conduzido em trés tipos de copa: taca, aberta e normal.
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Em cada planta foram colocadas etiquetas nas faces superior e inferior das folhas,
em cinco pontos diferentes da planta. Posteriormente, as plantas foram pulverizadas com tinta

guache na concentragio de 500ml/20 litros de agua.

As avallagSes foram feitas conforme a eficiéncia de cobertura das etiquetas pela

tinta, dando-se notas de um a cinco.

Os resultados indicaram que a copa tipo aberta proporcionou pulverizagoes mais

eficientes..

Experimento 9 - Controle integrado da vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro

Com base nos resultados do experimento 7 e no ciclo de vida de Crinipellis
permiciosa, instalou-se em novembro de 1994, em area de produtor, no municipio de Tomé-Agu,
PA, um experimento com o objetivo de controlar a vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro através do

controle integrado.

O delineamento experimental usado foi o de blocbs ao” écaso com cinco
tratamentos: com poda e aplicagao de fungicida em maio; com poda e aplicacao de fungicida em
maio e junho; com poda e aplicagfio de fungicida em maio, junho e julho; com poda (Testemunha
= T1); sem poda (Testemunha = T2), trés repeticbes e quatro plantas ﬂfeis por parcela, sendo
testados poda fitossanitéria e aplicagdo do funglclda Tebuconazole na dosagem de 0,5g do

produto comermal por litro de égua
| As podas ﬁtossanitéria foram realizadas em novembro de 1994 e margo de 1995.

O parametro avaliado € o numero de vassouras-de-bruxa por planta, e as

avaliagdes estdo sendo feitas mensalmente.
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Experimento 10 - Produgdo de basidiocarpos em vassouras-de-bruxa cortadas e
. ' ndo-cortadas sobre liteira

.- O experimento foi instalado no Campo Experimental da EMBRAPA-CPATU em dois
periodos (novembro de 1994 e margo de 1995), utilizando-se vassouras secas produzidas em
1994,

As vassouras em ambos os periodos, apds serem destacadas, foram colocadas

sobre a liteira, 50 cortadas e 50 inteiras. O numero de vassouras foram iguais para os dois

periodos.
0 parémetro‘qﬁe est4 ééndo avaliado é o .r.\ﬁrﬁéro de basidiécarfnbé .por \iéss'c:all.-l‘r“a... |
5 As avalriggét:as_ estéo sendo feitas apés cada pérlodé chuvoso.  - Y
C‘o..n“clusﬁeﬁ.s' p_r_e_limi*r'la:ré’é_' |
| Os resultados obtidos até o momento, permitem emitir as ;egqintes conclusées
pi'e!ifhinareé: S o -
.. - Concentragdo de 5 X 10° basidiosporos de‘ Crinipellis pemiciosafml de suspensao:
contendo Tween 20 a 0,01% nos testes de inoculagdo.
- No-r_n.é."s de.‘julh‘o ocbrféﬁ l; maior niimero de .bas-idi‘os.bd‘rosl di#per'sos no ar. o
- No més de agostq oc‘:o_r‘reuﬂo m_aior_ nﬁmero de emissdes de vassouras verdes.
- Noimés de outubro ‘csbselwou-se a maior__freqt’.jénqia de vassouras secas.
- O pico de produgao de basidiocarpos ocerreu na segundé quinzena de junho.

- Sob condi¢des de casa-de-vegetagao, o periodo de incubagio varia de trés a
quatro semanas, o periodo latente dura cerca de onze meses & o periodo de

geragdo em torno de doze meses.

A
1y
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- O perfodo verde das vassouras, flores e frutos variou de duas a doze semanas.

- O periodo seco das vassouras, flores e frutos durou em torno de sete meses.

L4

- Foi estabelecido o esbogo preliminar do ciclo de vida de Crinipellis pemiciosa,

-Baseado no ciclo de vida de Crinipellis pemiciosa recomenda-se a poda

fitossanitaria nos meses de outubro/novembro e margo/abril.

- O fungicida Tebuconazole foi eficiente no controle da vassoura-de-bruxa do

cupuaguzeiro.

Difusdo de tednologia

- Apresentagdo de seminarios sobre doengas do cupuaguzeiro e seu controle a
produtores e diretores da CAMTA do municipio de Tomé-Agu, PA, no periodo de 20 a 22 de

fevereiro de 1995.

- Apresentagdo do trabalho “Produgio de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa
sobre Theobroma grandiflorum em diferentes ambientes” no XXVIII Congresso Brasileiro de

Fitopatologia, em llhéus, BA, no perfodo de 21 a 25 de agosto de 1995.
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LEVANTAMENTO DE MICRORGANISMOS POTENCIALMENTE ATIVOS CONTRA
Fusarium solam f. sp piperis

- Ruth Linda Benchimol Stein’
Fernando Carneiro de A!buquerque
~ Elizabeth Ying Chu :
Zenzaburo Abe
Yasuo Ueda®
~ Shingo Yoneyama
Tadamltsu Endo

- Resumo: Mlcrorganlsmos isolados de amostras de solo coletados da nzosfera de plmentetras{
sadlas s:tuadas em areas de foco de fusanose foram selecionados em duas etapas Na prlmelra;
etapa (1991.’1993) a bactéria E-15 se destacou com ag:ao funglstétlca e fung|c1da no melo de
cultura inibindo o cresmmento mlcellal a esporulagao de fusanum solam f sp. pipens em 78%
66%, respectwamente alem de |n|b|r a germmagao de esporos Na segunda (1994!1995) os
mlcrorganlsmos lsolados |NT—9 UND- 12 MED 19 e ITO 5 foram selecronados in vitro” para
testes de antagonlsmo a Fusanum solan.' f sp piperis em casa-de-vegetagéo Dos ramos sadics
de pimenteira coletados na segunda etapa, foram obtidos 274 isolados de F. solani, os quais estéo
sendo avaliados quanto & sua patogeniclidade. Os néq-patogénico_s ou pouco patogénicos serdo
uti[izados em testes de protecio cruzada a F. solani f. sp. pipen’s. Nas mesmas amostras de solo,
foram encontrados os géneros de fungo micorrizico, Acaulospora, Gigaspora e Glomus, com:
populagio variando de cinco a 1.467 esporos/50g de solo, 0s quais estio sendo multiplicados em
vasos de cultivo . para testes de controle da fusanose A determ:nar,:ao da at;éo dos fungos

mlcorrizwos no controle blolég1co da fusanose esté em andamento.

lEug Agr. M.Sc, EMBRAPA-CPATU Caixa Postal 48, CEP 66.017-970. Belém, PA,

? Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA, Av. Nazaré 272, Sala 105. Ed. Clube de Engenharia, CEP.
66.035-170, Belém, PA.
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SURVEY OF MICROORGANISMS POTENTIALLY ACTIVE AGAINST Fusanum solam
f.sp. ptpens ‘

Abstract:‘Microorganisms isolated from soil samples collected rhizosphere of healthy pepper
plants situated in areas of fusatiose_foci _tn_fere selected in two stages. During the first phase (1991/
1993), the bacteria E-15 showed'the-gfeatest fungistatic and fungicidal action in culture media,
inhibiting micellial growth, fusiariose sporulation in 78% and 66% respectively, besides inhibiting
germination of spores. During the second stage (1984/ 1995), the isolated microorganisms INT-9,
UND-12, MED—19 and ITO~5 were selected for testmg the:r antagonlsm to fusarlose |n Green-‘
house From healthy branches of the pepper plants coIIected dunng the second stage 274 lsolated:
mlcroorganlsms of F. sofam were obtained, and thelr pathogemcnty is belng evaluated those found
to be non- or I1tt1e pathogemc wull be ut:llzed in crossed protectlon tests of F. so!am fsp pfpens
Micorhizzic fungl of the Acaufospora Gigospora and Glamus genus were found Wlth popu!atlons;
varylng from S5to 1 467 sporesf 509 of so:l wh:ch are bemg multlphed in pots for future furanosee

control tests Testmg is Stlll undemay to determme the act:on m the blologlcal control of fusanose,_

of mlCOt’hIZlc fungl

Objetivo

O estudo sobre 0 controle blologuco da fusariose da plmenta-do-relno tem como
DbjethO encontrar m:crorganlsmos que possam combater Fusarium solani f.sp. piperis, em casa-
de-vegetagdo e no campo, através de antibiose, competicio, protecao cruzada e micorrizas

vesicular-arbusculares.
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Justificativa

A fusariose da pimehtéifa-do-rein6 é érdc;enr;a mais prejddicial & cultura na regiao
amazbnlca tendo dizimado milhdes de p:mentelras nos tltimos 20 anos. As medldas de controle
precomzadas s#o dlspendlosas aIém de apresentarem restrigbes que 1nterferem no controle
adequado da doent;a sendo necessario o estudo de novos métodos de controle,

' O levantamento de mlcrorganlsmos com potencral para ¢ controle blolég:co da
fusariose € a etapa iniciat para que um novo método de controle de doengas seja definido e
lntrodUZIdo no sistema de produgﬁo da. pimenta-do-reino como um componente do controle

- integrado, contribuindo, dessa forma, para a racionalizagio dos custos com funglmdas. |

Resultédos paréiais

Na pnmelra etapa do pro;eto foram testados e selecxonados in vitro 166
mlcrorgamsmos isolados de amostras de solo da rizosfera de pimenteiras sadlas em plantlos
infestados pela fusariose, localizados em Tomé-Agu e Santa Isabel do Para, em relagdo a sua
capacidade de inibir o crescimento micelial, a esporulagdo e a germinagdo de esporos de
Fusarium solani f.sp. piperis. Foram também testadas dn‘erentes denmdades de esporos no solo,
capazes de causar infecgdo no hospedelro bem como a patogenlmdade apés inibicac por

antagonistas.

Experlmento 1 -lmblgao in wtro do cresclmento mlcellal de Fusanum solam fsp
' piperis por antogomstas -

A inibigdo do crescimento micelial de Fusarium solani f.sp. piperis, em meio de
cultura, foi maior na presenca do antagonista E-15, cujas substancias antagbnicas produzidas
permaneceram ativas por quatorze dias e foram difundidas a4 uma distancia de até 4 cm da colonia
(Tabela 19).

111



TABELA 19 - A¢do inibitoria de

substincias
antagonistas em meio de cultura, contra Fusarium solani f.sp. piperis.

antibidticas

produzidas

por

Microrganismos

Crescimento micelial (mm)/1

antagdnicos 7 dias/2 14 dias/2

iftm 2em 3om  4em@3 itm  2om 3cm dom/3
E-15 - - - - - - - -
E-14 - + ++ ++ - - + +4
D-13 +- + ++ +++ - - - +-
D-10 +- + + ++ - +- + ++
C-20 - -+ ++ 44 - +- ++ +++
1-7 ++ 4+ ++4+ ++ +++ +++ +++
S1-B6 ++ ++ ++ F+4 +++ +++ +++ +++
Testemunha +++ e +++ +++ +++ +++ +++

/1 Média de trés repetigdes; /2 Periodo de incubagio dos antagonistas; /3 Distancia da colénia dos antagonistas;
- Sem crescimento; + Crescimento < 0.5mm; + Crescimento > 0.5 & < 2mm;++ Crescimento > 2 e < 4mm; +++

Crescimento > 4mm.

Experimento 2 - Patogenicidade do micélio de Fusarium solani f.sp. piperis apés
inibigao in vitro por antagonistas

Alguns dos antagonistas testados apresentaram apenas aglo fungistatica em

relagdo ao patdégeno, paralisando o crescimento micelial enquanto ativos, mas sem mata-lo. Apés

retomar o crescimento na auséncia dos antagonistas, Fusarium solani f.sp. piperis foi capaz de

provocar infecgao em estaéas de pimenta-do-reino (Fig. 54).
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FIG. 54 - Patogenicidade do micélio de Fusarium solani f.sp. piperis apés
inibicdo por microrganismos antagonicos.

Experimento 3 - Esporulagao "in vitro" de Fusarium solani f.sp. piperis na presenca
de antagonistas

Observou-se que os antagonistas E-15, E-14, |-7 e D-12 inibiram a esporulagao
do patogeno “in vitro” em 66%, 58%, 37% e 25%, respectivamente. Alguns microorganismos

estimularam a producao de esporos, como pode ser observado na Fig. 55.
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FIG. 55 - Esporulagao “In vitro"de Fusarium solani f.sp. piperis na presenca
de microrganismos antagoénicos.

Experimento 4 - Inibicdo da germinagao de esporos de Fusarium solani f.sp. piperis
por antagonistas

A germinagdo de esporos de Fusarium solani f.sp. piperis foi inibida por
substéncias antagonicas produzidas por E-15 e E-14 e difundidas em meio de cultura a
distancia de até 3 cm da col6nia dos antagonistas (Tabela 20).
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TABELA 20 - lnlblqao da germmagao de esporos de Fusanum so!am f sp p:pens por |
substancias antagénicas difundidas em meio de cu!tura a dlferentes ‘
dlstanmas da colonia do antagomsta

" Zona de inibiggo (mm)'

Microrganismos

_antagbnicos .~ - Tdias - | o C - 14 dias
fem  2em  3cm - Mem 2em 3cm
E-15 ~ - 22" 0 . 0 932 66 33
E-14 . - 21 0 0 58 - 25 3,7
S C-200 - 140 0 09 08 03
o D-10 19 0 0 09 07 . 03
D-13 22 0 - 0 08 09 04
7. . 0.0 0 0 .. 0 0
s1BS. . . . 0 00 0c -0 0
Testemunha SR 0 0 0

! Média de trés repet:g:oes
Médias segwdas de mesma letra ndo diferem entre si peio Teste de Duncan a 1% de probablhdade

_ Experlmento 5 - Influéncia da’ concentragao da suspensao de esporos de Fusanum

‘solani f.sp. piperis no apareclmento de smtomas de fusanose em.
seedlmgs" de plmenta-do remo SR .

Observou -se que a ocorrenma de fusanose em "seedhngs" de plmenta-do-relno .
com cmco meses de |dade lnoculados com dlferentes ‘concentragdes de suspensao de esporos '

de Fusanum soian.' f.sp. p:pens foi maior quando utilizou-se 54 x 10° esporoslml (F:g 56)
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FIG. 56 - Ocorréncia de doenca em “seedlings” de pimenta-do-reino,
provocada por diferentes concentragoes de suspensao de esporos
de Fusarium solani f.sp. piperis, em vasos inoculados
artificialmente

Experimento 6 - Controle biolégico da fusariose da pimenta-do-reino, através de
microrganismos antagonicos

Na segunda etapa do projeto, novas amostras de solo foram coletadas da
rizosfera de plantas sadias de pimenta-do-reino, situadas ao lado de plantas doentes ou
mortas (Fig. 57), em éareas de foco de fusariose, com o objetivo de obter microrganismos
antagbnicos a F. solani f.sp. piperis, nos municipios de Tomé-Agu, Capitdao Pogo, Monte
Alegre, Santarém e Paragominas (Tabela 21). Dessas amostras, foram isolados e testados 101
microrganismos, dos quais apenas quatro provocaram zonas de inibicao “in vitro" a F. solani
f.sp. piperis superiores a 9mm, critério determinado inicialmente para a selegao de
antagonistas (Fig. 58). Os microrganismos selecionados serao testados em casa-de-vegetagao,
em “seedlings” e em estacas de pimenta-do-reino.

116




FIG. 57 - Planta sadia de pimenta-do-reino (direita) localizada em campo
altamente infestado pela fusariose, selecionada para coleta de
amostras da rizosfera para isolamento de antagonistas.

TABELA 21 - Origem das amostras de solo para isolamento e selegio de
microrganismos com potencial antagonico a Fusarium solani f.sp.
piperis (CPATU, 1994/1995).

Municipio Codigo” Quantidade de Cultivar” Observagdes
microrganismos

Tomé-Agu INT 11 Guajarina Planta com 8 anos
INT 11 Cingapura Planta com 8 anos

Capitao Pocgo ITO 19 Cingapura Planta com 5 anos
IAC 18 lagara Planta com 5 anos
NED 21 Cingapura Planta com 5 anos
ONO 20 Cingapura

Santarém IWA 32 Cingapura Planta com 5 anos
SOK 18 Cingapura Planta com 5 anos
Qul 18 Cingapura Planta com 5 anos

Monte Alegre KSH 29 Cingapura Planta com 6 anos
KTO 13 Cingapura Planta com 5 anos
OTS 12 Cingapura Planta com 5 anos

Braganca (raiz) SRG 19 Cingapura Planta com 5 anos

Ipixuna PRI 15 Cingapura Planta com 5 anos

Paragominas OKJ 13 Cingapura Planta com 5 anos
MIN 13 Cingapura Planta com 5 anos
ISH 12 Cingapura Planta com 5 anos

"Amostras de solo coletadas em trés pontos diferentes da rizosfera de pimenteiras sadias, em areas de foco de fusariose.
ZCultivares de pimenta-do-reino.
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FIG. 58 - Percentual de microrganismos selecionados in vitro como possiveis
agentes de controle de Fusarium solani f. sp. piperis, em relagao ao
percentual total de microrganismos testados.

Experimento 7 - Controle da fusariose da pimenta-do-reino através de protecao
cruzada

Utilizando-se as plantas coletadas do isolamento de microrganismos antagdnicos,
principalmente dos ramos e das raizes, estdo sendo obtidos isolamentos de Fusarium sp., 0s
quais serao testados quanto a sua patogenicidade a pimenta-do-reino, com o objetivo de
selecionar aqueles pouco patogénicos para serem utilizados como agentes de protecao cruzada
a fusariose da pimenta-do-reino. De 19 amostras coletadas, em nove municipios do Estado do

Para, foram obtidos 274 isolados de Fusarium sp., os quais estao em fase de testes (Tabela 22).
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TABELA 22 - Cdléqé'o de culturas de Fusarium obtidas de tecidbs de ramos sadios
' de pimenta-do-reino.

N2 de Isolados

“"" Municipio .Local de Coleta Data .Cu!tiyar | de Fusarium

~ Tomé-Agu  CE/CPATU/INATAM 25/8/94  Guajarina . 18
.'Ca.pitéo Pogo CEICPATU: _ - 20/9/94 lagara-1 25
- lto (produtor)'_ 28/9/94 . Cingapura 22
Castanhal Kamata (produtor)  4111/94 " Cingapura 25
" Yamase (*) 4111/95 Cingapura 13

Yarnase (*) 13/3/95  Cingapura 31
‘Belém  CE/EMBRAPAICPATU  6//95  Gusjarina =
Mdnte Alegre ~ Kishi (produtor) 8/2/95 Cing‘apura 27
Kato (*). | 8/2/95 Cingapura 19
Otsuki () 8/2/05  Cingapura 21
Santarém lwama (produtor) 10/2/95 Cingapura 1 9
e SOkI(*) RS '\'716@95 ” ..Cj‘ngapur;a. ! A
‘Qﬁiﬁcé “ 10/2/95 Cingapura ~ 16
Capanema Ishi (p}odutor) 10/4/95 Guajarina  7 5

Mineshita ™ _ 10_!4!95 Cingapura " 26 |
Ipixuna o'kéjihia (produtor) 12/4/95 Cingapura . - 24
Paragominas  Mazin (produtor) 11/4/95 4 Cingapt:iré' - 39
_ Okéji_m_a *) 1114195 Cingapura -39
Sérgio (*) 11/4/95 Cingapura 36

*Em cada amostra foram utilizades 100 pedagos de tecidos sadios de pimenta-do-reino para o isclamento de Fusarium
spp. o, :
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Experimento 8 - Controle biolégico da fusariose da pimenta-do-reino através de
micorrizas vesicular-arbusculares

Objetivando vent’ icar a possibilidade de redugéo da incidéncia de fusariose em
plmentesra-do-remo através da inoculagdo- com fungos micorrizicos, foi conduzido . um
experimento preliminar com plantulas de plmentelra do-reino, vanedade Guajanna com 45 dias de
idade, em casa-de-vegeta:;ao Foram testadas as espécnes de fungos mlcorrizmos G:gaspora
margarita (Central), Glomus mossae (Idemitsu), Scutelospora heterogama e Acau!ospora sp. A
inoculagdo foi feita duranie o transplantio das mudas de sementeira para copos de plastico
descartaveis (400ml) contendo solo fumigado com brometo de metila, através da deposi¢io de
uma colher de sobremesa do so!o-inéculo no fundo da cova, em contato direto com o sistema
radicular das plantulas. Para a testemunha néo-inoculada, foi colocada no fundo da cova a mesma
quantidade de solo sem inéculo. Uma solug:ao nutrmva completa f0| ad|0|onada qumzenalmente

na proporgéo de 10ml/copo (Tabela 23).

TABELA 23 Solucao nutrltwa completa utlllzada em plantulas de pimenteira-do-
reino (CPATU 1994/1 995)

Reagente - - - ' Quantidade

NaH,PO, 1M c,Ami
KNO; 1M 1ml
Ca(NGC;); 1M S o 2ml

K80, 05M . . Lo2ml -
(NH,),S0, 1M |  15ml
MgSO, 0,5M B k T2ml
Solugdo de Fe-EDTA o o tml
Solugdo A (para 1 litro de H20) » otml
H,B0; S © 04122 g
MnCl.4H,0 . AR 1989
CuSQ5H,O - -~ o s et 094068 g
MoQ, ' ‘ 0,0431¢g
ZnS0,.7H0 0,28755g -

O volume final deve ser completado para 1.000 ml, com dgua destilada.
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Trés meses apds a.inoculagdo com os fungos micorrizicos foi realizada uma
avaliagio de altura e nimero de folhas emitidas pelas plantulas (Tabela 24). Em ée’Quida, as
plantulas foram transferidas para vasos de plastico com capacidade para '4kg':de solo. O inéculo
de Fusarium solani f.sp. piperis, previamente cultivado em mistura de solo + farelo de trigo, foi
incorporado ao solo, na proporgdo de 0,25% (v/v), o qual foi posteriorménte peneirado, para
homogeneizagéo. No fundo de cada vaso foi depositada a quantidade de 1.030g do solo inoculado
com o patégeno. No ato do transplantio foi feita uma reinoculagéo com os fungos micorrizicos em
metade das plar{tas, inclusive no controle n3o-inoculado com o patégeno (Gigaspora margarita),
através da deposigdo do indculo entre o sistema radicular da planta e o solo inoculado’ com F.
solani f.sp.. piperis. Para completar o volume dos vasos foi utilizado solo fumigado, isento de’

fungos micorrizicos e do patégeno.

TABELA 24 - Altura e nimero de folhas emitidas por plantulas de pimenteira-do-
_ reino, variedade Guajarina, trés meses apés a inoculagio com
~diferentes espécies de fungos micorrizicos. .

" Tratamento 7 Ata(em)* .. Namerods folhas* ...
' Acaulosporasp.” T T T 10047 B Y-
Scutellospo}a heterogama 14,21 ST
Gigésporé (Centrai)‘ . | 11.94 | | - 6.5
Glomus (idemitsu) - 8.',69 a 51
Testemur}ﬁa (n;ﬁol,-ir.bc.:ﬁl;ada) 477 ' 3,4

*Média de dez plantulas.

Noﬁas éementes de pimenta-do-reino foram postas para germinar em areia lavada
e autoclavag!a, de onde foram transferidas, em estéd;o cotiledonal, para copos de plastico (500m)
contendo solo fumigado. Os tratamentos incluiram inoculagdo com cinco diferentes espécies de
fungos micorrizicos: Acaulospora sp., Scutellospora heterogama, Entréphospora colombiana,
Gigasp_qra‘ margarita (Idemitsu), Glomus mossae. (ldemitsu) e testemunha naoc-inoculada. A

metodologia experimental &€ a mesma do experimento anterior.
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Simultaneamente, estdo sendo feitas coletas de solo da rizosfera de pimenteiras
adultas sadias, variedade Cingapura, sobreviventes de plantios em areas atacadas pela fusariose
nos municfpios de Monte Alegre, Santarém, Capanema, Ipixuna e Paragominas, Estado do Para,
em !busca de novas espécies nativas de fungos micorrizicos para serem testadas no controle
biolégico da fusariose. As amostras de solo coletadas foram conservadas em caixas de isopor
com gelo, até o processamento no Laboratério do Solo, no CPATU. As amostras homogeneizadas
foram divididas em trés partes: 50g para extragdo de esporos; 50g para multiplicagéo dos fungos
micorri;icos em vasos de cultivo e 500g para anélise de solo no Laboratério de Soloé. Apbs a
extragdo, o numero de esporos foi contado com o auxilic de lupa estereoscopica (Tabela 25). Os
vasos de cultivo serdo avaliados apds trés meses, através do isolamento e idéntiﬁcaq:éo das
espécies. Novos vasos de cultivo serdo feitos com as espécies separadas, para serem usados:

como fonte de indculo em estudos sobre o controle bioldgico da fusariose da pimenteira-do-reino.

TABELA 25 - Quantidade de fungos -micorrizicos 'éncoﬁtr:ada em amostras de solo
coletadas em diferentes municipios do Estado do Para.

- Municipio .‘:Qédigo' Numero de esporos por 50g de solo ~ Geénero. . . ...
Monte Alegre " 001 17" Acaulospora; Gigaspora
.. 002 - 05: Acaulospora '
003 15, Acaulosporg; Glomus
Santarém - 004 81, Acaulospora; Glo_mus_
005 10 Acaulospora; Glomus
~ 006 18 Acaulospora; Glomus
007 63 Acaulospora; Glomus
Capanema 008 35 Acaulospdra; Glomus
009 - - 08 -Acaulospora -
Paragominas = 010- C - 1.487 'ACaulospora; Glomus
oM. 4T - Acaulospora; Glomus -
012 e 22 - Acaulospora; Glomus: .. .
Ipixuna _ 013 ' <1369 Acaulospora; Gigaspora; -
Glomus ST

122



Conclusdes preliminares

A bactéria E-15 apresentou agio fungistatica e fungicida contra Fusarium solani f.

sp. piperis em meio de cultura.

Os antagonistas isolados E-15, E-14, 1-7 e D-12 ihibiram a esporulagao de

Fusarium solani f .sp. piperis “in vitro”.

A germinagao de esporos de Fusarium solani f.sp. piperis foi inibida por substancias

antagénicas produzidas por E-15 e E-14 em meio de cultura.

.. A concentragado de 5,5 X 10‘5 esporos/ml de suspensio de esporos de Fusarnium
solani f. sp. piperis causou a maior ocorréncia de fusariose em “seedings” de pimenteira-do-reino
com cinco meses de idade.

...~ Dos microrganismos isolados das amostras de solo coletadas, em cinco municipios

do Estado do Para, apenas 4% apresentou agao antagénica sobre F. solani f.sp. piperis “in vitro”.

De 19 amostras de ramos sadios de pimenteiras, coletadas em nove municipios do
Estado do Para,.foram obtidos 274 isolados de Fusarium solani para testes de protecdo cruzada

contra F. solani f. sp. piperis.

- DPas amostras de solo coleltadas, em cinco'municipios do Estado do Para, foram
encontrados - trés - géneros de fungo micorrizico,” com a populagdo variando de 5 a 1.467

esporos/50g de solo. T D e e Tl T e e ‘
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Difusac; dé tecnologia

- Aprésentag:éo dos resultadds' obtidos, 'atrav.rés' de péiestras, durante a visita da
Missdo Japonesa de Avaliagdo do Convénio CPATU/JICA, em outubro de 1992 e dezembro de
1993. |

- Divulgagdo de resultados experimentais durante a visita do Dr. Matsuda, Chefe do

Projeto Pimenta na Replblica Dominicana, e uma equipe de quatro pesquisadores, em 1992.

- Di\}ulga:;éo"de 'rééﬁltadés experilﬁéﬁtéis durante a visita do Dr. Ts&o, da
Universidade de California, especialista em Phytophthora, em 1991; e para dois técnicos‘da"
Republica Dominicana, durante aula sobre doengas de cultura da pimenta-do-reino, como parte de

treinamento oferecido pelo CPATU. .

.- Apresentacdo de dois trabalhos cientificos - “Levantamento de microrganismos
para o controle biolégico da fusariose” e “Ecologia de F. solanif. sp.' piperis" - em reunido técnica

na Universidade Kinki, em Nara, Japao, em abril de 1993,

- Apresentagdo de trabalho cientlfico, na forma de Poster, sobre o levantamento de
microrganismos potencialmente  ativos contra F. sofani f. sp. piperis, durante o Congresso

Brasileiro de Fitopatologia, em Aracaju, SE, em agosto de 1993,
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EXTRAGAO E CARACTERIZAGAD DO OLEO E OLEORRESINA DA PIMENTA-DO-REINO

Célio Francisco Marques de Melo
Sebastiao Huhn' -
Wilson Carvalho Barbosa'

José Furlan Ju‘mor22 o

Kenichi Asano

Tetsuo Ohmura

Resumo: A diversificagdo em outras formas de aproveitamento da pimenta-do-reino, com a
obtencdo do 6leo essencial e do oleorresina, dara garantia.quahto aos teores de piperina,”
élim_inaq:éo da contaminagdo da salmonela, qualidade do produto, estabilizacdo de precos.e
agregagdo de valores, permitindo a ocupagéo de um contingente de aproximadamente 400.000
homens/dia durante a colheita e a estabilidade de precos no mercado.” As vantagens de
comercializar, ao invés da matéria-prima agricola, outras formas mais elaboradas dessa
especiaria, sdo 6bvias. No caso do processamento da pimenta-do-reino para obtengso do éleo e .
do oleorresina, havera mobilizagio de méo-de-obra local, além do lucro da iﬁdustrializagéo ea
possibilidade  de dar um destino mais racional ao produto de classe inferior que, em vez de
exportado e comercializado por pregos aviltados, podera ser transformado em produto industrial -
de elevado valor, ab_rindo-ée noves mercados. A pesquisa objetiva extrair e caracterizar o élec e o
oleorresina de algumas cultivares .de pimenta-do-reino, determinando os teores de piperina e suas
caracteristicas fisico_-quimicas. A extragdo do 6leo essencial foi feita, tanto em laboratério como
em usina-piioto. por arraste com vapor d'agua. A fragdo resina foi extraida utilizando-se alcool
etilico como solvente. Os resultados obtidos indicaram baixos teores de resina e éleo essencial
extraldos em usina-piloto mostrando que o processo deve ser otimizado, devendo os mesmos
serem repetidos nas safras de 1994 e 1995. Durante o perfodo foram realizados os testes para a
obtengdo do oleorresina em pé6; determinados os teoreé de piperina em'émo'.stras de resina e
grdos de pimenta; além da extragdo com acetona, &lcool etflico, hexano e dicloroetano das
cultivares Yagara, Bragantina, Guajarina e Cingapura, coletadas nos campos e.xperimenfais de"':
Belém e de Capitdo Pogo, do CPATU. |

! Quim. Ind. M.Sc. EMBRAPA-CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017-970. Belém, PA.
2 , Eng. Agr. M.Sc. EMBRAPA-CPATU.

¥ Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA. Av. Nazaré 272, Sala 105. Ed. Clube de Engenharia,
CEP 66.035-170. Belém, PA.
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- EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF BLACK PEPPER OIL AND OLEORESIN

. ! R
Abstract: Diversiﬁcation'in other foi'ms" of using black pepper, obtaining essential oils and oily
resin, which guafahtee levels of p'iperirie. eiimination of salmonella contamination, product quality,
price stability and added ;ralue, shall prgvide employment to a contingent of some 400,000
workerslday during harvest and promote stablhty to market prices. The advantages of
commerclahzmg other elaborated products lnstead of the raw materials, are obv:ous In the case of
processing black pepper to obtain oil and oleoresin, it wili put local labor to work, as well as provide
increased proﬁf from industrialization. It will also enable a more rational use of the pborer quélity'
producf. Instead of being .commerciatized.and exported at extremely low prices, they can be
transformed into industrialized products of increased value, thereby opéning new markets. The'
objective of the research is to extract and characterize the oil and ofeoresin of certain cvs of black’
pepper, determining piperine levels their physical-chemical characteriétics; Both in the laboratory
and-in the pilot- plant, extraction was carried out using water vapor.  The resin- fraction was’
extracted utilizing ethyl as solvent. The results obtained indicate low levels of resin and essential oil’
at the pilot- plant, which means that the extraction process must be optimized. The same will be -
repeated for the harvests of 1994 and 1995. During this period, tests were carried out to obtain”
olecresin in powder, to determine the piperine levels in resin samples and pepper grains, besides
extraction with.apetoné, “ethyl alcohol, hexane and dichoridethane of cvs yagara,® bragantina,

guajarina and singapore, collected on experimental fields at CPATU and at Capitdo Pogo. -

Objetivo
‘ Otlmlzar O processo de extragdo, em usina- pxloto do éleo essenmal e da resina, de.
quatro cultlvares de p:menta—do reino, a ﬁm de se obter produtos de alta qualidade para a.

utilizagdo em indUstrias de alimentos e de cosméticos. .
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Justificativa

. O mercado mundial de pimenta-do-reino tem sido tradicionalmente instavel, com

marcantes flutuagtes de preg:b do produto, fato que determina freqlentes crises, ora por falta, ora

por excesso de oferta,

A despeito do esforgo por parte da comunidade internacional dos plpencultores

através da adogdo de politlcas adequadas, visando a estabilizagdo dos mercados e dos pregos, a

pimenta-do-reino continua em criss.

-~ Apesar das oscilagdes, principalmente de pregos, que vém ocorrendo no mercado
mundial da pimenta-do-reino constatou-se, n3o obstante, uma continua tendéncia de aumento de

consumo da ordem de 4% nos Gltimos anos. Essa tendéncia, ao que tudo indica, devera continuar.

O mercado interno brasileiro é relativamente pouco significante, apresentando um
dos mais baixos Indices de consumo per-capita/ano. Enquanto o consumo nacional de pimenta-
do-reino é da ordem de 3,500t/ano (30g per-capita/ano), nos Estados Unidos da América e na

Europa Ocidental o consumo 'atinge valores acima de 150g de pimenta per-capita/ano.

A principal aplicagdo da pimenta-do-reino na forma de grdos (pimentas preta e
branca) é feita na industrializagac de alimentos, principalmente, na elaboragao de embutidos e
o_uti'as conservas de carnes, peixes e legumes, e como condimentos, tendo-se sempre o risco de

contaminagdo por salmonela e outros agentes, em fungio dos métodos de beneficiamento.

A estabilidade do mercado, em beneficio tanto de produtores como de
consumidores torna-se, portanto, um imperativo e devera, necessariamente, levar em
consideragao o potencial de produgéo que se deve.a'justar, tanto quanto possivel, & demanda, em
cada caso, Para que os pregos da pimenta no mercado internacionat pdssam atender o real valor
do produto & condigio essencial que ndo haja excesso de oferta, o que s6 podera ocorrer se
forem encontradas outras alternativas de uso e aplicagéo, significando que, atendido o mercado, o
eventual excesso de produgdo seria processado e comercializado na forma de produtos derivados
ou outras formas alternativas de uso e aplicagdo. Alias, alguns desses derivados e formas

alternativas de uso e aplicagdo da pimenta s&o conhecidos.
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Um derivado que j& atingiu expressivo volume de consumo & a fragdo de
oleorresina extraida da pimenta, por tratamento com solventes. Em 1980, o volume de oleorresina
de pimenta produzido e consumido foi de 400 toneladas, sendo que a taxa de expansdo do

mercado de consumo nos (ltimos cinco anos foi de 4% ao ano.

A aplicagdo da fragdo de oleorresina € feita n3o sé na inddstria de alimentos,
especialmente embutidos, mas também pode servir como matéria-prima para obtengéo da fragéo

de dleos essenciais (1% a 3%) com amplas possibilidades de uso na industria de cosméticos.

Por outro lado, como as fragdes de Oleo ¢ de resina sdo imisciveis em agua e
produtos de umidade intermediaria, como embutidos, enlatados e outros, necessario se faz que

haja transformagao para uso na forma de p9, visando a uma melhor homogeneizagio do universo

do produto final.

A necessidade de desenvolvimento de tecnologia agroindustrial, em fungio
basicamente do aproveitamento da pimenta chocha e do crescimento da demanda mundial, faz
com que a busca de alternativas para aproveitamento da pimenta-do-reino assegure a
continuidade de novos plantios € a manutengdo dos existentes, independentemente das

freqlientes oscilagdes de preco.

A entrada de novas cultivares no setor de produgdo faz com que se torne
necessario o0 conhecimento dos teores de piperina, de modo a que se possa oferecer produtos de

caracteristicas definidas.
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Resultados parciais

Experimento 1 - Extracao do dleo essencial e da resina da pimenta-do-reino

O projeto, previsto para ser executado em trés anos, foi efetivamente iniciado em
novembro de 1992, com a instalagao da usina-piloto destinada a extracdo de 6leos essenciais e
resinas (Figs. 59 e 60). Durante as safras de 1993 e 1994 foram coletadas amostras de pimenta-
do-reino nos municipios paraenses de Santa Maria do Para, Igarapé-Acu, Castanhal e Tomé-Acu.
Apés o beneficiamento de pos-colheita, procedeu-se a extragdo do dleo essencial dessas
amostras, em laboratério, pelos processos de Coobacdo e em Usina-Piloto, através do arraste

com vapor d'agua. A separacao do dleo da agua foi efetuada por diferenca de densidade e este

desumidificado através de sulfato de sadio anidro.

1 'l'
é,', x
#
)

FIG. 59 - Vista parcial da usina-piloto destacando-se o extrator de resina.
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FIG. 60 - Vista parcial da usina-piloto destacando-se o extrator de 6leo essencial.

Do residuo resultante da extracao do dleo essencial foi feita a extragao da resina,
também em usina-piloto, utilizando-se alcool etilico como solvente. O fluxograma apresentado na
Fig. 61 e os dados das Tabelas 26, 27 e 28 mostram a metodologia utilizada no beneficiamento da

pimenta, o rendimento em oleo essencial e resina, os teores de piperina e as extragdbes com

solventes, respectivamente.
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FIG. 61 - Fluxograma para extragido de dleo essencial e de resina de pimenta-do-
reino. -
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- Com base nos resultados parciais contidos na Tabela 28, pode-se verificar que os
teores de dleo essencial, determinados em laboratério, encontram-se dentro dos limites referidos
na literatura, porém, s&o bastante superiores aos obtidos na usiha-pilot;a.,'signiﬁcéhdo que devem
ser feitos ajustes, no sentido de otimizar a extragdo. Os teores de resina obtidos na usina-piloto

também podem ser mais elevados apds esses ajustes.

Os resultados contidos na Tabela 27 sado perfeitamente compativels com 0S
encontrados na literatura e, os observados na Tabela 28, serdo discutidos apos as repetictes com

amostras referentes as safras de 1995,

Experimento 2 - Obtengio do oleorresina em po

Esta agio de pesquisa recebeu, no periode de 11 de novembro de 1994 a 10 de
fevereiro de 1995, a consultoria de um pesquisaddr da T akas’ago Perfumary Co. Ltd. e, assim, o

experimento péde ser iniciado.

O oleorresina da pimenta-do-reino” pode ser utilizado na forma como & obtido,
porém, como as fragdes do 6leo essencial e da resina sdo imisciveis e'm &gua e produtos de
umidaae intermediaria como embutidos, enlatados e outros, o produto podera ser transformado
em pdé visando melhor homogeneizagéb.

. P F .

Com essa finalidade, ‘dois testes foram realizados. O primeiro, denominado
“Absorbed Powder" que con5|st|u na mtstura s:mples do oleo essencial, resina, e malte dextrina,
em quanttdades previamente determmadas Os melhores resultados foram encontrados na
seguinte composi¢do percentual; 6leo essencial (2%), resina (2%) e malte dextrina (96%). No
segundo teste, o éleo essencial e a resina foram secados em aparelho “spray dryer” usando-se
maite dextrina como veiculo, e goma arabica e/fou amidos de mandioca, milho e arroz como

agentes emulsificantes.

Considerando-se as dificuldades de secagem, a viscosidade e a emulsificagéo, nos
diversos ensaios realizados, a formulagdo que apresentou o melhor resultado foi: 15% de édleo

essencial; 15% de resina; 40% de goma arabica; 30% de malte dextrina e mais 180ml de &gua.
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Os resultados comparativos entre os dois processos s3o apresentados a seguir.
Absorbed Powder:

- O p6 ¢ obtido em aproximadamente uma hora

- O custo do processo & baixo

- O teor maximo de éleo é de 5%

- O dleo oxida rapidamente e, consequentemente, o produto é instéve!

- O po & obtido em aproximadamente trés horas
- O custo do processo é alto
- O teor de dleo varia de 20% a 30%

- A oxidagéo do dleo é muito lenta e, consegiientemente, o produto & estavel

Experimento 3 - Utilizagdo, em industrias brasileiras de alimentos e de cosméticos,
do oleorresina e do dleo essencial

A utilizagdo do dleo essencial e do oleorresina em indlstrias de cosméticos e de

alimentos, devera ser iniciada em 1996.
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Conclusdes preliminares

o: ... Os rendimentos obtidos na extracdo do dleo essencial e da resina da pimenta-do-
reino: podem ser otimizados, permitindo o aumente percentual dos teores, indicando maior

viabilidade para o uso do tipo preta chocha.

. Os teores de 6Ieo e resina da pimenta-do-reino obtidos nesta pesquisa ndo diferem
dos encontrados na hteratura 1nternac10nal ewdenc:ando portanto possiblidades de atender ao

mercado mterno e parhcnpar do externo

Os teores de piperina determmados na resma e nos graos permitem mdlcar 0 dlcool
etilico como substltuto do dtcloroetano e acetona solventes comumente utilizados, e com a

vantagem de ser produzido em larga escala no Brasil a baixo custo. !

O oleorresina (mistura do 6leo essencial com resina) vem sendo utilizado na forma
em que é obtido, ou seja, um liquido viscoso de coloragiio verde-oliva a verde-escuro. Existe a
possibilidade de ser transformado em pé, o que permite melhor homogeneizag&o com produtos de

umidade intermediaria.

- O oleorresina em po, na forma de “absorbed power”, implica na utilizagdo imediata
do produto, enquanto que o obtido em “spray dryer’ apresenta-se bem mais estavel. Contudo, a
goma arabica, utilizada como agente emulsificante devera ser substitulda por outro produto,

devido ao elevado pre¢o no mercado.
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Difusao de tecnologia

‘ - Apresentagéo de trabalho no Workshop "Geragao de Tecnologia Agroindustrial para o
Tréplco Umido". Convénio CPATU/ICA., Margo de 1994: "Extracio do éleo e do oleorresina da

pimenta-do-reino” em Belém, PA",

- Atendimento a produtores da Cooperativa Agricola Mista de Tomé-Agu, em 1994,

- EMBRAPA gera tecnologia com cooperagéo técnica do Japao - entrevista concedida ao
jomal *O Liberal”, de 6 de abril de 1994.

- Palestra para pesquisadores do CPATU em 1994 e 1995.

- Artigo sobre tecnologia da pimenta-do-reino na série coleg#o plantar, da EMBRAPA em
1995.

- Cursos para professores e alunos da Escola Agroindustrial Juscelino Kubistschek em
1995.

- Informacgdes prestadas a professores da UFPA & FCAP.
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COMPORTAMENTO DE GERMOPLASMA DE PIMENTA-DO-REINO EM RELAQAO A
PRODUTIVIDADE E RESISTENCIA A DOENGAS EM REGIOES DA AMAZONIA
BRASILEIRA

Fernando Carneiro de Albuquerque
Maria de Lourdes Reis Duarte
Angela Maria Leite Nunes'

Ruth Linda Benchimol Stein’

Marli Costa Poltronieri’

Raimundo Parente de Oliveira’

Resumo: Com a finalidade de obter novas cultivares de pimenta-do-reino, para exploragio
comercial na regido, foram testados doze gendtipos durante seis anos consecutivos nos
municipios de Tomé-Agu, Castanhal e Capitdo Pogo, tradicionais produtcres de pimenta-do-reino
no Estado do Par4. Considerando a produtividade e os indices de infecgfio de fusariose, foram
avaliadas as cultivares Kottanadan 1 e 2, lagara 1 e 2, Kuthiravally, Apra, Cingapura, Chumala,
Perumkodi, Bragantina e Guajarina. A cultivar Cingapura foi utilizada como referéncia, devido ser
a mais explorada na regiéo, ha mais de 40 anoes. Para avaliagdo foram instalados experimentos de
campo, em blocos casualizados com trés repetigbes. Os resultados obtidos durante cinco anos
indicaram que as cultivares Kottanadan-1, Kuthiravally e Apra, apesar de suscetiveis a fusariose,
apresentaram produtividade mais elevadas, em kg/ha de pimenta preta, independente da
localidade. No entanto, a maturagdo tardia dos frutos, além da suscetibilidade a fusariose, tem
dificultado a aceitagdo dessas cultivares por parte dos produtores rurais. Para estudo da genética
do patdégeno Nectria haematococca f.sp. piperis (Fusarium solani f.sp. piperis) foram
desenvolvidos trabalhos de pareamento de culturas monospéricas de ascosporos e de
macroconidios. Detectou-se que a maioria dos isolamentos que ocorrem, em condigdes
ambientais naturais, & hermafrodita e alguns masculinos. Nao foram encontrados isolamentos
femininos. Os fatores de compatibilidade heterotalica encontram-se bem distribuidos na populagio
do fungo. Foram determinadas algumas espécies de Piper hospedeiras desse fungo. Os ensaios
de enxertia, em espécies nativas de Piper demonstraram que algumas dessas espécies poderiam
oferecer vantagens na conservagio de gendtipos de pimenta-do-reino, considerando a rusticidade

e a tolerdncia a fusariose, da planta porta-enxerto.

Eng Agr. M.Sc. EMBRAPA - CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017- 970 Belém, PA,
Eng Agr. Ph.D. EMBRAPA - CPATU.
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BEHAVIOR OF BLACK PEPPER GERMPLASM IN TERMS OF PRODUCTIVITY AND
RESISTANCE TO DISEASES IN REGIONS OF BRAZILIAN AMAZONIA

Abstract: With the aim of obtaining new cultivars of black pepper for commercial use in the
region, we tested twelve genotypes over a period of six consecutive years in the municipalities of
Tome-Agu, Castanha! and Capitdo Pogo, traditional black pepper production regions in the state of
Para. We tested cvs. Kottanadan 1 and 2, lagara 1 and 2, Kuthiravally, Apra, Singapore, Chumala,
Perumkodi, Bragantina and Guajarina for productivity and rates of fusariose infection. Cv.
Singapore was used as a reference, for being the most cultivated in the region for over forty years.
Field experiments were conducted to evaluate those cultivars, in randomized blocks with three
replications. The results of more than five years study showed that cvs. Kottanadan-1, Kuthiravally
and Apra, although susceptible to fusariose, have the highest yields, in kg/ha of black pepper,
regardless of location. Notwithstanding, this susceptibility combined with their late fruit ripeness
make these unpopular to local farmers. Single ascospore culture were crossed reciprocally to study
the genetics of the pathogen Nectria haematococca f.sp. piperis (Fusarium solani f.sp. piperis). To
date, it has been detected that most isolates occurring under natural conditions, are
hermaphrodites with some males. No female isolates have yet been isolated. Heterothallic

compatibility is well distributed throughout the fungus populations.

Objetivo

Este projeto tem como objetivos selecionar cultivares de pimenta-do--reino
adequadas a exploragdo comercial no Estado do Para; determinar isolamentos de Nectria
haematococca f.sp. piperis quanto as caracteristicas de patogenicidade, sexualidade e
compatibilidade heterotdlica e avaliar a compatibilidade por enxertia, entre espécies nativas de

Piper com a pimenta-do-reino, visando & conservagio de germoplasma dessa espécie.
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Justificativa

A cultura da plmenta -do-reino é lmportante na economla do Estado do Paré por ser
um produto de exportag:ao O Brasnl tem ocupado o quarto Iugar entre os principais produtores
dessa piperdcea, com uma produgdo que varia de 20 a 30 mil toneladas por ano, sendo que a
demanda mundial & de cerca de 150 mil toneladas. Devido & ocorréncia de doencas severas,
entre as quais destaca-se a fusanose e ao aumento de insumos e de mao-de-obra, o custo de
final para exportagéo Toma -se necessérlo desenvolver tecnologias v1sando 0 aumento da
produtividade ou da Iucrat:v:dade. A obtengdo de cultlvares mais produtivas, com caracteristica de

toleréncia a fusariose, constituiria em tecnologia das mais importantes para que o Brasil continue a

concorrer no mercado externo,

b

O aumento da variabilidade genética da pimenta-do-reino poderé'possibilitar o}
desenvolvimento de novos sistemas de produgao pnnmpa!mente envolvendo consdrcios, para
tornar a exploragéo da area mais lucrativa. A fusarlose no Estado do Para, € um dos problemas
mais sérios para a cultura, tendo concorrido para a redugdoc da area cultivada e da produtividade,
onde a produgdo brasileira chegou a atingir de 30 a 40 mil toneladas na década'de.-ao.-
Atualmente, o produtor brasileiro recebe por quilo de pimenta preta cerca de US$ 1,20, (5 que é
insuficiente para as des‘pesas de manuten¢do da area cultivada, colheita e pfeparo do tipo de

pimenta para comercializag&o.

)

O conhecimento mais profundo da biologia do patdgeno tem concorrido para a
selecdo de medidas mais adequadas para o controle de doengas de importancia econémica em
varias culturas.. Além diéso, estudos com fungos patogénicos tém. contribuido ‘para o
desenvolvimento da micologia e de trabalhos de importancia dientif ca como o preparo de teses.
As regides do trépico umido apresentam diversidade de espécies nativas de P:per mas pouco tem
sido feito para o] aproveltamento dessas espémes no melhoramento da cultura da plmenta do-
reino. Os trabalhos visando' avallar a compahblhdade por enxertla dessas especnes com a
plmenta-do-relno poderdo contribuir para a manutengéo mais adequada de genétlpos destaE

espécne em 4rea de ocorrénc1a de fusanose
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Resultados parciais

Expenmento 1- Comportamento de germoplasma de pimenta-do-reino em areas de
NI ocorréncia de fusariose

_ -Foram instalados ensaios para .avaliar;éc:'dé cultivares de pimenta-do-reino nos
municipios de Castanhal, Tomé-Acu e Capitso Pogo, PA. Estéo sendo obtidos, anualmente, dados
de produtividade e de incidéncia de fusariose. Os ensaios foram instalados em blocos a0 acaso,
com dez pimenteiras Uteis por parcela, testando doze cultivares. Adotou-se o plantio em fileiras
duplas, colocando-se os tutores em posigdes 'divergehtes,"de maneira a estabelecer um sistema’
de plantio triangular. As pimenteiras“séo-cbnduzidas‘"‘em'tutores mortos de' madeira de boa

qualidade e de longa durabilidade, com 2,5m a 3,0m de altura.

. ‘Foram feitas comparagdes dos resultados obtidos nas diferentes areas produtoras.
Analisaram-se os dados obtidos até 1992 em Castanhal, onde o ensaio fol localizado no meio de
um pimental comercial com 25 mil pimenteiras. A incidéncia da doenga foi maior devido & elevada
concentragéo da populagdo do -hospedeiro e, conseqilentemente, ao aumento do nivel de
ésporulagéo do patégeno, apés desenvolvimento das fontes de infecgio primarias, Em Tomé-Agu

e Capitdo Pogo os ensaios foram instalados em areas isoladas de outros plantios de pimenteira-

do-reino.”. -~

Devido & menor quantidade de fontes de infec:;ée's primérias, al p‘ropa.g'agéo da
doenca tem sido mais lenta do que a evolugio das infecgdes ocorridas em Castanhal, durante o
ciclo de produtividade de cinco anos. Embora tenham ocorrido percéntagens elevadas de perdas
de pimenteiras devido'a fusariose, as coletas de dédos‘de produtividade e de incidéncia da

doenga, continuaram sendo feitas no periodo de 1993/1994.

' A mcrdencla da doenga fo: mais severa‘ no expenmento lnstalado em Castanhal
onde os mvels de concentragées de moculo tornaram-se elevados devido a malor populat;ao de |
hospedelro cerca de 30 mil plmentelras em vo!ta da érea experlmental Nos ensalos de Tomé—Agu
e Capitdo Pogo lnstalados em éreas |soladas de outros plantios de plmentelra-do relno, as

percentagens de plantas mortas por fusariose foram menos acentuadas. Os resultados mdncaram
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que todas as cultlvares sdo suscetlveas é doenga causada pelo fungo Fusanum solam f. sp.
pfpens em condtg:ées de campo Em area mu1to mfestada. como a do expenmento de Castanhal,
verificou-se que, a partir de quatro anos de idade, as cultivares Kuching e Kottanadan-2, foram as
‘mais atingidas pela doenga (Tabela 29). Nos énéaios isolados de Tomé-Agu e Capitdo Pogo hio

foram observadas diferengas significativas entre as suscetibilidades das cultivares (Tabela 30). -

TABELA 29 Percentagem de plantas’ mortas por fusariose (ppmf) no munlclplo de

»

Castanhal - plantlo' margo de 1985

ppmf
L (%)
Cultivar * -

1986 . 1987 1988 .. 1989 . 1990 -
lagard-2 . .. 10,00 a. :3000a 3000 bc 3500 bec 50,00 a -
Apra 100" /5,00 a:. 3000 a 3500 bc: 50,00 abec 55,00 a -
Cingapura ; 71000 a : 1000a - 3500 b - 50,00 abc 50,00 a
Guajarina - 0,00 a (. .1500 a 2500 "~ ¢. -4500 abc 60,00 a’
lagara-1 - 000a 1000a 2000 "¢ ‘2000 ¢  3000a -
Brangantina - 000a:’1500a 2500 ~“c 40,00 ab'c 50,00 a- -
Karimunda "~ 0,00 a 10,00 a 40,00 b'¢c-  40,00.abc | 55,00 a
Kotténadan-1 : 0,00 a - -.20,00 a 25 00 c 2500 bc 4500 a -
Kottanadan-2 000 a  4000a 7000 ab 80,00 ab 85,00 a
Kuchmg 0,00 a 45,00 a - 80,00 a 9500 a J 85,00 a
Kuthlravally o 0,00 a 25,00':_5_ | 35,00 b 50,00 abc 60002
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TABELA 30 - Percentagens de plmentelras mortas por fusarlose (ppmf) ‘nos
municipios de Tomé-Ag¢u e Capitio Pogo - plantlo margo de 1987.

_—

ppmf
(%) , i
Cultivar Capitao Pogo Tomé-Agu ‘
1990 1991 1992 1990 1991 1992
Guajarina 667a  1000a' 2000a  333a 1000a 2666a |
lagara-1 333a  333a  1000a  000a 1000a  1333a
" Cingapura 333a  333a 10,00a " p00a 333a  1000a
‘Kottanadan-t  333a. 1667a 3333a  000a.. 1333a.. 20,00a
Bragantina  000a 0,00a 667a  ~ 000a _ 333a . 1333a
lagara-2 0,00a 667a. 2000a .. B867a:  1333a 2000a .
Karimunda  0,00a  3,33a. 1611a - 000a : 667a 20,00 a
Apra. - .0,00a ~ 667a .12622a - .. 0,00a : 3,33a 10,00 a =~
Kottanadan-2 :0,00a - 23,33 a _ 33,33 a | ‘.0,00 a [.6,67a | 20,00a ..
Kuching - - 0,00 a '16,67a 30,00a T - e _ | -
Kuthiravally ~ 0,00a  1667a 2666a - .  000a ..1333a  2333a .-
Perumkodi ~ 0,00a ~ 000a 1000a . ::’000a. . 333a 26,66 a
Chumala e -.:, - 47170002 7.10,00a © 10,00 a-

Em todos os éxperimentos as cultivares Kottanadan‘l Kuthlravally e Apra
destacaram-se em produtlwdade de plmenta preta por hectare mesmo ‘em. Castanhal, onde

ocorreram epidemias severas da fusariose (Figs. 62 e 63).
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FIG. 62 - Plantas de pimenta-do-reino mortas por fusariose ao longo dos

anos.
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FIG. 63 - Produtividade de cultivares de pimenta-do-reino durante cinco anos de
produgao.



A fusariose tem se desenvolvido em pimenteiras espalhadas em diferentes pontos
dos ensaios. A partir dessas fontes primarias de infeccdo, os esporos do patégeno tém se
disseminado para pimenteiras vizinhas. Devido a elevada incidéncia da doenga, o ensaio de
Castanhal foi encerrado no quinto ano, quando a maioria das cultivares apresentava mais de 60%
de incidéncia da doenga. Nos ensaios isolados de Tomé-Agu e Capitdo Pogo, parcelas de
pimenteiras com seis anos de idade, de cultivares de elevada produtividade, ainda apresentavam

desenvolvimento vigoroso (Fig. 64).

FIG. 64 - Parcela da cultivar Kottanadan-1 aos

seis anos de idade, no municipio de
Tomé-Agu, PA.
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A andlise conjunta dos resultados dos ensaios realizados nos trés municipios
demonstrou que as cultivares Kottanadan-1, Kuthiravally @ Apra, foram as mais produtivas em
kg/ha de pimenta preta (Tabela 31).

’

TABELA 31- Anahse conjunta da produtmdade de pimenta preta de treze cultwares
- de pimenta-do-reino, nos municipios de Castanhal Tome-Agu e
Capltao Pogo, durante cinco anes.

Cultivar Produtividade média (kg/ha)
Kotanadan-1 10.779,80 a '
 Kuthiravally : - 806461 ab
Apra | - ' 757584 ab
Guajarina 718322 bec
Bragantina o 697376 becd
lagara-1 i 6.65468 bcd
Kottanadan-2 . 652050 becd
lagara-2 595980 becd
Karimunda  5.778,09. :_ bcd
Cingapura : ' '  5506,34" bed
Perumkodi . 369274 - cde
Kuching _ _ 3.449,17 de
‘Chumala’ | 143604 e

*Médias de cinco repetigbes. -

~ No periodo de 1993 a 1995, os Indices de infecgbes de fusariose aumentaram em -
algumas cultivares. No enta.nto, ocorreram diferengas entre os indices dos dois municipibé,
provavelmente, devido as condigbes irregulares de distribuigéo da qﬁantidade de inéci:los, durante
bé perfodos adequados para o estabelecimento das infecgbes.

Em Tomé-Ac;u'.l as cultivares mais infectadas nesse periodo foram Guajarih.a.'-‘
Kuthiravally, Apra, Karimunda e Perumkode;, em Capitdo Pogo, os maiores indice}s de
s_tjscetibilidade ocorreram nas cultivares Kottanadan-2, Apra e Kuthiravally. Embora a incidéncia
da doenga tenha evoluido, as cultivares Kottanadan-1 e Kuthiravallly continuaram apresentan&do}
produtw:dade mais elevadas. Verificou-se ligeira queda de produc;ao na cultivar Apra, porém ﬂcoul
sﬂuada entre as mais produtwas Destacaram-se também em produtividade as cultivares
Bragantina, Guajatina e Iagaré-1 em Tomé-Agu; e Clngapura Gua]anna e Karimunda, em Capltao
Pogo (Tabela 32). '
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Com base nos dados de produtividade, obtldos no periodo de 1993 a 1994 as
cultlvares Kottanadan 1, Kuthlravally e Apra contmuaram destacando -se das dema:s No ensaio de
' Capltao Pogo, em 1994 a cultlvar Kanmunda apresentou mdtce de produtlwdade mais elevado do

que nos anos anterlores

Em condlgoes de fndlces elevados de fusanose ocomdos em Castanhal no
terce:ro e quarto anos de produg:ao essas cultlvares continuaram a manter niveis de produtwndade
por hectare superiores ao da cultlvar Cingapura, tradlcmnal na regido. Porém ainda nao foram :

: bem aceitas pelos produtores | reglonals provavelmente por apresentarem maturagao tardia e
propagagao mals dificil do que a C:ngapura Torna- se-la necessario desenvolver e acompanhar
unidades de observagao efou demonstrat;,ao com plant[os em 4reas maiores para estabelecer de
maneira mais segura, o comportamento dessas cultivares em culturas com finalidade comercial.
Devem ser mals adequadas para pequenos € médios produtores em s:stemas consoraados com
outras culturas, pnnc:palmente em epocas em que 0s pregos de comermallzagao possibilitem -

melhor convwenma da cu[tura ¢com a fusanose

De acordo com os dados dlsponlvels pode ser recomendada a utilizacio dessas =

" cultlvares em programas de melhoramento e para a selegao de novos 5|stemas de produgao de
pimenta-do-reino no ambiente regional, tais como a ut:hzagao de sombreamento e condugio em
tutor vivo, a redugéo da.érea explorada pelo brodutor eo desen\)olvimento de formulac}ées de
fertilizantes mais adequados para ‘cada cu[t:var ‘com wstas a redugao dos |nd|ces de mfecg:ao

causada pelo fungo Nectria haematococca (Fusarium solani f sp. pireris).

Das pimenteiras lnfectadas com smtomas da doeng:a coletaram -se amostras para
anal:se de laboratério. Das partes infectadas do caule (Fig. 65) e das raizes, foi tsolada com

freqiéncia a forma de Fusarium solani patogénica a plmenta-do-relno
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FIG. 65 - Sintomas de secamento de ramos da

pimenteira-do-reino  causados por
fusariose.

Das amostras com estruturas do estadio perfeito Nectria haematococca f.sp.
piperis) (Fig. 66), foram obtidas culturas purificadas com capacidade de produzir peritécios e
ascosporos em meio de cultura. A partir dessas culturas com estrutura do estadio perfeito,
poderdo ser executados experimentos para caracterizagdo da genética e da patogenicidade de
isolamentos de N. haematococca f.sp. piperis, tendo em vista que as populagdes compativeis

quanto & sexualidade e a fatores de compatibilidade ("Mating types”) nao estdo bem
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estabelecidas. Para um estudo mais criterioso do fungo, torna-se necessario estabelecer uma
proposicdo de agao ou projeto de pesquisa, incluindo objetivo, metas, hipéteses cientificas,

materiais e métodos e cronograma de execugao.

FIG. 66 - Peritécios de Nectria haematococca f.sp.
piperis, formados na regiao do nd, apds
a necrose dos tecidos.
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No periodo de 1993 a 1995 de por¢des infectadas do caule e raizes continuaram a
ser obtidas culturas purificadas de N. haematococca f.sp. piperis. De uma cultura em que ocorreu
produgao de peritécicos férteis isolada de pimenteira, coletada no municipio de Ipixuna, obtiveram-
se culturas monoascospéricas e monoconidiais em meios de batata-dextrose-agar (BDA) e batata-
sacarose-agar (BSA). Mantidas em condigbes de regime de luz com periodicidade de 12 horas e
temperatura de 25°C, durante 20 dias, ndo produziram frutificages férteis do estadio teleomérfico,
como as culturas matrizes. Através de cruzamentos ou pareamentos de 30 isolados obtidos, nas
combinagdes possiveis, foram separados quatro hermafroditas e um masculino. Das culturas
hermafroditas, trés possuiam o fator de compatibilidade (-) e um o fator (+). Na cultura masculina
determinou-se o fator (+). Apés a realizagdo dos ensaios de cruzamentos, as culturas foram
mantidas em condiges adequadas para desenvolvimento de peritécios, ou seja, periodicidade de
12 horas de luz e temperatura de 25°C. No caso de fatores opostos e sexualidade adequados a
fertilizagéo, os peritécios comegaram a se desenvolver com oito a quinze dias apds o inicio dos

ensaios.

Dispondo-se de isolamentos com sexualidade e fatores de compatibilidade
identificados, conta-se com um elemento auxiliar para a identificagdo mais segura de outros
isolamentos do fungo N. haematococca f.sp. piperis. Dessa maneira, comprovou-se, através de
cruzamentos obtidos de pimenta-do-reino e de Piper aduncum, que essa espécie &€ hospedeira

nativa dessa forma de N. haematococca patogénica a pimenta-do-reino.

De amostras da cultivar Guajarina coletadas em Tomé-Agu, foram obtidas culturas
. de nova espécie de Fusarium, que apresenta caractaristicas de F. oxysporum. Estio sendo
desenvolvidos trabalhos para determinar a capacidade fitopatogénica em pimenta-do-reino e a

identificagdo especifica adequada desse fungo.
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Expenmento 2- Obtengao de mutantes de pimenta-do-reino resistentes a fusariose
atraves da radiagéo gama

Estacas de pimenta-do-reino da cultivar Cingapura foram irradiadas com :?,5kf;e
3,0kr de radiagdo gama na fonte de 60 Co. Apbés a obtengio das mudas, estasj forah
transplan"tadas para local definitivo em solo recém-desmatado no Campo Experimehtal do
INATAM, no mun:ciplo de Tomé-Agu As plantas matnzes foram condumdas através de podas
anuais, com o ob}etivo de estimular a brotagao das gemas Iaterals para aumentar a possnblhdade

da obtengéo de um setor homogéneo na quimera formada.

Apds algumas podas obtiveram-se estacas de terceira ramificag&o (vM3) de plantas

matrizes, que foram inoculadas com Fusarium solani f.sp. piperis.

i :
Apds as avaliagbes no campo foram selecionadas plantas que apresentaram maior

nivel de resisténcia ao patégeno. Estas plantas, apés multiplicagio e preparo de mudasf,-foi‘ém -
transplantadas para o campo em area da Cooperativa Agricola Mista de Tomé-Agu (CAMTA) com
0 objetwo de serem feitas novas aval:aqoes para resisténcia a fusariose e observagfes em relat;ao 3

as caracterist:cas agronémicas.

Estas p!antas foram avaliadas por um periodo de quatro ahos Na Tabela 33 estéio . |

apresentados os dados de avaliagdo em relagdo a produgio, vigor, resisténcia a fusar:ose ea

seca.
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O experimento encontra-se em fase de novas avaliagSes, apbs multiplicagéo
vegetativa de plantas com caracteres desejaveis em rela¢ao a produgao e res:stencla a fusanose
as quais foram plantadas em feverelro de 1994, em érea de produtor em Tome-Agu Deverao ser
acompanhados, penodlcamente a fim de se obter dados de |nc1den<:|a de doent;a e produtlwdade
para selegbes definitivas. Os ensalos foram instalados a partir de estacas dos‘ sete mutantes mais

promissores quanto as caracteristicas desejaveis.

Os solos das areas experimentais encohtravam-se naturalmente infestados com

esporos do fungo N. hasmatococca f.sp. piperis agente etiolédgico da fusariose da pimenta-do-.
reino. Numa das propriedades, varias mudas, em algumas manchas de solo, 'morréram devido a
excessiva retengdo de &gua no solo. Em ambas as propriedades_, as pimenteiras étingiran:': a idade
de dois anos e a fusariose n3o ocorreu em nenhurha pimenteira. E ésperado que a doenca
comece a se desenvolver apds a primeira produgdo, quando poderdo ser feitas avaliagdes iniciais

quanto a tolerancia dos diferentes gehétipos.

Experimento 3 - Conservagao de germoplasma de Ptper nigrum através da enxertla'
em Piper colubrmum '

Nesté sistema uﬁlizou-se a P. colubrinum como porta-enxe&o, por abresentar |
resisténcia & fusariose, evitando a infecgao do sistema radicular pela doengaé Na bade aérea, 0
controle foi feito através de apliéagﬁes de produtos quimicos. Como os solos da &rea do CPATU
encontram-se infestados de Ft{.éan‘um solani f.sp. piperis, a técnicalde enxertia pode funcionar
como elemento auxiliar na conSe'fvagéo, propagégéo e enriquecimento do BiGF‘;‘R.f Estdo sendo
- formadas cole¢gdes pequenas errit canteiros de 10 x 1,5m. Nos primeiros canteiros 'instal.feldos. giem“
margo de 1992, obtiveram-seu dados de crescimento e produgdo de estacas sadias de pimenta_-do?

reino obtidas de matrizes enxértadas de nove acessos (Tabela 34).

155



£6/20/S0 :CJUaWIAIOAUSSSP OBSElEAY
Z6/0/60 onuerd op ejeg

£6/€0 ‘Bpod
61 gLl £) g'sy e've E[ewunyy
T4 8l 9’ 14 0&¢ Aleaeiiny
ge g'vz o't £'8g 0S¢ "y2]0/6uID
vl €'z b 9'82 9'6bL esndebui)
9'ce g'ge £l o'vy £'eve L'S 8UOID
9'gl o'g } 144 9¢cle Bunjueieg
£'€T 9‘'le £'T £'¥S 9'Lve iquelq
o'alL €L e'l 12> g'e6l eunuebeig
Zc rA? el £'85 0S¢ EPpUNLULIES]
sou sjop soodonoibeld $021dQJj0H0 (wo) (wo)
ap seode}s] Sowey sowey einbien ein)y 0$S20Y

OlpoW OJSWNN

CJUSWINS2)2 3p EIPON

wnuugnjod sadid

Wwa sepepaxus selsjuaiuid ap SOSSadE 9p SEIE)Sa 9p orSnpoid a oAnelebaA ojuswiiAjoAuasa( - € V1IEYL

156



Estdo sendo obtidos dados relacionades com a ocorréncia de doencgas e com o
desenvolvimento dos ramos de crescimento visando & obtengao de maior nimero de estacas de

propagagao sadia de dois nés. Apenas uma matriz do acesso Djambi foi infectada pela fusariose

aérea.

Deverdo ser avaliadas outras espécies nativas como porta-enxertos, como a P.

aduncum,

Foram realizadas co!etas de outras espeues de Piper nativas, num total de quinze
espécnmens vnsando a formagéo de uma colec;ao viva com |dent|f|cag:ao correta avahagéo da
compatibilidade com a p:menta-do—relno ) determmagéo das relaq:oes com a° Nectna'
haematococca. Nos canteiros para testes de noves acessos vem ocorrendo ataque de uma
especne de cochonilha branca, do género Pseudococus, que :nfesta as raizes de P. colubnnum
prejudlcando o desenvolvimento ou matando a planta Esta sendo avahado 0 controle com

aplicagfes de carbofuran granulado, em volta do pé da planta.

Foram realizados ensaios iniciais para avaliar a possibilidade de ﬁtilizaqéo de outras
Aespécies de Piper como porta-enxerto. As espécies de Piper aduncum e Piper hispidum
apresentaram compatibilidade inicial com os acessos: lagara-1, Karlmunda Apra, Guajarma
Kottanadan-1. Os ensaios devem ser ampliados, para avaliar o comportamento das plmentelras '
enxertadas no campo e o desenvolvimento vegetativo de outros acessos enxertados nesses porta-
enxertos, . visando a produgé_o de estacas‘de propagagao. O,;objetli\{g é utilizar a rusticidade e
tolerancia a doenga, das espécies naﬁvas, para a mahutehgé;i \c’je gé_rjétipds em sclos explorados

com a cultura.
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Conclusoes preliminares

Os resultados obtidos, embora ndo sejam de carater definitivo, possibilitaram tirar

algumas conclusées:

As cultivares mais produtivas, em ciclo de cinco anos de avaliagdo da produgio de

pimenta breta foram a Kottanadan-1, Kuthiravally e Apra.

Todas as cultivares testadas foram suscetiveis a fusariose; os indices de incidéncia

da doenga aumentaram apés o terceiro ano de produgéo.

Algumas espécies nativas de Piper, como a P. aduncum e P. colubrinum vém
apresentando compatibilidade parcial, por enxertia, com a pimenta-do-reino, 0 que constitui
indicagéo de que poderao ser utilizadas como porta-enxertos para a conservagao de genétipos de

P. nigrum, em area de ocorréncia de fusariose.

Difusao de tecnologia

- Treinamento para dois pesquisadores da Replblica Dominicana sobre doengas e

conservagac de germoplasma de pimenta-do-reino.

- Apresentacdo do trabalho no XVIIl Congresso Brasileiro de Fitopatologia, em
agosto de 1995.

- Visitas a produtores de pimenta-do-reino nos municipios de Capitdao Pogo (14 a
17/03/95 e 22 a 23/08/95) Castanhal (13/03/95) e Tomé-Agu (26 a 29/09/95).
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ELETROFORESE DE ISOENZIMAS






CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DE GERMOPLASMA DE FRUTEIRAS

- Carlos da Silva Martins'

- Marli Costa Poltronieri'
Milton Kanashiro*
'Rafael Moysés Alves'

- José Maria Gaia®
Hyroyuri lketani®
Tadashi Kajita* -

Resumo: A 'caracterizagéo e avaligdo conven‘cional'das colegbes de germoplasma, geralmente
fornecem poucas informagdes, que ‘além de demoradas estdo sujeitas & influéncia de \rériagées
ambientais. A utilizagdo de marcadores moleculares permite maior eficiéncia na utilizagdo dos
recursos. genéticos regionais.' Este projeto busca’ adefinicdo de métodos ‘de andlises de
eletroforese de isoenzimas para culturas de interesse regional,’como efetuar a caractérizagao das
cole¢Ses destas culturas através de marcadores isoenziméaticos. Foram ' realizados ' cinco
experimentos com espécies regionais, visando definir protocolos. Os resultados permitiram definir |
alguns protocolos para andlise de eletroforese de isoenzimas em pimenta-do-reino, utilizando-se

gel de amido.

Eng Agr. M.Sc., EMBRAPA - CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017-970. Belém, PA.

Eng Agr., Ph.D, EMBRAPA - CPATU,

Bolmsta de Pés-graduagiio da UFPa,

* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA. Av, Nazaré 272, Sala 105. Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA.
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BIOCHEMICAL CHARAGTERIZATION OF GERMOPLASM IN FRUIT TREE SPECIES

Abstract: The objective of the project is_ to define methodologies for isozyme electrophoresis
analyses for crops.with regional interest :(black pepper, jaborandi, ipecacuanha, guarana and
brazilnut), and to charac.teriz.é the germpplasm collections of these cultures through markers from
isozyme.The conventional ch'arac_terization! and evaluation of germob]asm collections provide little
information, besides being slow and_ sl}bjéct to the influence of environmental conditions. The
utilization of molecular markers provides greater efﬁf:iency in the utilization of regional genetic
resources. Thus, the objective of this prbject has been to define methods of isozyme |
electrophoresis analyses for species of regional interest, characterize the collections in these
cultures through markers from isozyme. Five experiménts were conducted using regional species,
seeking to define protocols. The results have enabled us to define protocols for isozyme
electrophoresis analyses in black.pepper. utilizing starch gel. . The phosphoglucose isomerase
(PGI) isozyme was polymbrphic for black pepper showing genetic variability among germoplasm

collection accessions.

Objetivo

O projeto tem como objetivo definir metodologias de analises de eletroforese de
isoenzimas para as principais culturas de interesse regional (pimenta-do-reino, jaborandi, ipeca,
cupuagu, guarana e castanha-do-brasil), e caracterizar, através de marcadores isoenzimaticos, as

colegdes de germoplasma dessas culturas.
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Justificativa

O uso da.s técnicas de marcadores mollet:ulares proporciona maior eficiéncia na
conservagéo, caractenzagéo e uso dos recursos geneéticos, além de possublhtar a eliminagao de
duplicagées de acessos e formagao de Bancos de Germoplasma mais compactos (maior
diversidade, com menor nimero de acessos). Qutro aspecto, é que a identificagdo imediata de
individuos por marcadores genéticos podera éervir de grande auxilio na caracterizagio dle
genotipos resistentes a doengas e estudos da relagio patégeno-hospedeiro, aspecto importante,
levando em conta os problemas de doengas na regido (ex: pimenta-do-reino, dendé, seringueira,
etc.), onde as técnicas convencionais de fitopatologia e melhoramento genéﬁco até o momento

nao tém sido efetivas.

Resultados parciais

Experimento 1 - Eletroforese em gel de amido utilizando pimenta-do-reino, cupuagu
" eurucu

Este experimento teve como objetivo verificar as respostas de tecidos (folhas
jovens) de pimenta-do-reino, cupuagu e urucu, em relagio a anslise de elétroforese de
isoenzimas, utilizando gel de amido. Os resultados mostraram que dos cinco sistemas de enzimas
utilizados (Menadrona Pedutase - MNR; Enzima Malica - ME; Alcool Desidrogenase - ADH;
Glutamato Desidrogenase - GDH e Glutamato Oxaloacetato Transmitase - GOT), somente as
enzimas MNR e ME apresentaram bons resultados. Em pimenta-do-reino, ocorreu bandeament6
nas dez amostras estudadas, em ambas as enzimas: no urucu somente ocorreu bandeamento

para duas amostras (em ME); enquanto que o cupuagu ndo apresentou bandas.
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Experimento 2 - Analise de eletroforese de isoenzimas utilizando espécies tropicais

O objetivo deste experimento foi verificar a resposta de um grande niimero de
espécies tropicais em relagdo a analise de eletroforese de isoenzimas , utilizando ge! de amido. As
espécies utilizadas foram: maracuja, goiaba, maméo, batata-doce, milho, quebra-pedra, boldo,
jaborandi, cupuagu, pimenta-do-reino e urucu; para os seguintes sistemas enzimaticos: MNR, ME,
ADH, GDH e GOT. Foram utilizadas folhas jovens de dois individuos por espécie. Os resultados
mostraram que somente ocorreu bandeamento em MNR (maracuja, batata-doce, milho,

indigéfera, ipeca, jaborandi, pimenta-do-reino e urucu), ME (mitho) e GDH (pimenta-do-reino).

Experimento 3 - Caracteriza¢do genética de acessos do Banco de Germoplasma de
pimenta-do-reino, utilizando eletroforese de isoenzimas.

O objetivo foi verificar diferengas genéticas entre 26 acessos do Banco de
Germoplasma de pimenta-do-reino. As etapas do processo de coleta de material no campo e ¢

preparo das amostras (macera¢ao) no laboratério estido apresentados nas Figs. 67, 68 e 6.
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FIG. 67 - Coleta de tecidos vegetais jovens (sementes, caules e folhas) de
pimenta-do-reino, EMBRAPA - CPATU, Belém, PA, 1995.

FIG. 68 - Armazenagem de tecidos vegetais de pimenta-do-reino em isopor
com gelo, EMBRAPA - CPATU, Belém, PA, 1995.
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FIG. 69 - Etapa de maceragao e centrifugagdao das amostras coletadas
(extragao das enzimas), EMBRAPA - CPATU, Belém, PA, 1995.

Foram testados dois tipos de tampdes gel-eletrodo e dez sistemas de enzimas:
Sistema tampao n® 1 (GDH, MNR, ME, MDH e PGM) e Sistema tampdo n° 2 (Malato
oesidrogenase - MDH, Fosfoglucomutase - PGM, Fosfogluconato Desidrogenase - 6GP, Isocitrato
Desidrogenase - IDH, Isocitrato Desidrogenase - SDH, Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase -

G3P e Fosfoglucose Isomerasi - PGl).

Apresentaram bandas as seguintes enzimas: MDH, SDH, 6PG, IDH, PGl e ME. Em
PGl verificou-se a existéncia de dois loci: Pgi-1 e Pgi-2 (Fig. 70). O locus Pgi-1 apresentou o
mesmo tipo de gendtipo (homozigoto) nas 26 amostras (locus monomorfico); o locus Pgi-2
apresentou pelo menos dois gendtipos bem visiveis: ab e bb (locus polimérfico). Em ME observou-
se um locus monomorfico e homozigoto (Fig. 71). Em IDH verificou-se um locus monomoarfico e
heterozigoto. Em SDH identificou-se um locus polimérfico, provavelmente com trés alelos. Para a
enzima 6PG verificou-se um locus, talvez polimérfico e heterozigoto; enquanto que em MDH

observou-se trés loci, as bandas sairam pouco visiveis, porém pdde-se observar diferencas

genéticas entre as amostras.
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FIG. 70 - Gel da isoenzima Fosfoglucose Isomerase (PGI), a partir de tecidos
de folhas jovens de pimenta-do-reino, EMBRAPA - CPATU, Belém,
PA, 1995.

FIG. 71 - Gel da isoenzima Enzima Malica (ME), utilizando-se tecidos de
folhas jovens de pimenta-do-reino, EMBRAPA - CPATU, Belém, PA,
1995.
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Os resultados mostraram que pelo menos seis sistemas de enzimas apresentaram
bandas visiveis, sendo que cinco mostraram polimorfismo (diferengas genéticas). Observou-se
também um grande nimero de heterozigotos entre os acessos, que significa variabilidade
genética a ser explorada em programas de melhoramento genético. Foram cobtidos importanies
resultados, 0s quais permitiram definir protocolos para sistemas de tampao gel-eletrodo e extragio
e protocolos enzimaticos, para analise de eletroforese de isoenzimas em gel de amido adaptados

as condigGes regionais.

‘A estimativa é de terem sido atingidos 40% dos objetivos e metas iniciais do projeto,

sendo que a realizagéc; experimental com pimenta-do-reino foi em torno de 80%.

Conclusdes preliminares

Os resultados, com relagdo a andlise de eletroforese de isoenzimas em gel de

amido permitem concluir que:

- O sistema enzimatico MNR podera ser ulilizado para as seguinte espécies:

maracuja, batata-doce, milho, indigéfera, ipeca, jaborandi, pimenta-do-reinc e urucu.

- Os sistemas enzimaticos ME, MDH, SDH, 6PG, IDH, PGI podem ser utilizados
para caracterizacdo de germoplasma em pimenta-do-reino, pois permitem boa visualizagdo de

bandas.

- A enzima PG evidenciou dois loci em pimenta-do-reino, o Pgi-1 e Pgi-2, sendo
que o locus Pgi-1 apresentou o mesmo gendtipo homozigoto para 26 amostras de pimenta-do-
reino, enquanto que o locus Pgi-2 mostrou variacdo genética entre acessos, com tipos de

gendtipos: ab e bb.
- O sistema ME n&o apresentou polimorfismo de bandas.

- A enzima |DH apresentou um locus monomadrfico, heterozigoto.

b3
- A enzima SDH mostrou um locus polimérfico, provavelmente com trés alelos.
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- Em 6 PG verificou-se um locus, talvez polimérfico, heterozigoto.

- A enzima MDH apresentou trés loci, porém as bandas ndo mostraram-se bem
nitidas.
- Os resultados com pimenta-do-reino permitiram concluir que seis sistemas

enzimaticos podem ser utilizados na caracterizagio desta espécie.

Difusdo de tecnologia

Foram recebidas, no laboratério, visitas de estudantes da Facu!dade de Ciéncias
Agrarias do Para - FCAP e da Universidade Federal do Para - UFPa, quando foram demonstrados
os métodos de preparo do gel, de eletroforese, de coloragio de enzimas e estabelecimento de

protocolos para pimenta-do-reino.
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CORANTES NATURAIS






ESTUDO PARA IDENTIFICAGAO DE VEGETAIS PRODUTORES DE CORANTES,.
OCORRENTES NA FLORA AMAZONICA

'Raimunda Fatima Ribeiro de Nazaré'.
Sérgio de Mello Alves?

Wilson Carvalho Barbosa? -

Irenice AIves Rodngues

lLénlo José G. Farla

Kelko Kusuhara B

Resumo: O projeto propde, inicialmente, executar'a extragdo," purificagdo e .identificagdo de
corantes naturais de matérias-primas ocorrehteé na flora amazénica, e, em seguida, estabelecer
técnicas e procedimentos para a proqugéo de corantes naturais em escala piloto (corahte de
urucu), bem como a realizagéo d‘e testes laboratoriais com a aplicagdo dos corantes obtidos, com
'\(istas ac emprego em alimentos e em outros produtos de consumo 'que possam ser utilizados pelo
homem. Durante os trés anos de atividades, o projeto composto de quatro experimentos (urucu,
| agal, cara-roxo e jenipapo), forneceu informagdes sobre a qualidade de progénies de urucu (Bixa
orellana), sob o aspecto de producg&o do corante bixina, para ensaios de methoramento genético,
conduzidos pelo. CPATU, nos municipios de Capitdo Pogo e Tracuateua, Estado do Pa;ré.'
Reslizaram-se extragéo,-concentrégéo e'_ quantificagao dos corantes de frutos de acai (Euterpe
q!eracea) - de thbércqios de ‘cara-roxo (Dioscorea alata). De acordo com andlise por HPLC, o
extrato colorido de agal pdss_ui dois‘cqra‘ntes (antocianinas) e o de cara-roxo, apenas um (também-
antocianina). O quarto experimento, com frutos de jenipapo (Genipa americaﬁa) foi paralisado,
aguardando resultados de énéli_ses feitas no Japéo, pela consultora da JICA, Dr? Keiko Kusuhara.

Os corantes ja isolados (de agal e de cara-roxo) foram testados para colorir bombons do tipo “bala

soft’, com excelentes resultados.

e

lFarm Biol. M S¢. EMBRAPA~CPATU Calxa Posta148 CEP 66 017-970  Belém, PA
Qulm Ind, M.Sc. EMBRAPA-CPATU, .
Qmm Ind. M.Sc. UFPa. Rua Augusto Correa n® l CEP 66 075 900 Belém PA

* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA. Av. Nazaré 272, Sala 105. Ed. Clube de Engenhana, CEP
66.035-170, Belém - PA.
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. STUDY TO IDENTIFY DYE-PRODUCING PLANTS IN AMAZONIAN FLORA

¥

Abstract: Given the prohibition by European countries, the USA and Japan, on the use ofl
synthetic colorings in products for general consumption, in particular foodstuffs, industries in these
contries are currently faé:ingra serious problem in finving substitutes for these products. The
restriction placed on artif cial colori'ngs is based on reéearch results pointing to the possibility thét
some of these products rnay potentla!ly cause cancer, and in fact, when tested, this possibility has |
been confirmed. The objectlve of thls study is to mvestlgate species within the Amazoman flora that
contain natural colorings, that may substttute synthetlcs. and to evaluate the applications of the dye
obtained, for food dye and other uses. The project initially proposes to cond'uct extraction,
purification and - identification of natural dyes from raw material existing within Amazonian flora.
Secondly, it proposes to establish techniques and procedures for the production of natural dyes on
a pilot scale (urucu dye), as well as laboratory tests on the application of the dyes obtained,
seeking their utilization in foodstuffs and other products consumed and utilized by humans. During
three years of activities, this project, with four experiments anna&o, agal, cara-roxo and jenipapo),
has provides information on- progeny quality of annatto seeds (Bixa orellana), about bixin’
production, from trials of genetic improvment in Capitao Pogo and Tracuateua, both in the State of
Para. Extraction, concentration and quantification of agal fruits (Euterbe oleracea) and cari-roxo
(Dioscorea olata) roots wise made. Using HPLC analysis, agai colllo‘réd‘eXtraCt ‘showed two
collored compounds (antocianins) and caré-roxo extract had only one (antocianin). The fourth
experiment, with jenipapo fruits (Genipa americana) is, waiting for analysis results from Jap3o, by
JICA's expert Dr? Keiko Kusuhara. The isolateds natural dyes (from agal and cara-roxo) were used

to color candies of hard candies type with gave excelent resuits.

Objetivo

Investigar na flora amazénlca espécles possmdoras de corantes naturals com
possibilidades de se tornarem sucedéneos dos smtét:cos, e avaliar a apllcac;éo dos corantes P

obtidos para colorir produtos allmenticms e outros
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Justificativa

- Dada & proibigao por parte dos palses :europeus, EUA'e Japébj da aplicacédo de
corantes sintéticos em produtos de consumo geral, especialmente alimentos, as induastrias
- enfrentam atualmente um sério problema na conquista de substitutos para esses produtos. A
restrigdo feita aos corantes artificiais é baseada em resultados de pesquisas em que foi aventada
a possibilidade de alguns .apresentarem potencial cancerigeno, enquanto’ que, vérios desses

corantes, apresentaram resultados confirmando tal potencialidade. - -+

A United Kingdom publicou o Boletim BS-2450/54, contendo uma adverténcia de
ambito mundial, qugnto as caracteristi'ca‘_s que os produtos corantes dg qr_igem_‘ mineral ou si:ntéti_ca
abrés:enta‘m,-_‘ haja vista; pgséuirém ) é_lé'\}éa:o_‘ ;ieo‘r; téxico, ':tmrgt'an‘do-"sg,m ;J:c;;r_ta‘ntc_l). 'de substancias
nocivas & salide. Ainda sobre o assunto, a Organizagdo Mundial de Salde (OMS) também |
manifestou repadio ao consumo de corantes sintéticos pelas mesmas razées. A repercussao do
problema foi mais fortemente sentida no segmento industrial dé produtos alimenticios, que nos
setores farm'acéuticos, cosméticos,” tir_itas, vernizes, etc. Em busca de alternativas, muitas
empresas ;;arﬁculares, instituicoes de pesquisas publicas e privadas vém invesﬁgando as

matérias-primas naturais para a substituigiio dos corantes sintéticos, especialmente em alimentos.

Para a obtengdo de corantes naturais da flora amazénica, como alternativa da
substituigo de corantes sintéticos usados nas industrias de alimentos, torna-se necessario o
conhecimento das espécies sob os pbntos de vista botanico, quimico, bromatolégico, toxicoldgico,

etc., para que o corante obtido ndo cause danos & salude do consumidor.
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Resultados parcia‘is

Experimento 1 - Urucu (Bixa orellana)

Foi determinado o percentual do corante bixina de sementes de urucu, provenientes
de areas de produtores da zona bragantina,' Estado do Para. Determinada pelo processo de
extragdo com cloroférmio, foram obtidos resultados que variaram desde 0,66% {g/100g) até 5,40%

(9/100g) de bixina em sementes de dez cultivares, conforme mostrado na Tabela 35.

TABELA 35 - Andlise dos teores de umidade e bixina em bases Umida e seca, de dez
amostras de cultivares de urucu, cultivados em areas de produtores
instalados na zona bragantina, Estado do Para.

Cultivar Umidade Bixina base umida Bixina base seca
(%) (%) (%)
Jari 1 : 8,80 2,46 ’ 2,71
Branca 8,76 2,36 2,59
Americana 9,66 0,60 0,66
Uncaria 9,66 0.61 0,68
Pasteldo 8,75 4,70 5,15
CPATU 7,21 492 5,40
Jari 2 8,88 2,47 2,71
Wagner 8,19 1,62 1,66
"Sta. lzabel 1 13,23 3,02 3,48
Sta. Izabel 2 1425 3,60 4,20
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A partir desses estudos foi estabelecida a atuagdo do projeto referente a matéria-
prima urucu, numa primeira fase, como apoio laboratorial as pesquisas de melhoramento genético
desenvolvidas no CPATU e, numa segunda fase, o estabelecimento do processo em escala piloto

para a produc¢ao de corante em po.

No processo de selegdo das cultivares mais produtoras de corantes, foram
analisadas 131 amostras de sementes de urucu, das quais, 36 tiveram preferéncia para a selegéo
e com estas foram instalados experimentos de ensaios genéticos conduzidos nos municipios
paraenses de Tracuateua e Capitdo Pogo. O material produzido nos dois ensaios foi analisado a
cada safra, para a avaliagdo da quantidade de corantes nas sementes, utilizando o processo KOH
(Fig. 72) e Tabelas 36 e 37.

Ll
oot Pde S Rl

FIG. 72 - Extratos de sementes de urucu pelo processo KOH.
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TABELA 36 - Analise dos teores de umidade, norbixina e bixina de sementes de
urucu provenientes da primeira coleta de matrizes seclecionadas.em
experimento instalado no municipiol de Tracuateua, P_A. |

Umidade  Norbixina base seca * Bixina (%)
Registro (%) | %) . (Norbixina x 1,037)
T-1011 11,01 .. 815.. . 6,38
T-1009 1272 . 59 6,18
T-2008 . 1067 .- 537, - . 557
T-2027 1055 .- 823 - . . . 542
T-1020 11,24 4,89 507
T-1001 14,72 4,72 4,89
T-1021 10,71 4,66 4,83
T-1013 9,08 465 4,82
T-2032 11,33 4,51 4,68
T-2001 10,84 4,44 4,60
T-1005 12,07 4,35 451
T-2017 10,25 4,23 4,39
T-1002 14,69 4,04 - 4,19
T-2022 11,47 3,87 4,01
T-2015 10,67 3,77 - 3,91
T-1032 9,93 3,72 3,86
T-2031 12,96 37 3,85
T-1006 13,49 3,63 . 3,76
T2014 1037 3,61 | 3,74
T-1035 10,31 3,59 3,72
T-1028 . 896 3,54 3,67
T-1003 1430 3,53 3,66
T-2025 ’ 8,83 - 351 - 3,64
T-2010 11,74 3,50 3,63
T-2018 10,87 344 . 3,57
T-1007 13,33 3,38 3,50

T-1027 9,03 3,36 | 3.48
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TABELA 37 - Analise dos teores de umidade, norbixina e bixina de sementes de
urucu provenientes da primeira coleta de matrizes selecionadas em
experimento instalado no municipio de Capitio Pogo, PA.

Fi egistro ' U nziz?de Norbixinz?ol/z?se seca (NorEii;i:: )(("/;;?037)
C.P.1027 1108 706 7,32
C.P.1013 17,64 . 6,34 o 6,57
C.P.2006 1513 503 6,15
C.P.I-1013 18,73 5,80 6,01
C.P.1021 108 - - 533 15,53
C.P.2012 15,58 5,19 ' 5,38
C.P.2010 S 12,85 4,82 5,00
C.P.I-1002 8,95 | 417 | 4,32
C.P.1I-2016 14,25 | 4,10 © 425
C.P.1-1018 10,77 4,09 4,24
C.P.1-1020 9,60 3,05 _ 4,10
C.P.1-1032 8,64 3,04 4,08 -
C.P.I1-1015 11,73 3,92 406
C.P.11031 11,12 3,69 | 3,83
C.P.1I-2025 1340 3,69 383
C.P.1-2029 1513 3,65 3,78
C.P.11-2001 10,83 3,64 S N £
C.P.1-1006 . 7,54 3,60 373

C.P.N-2008 14,15 3,56 ' - 389
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A coleta da segunda safra de urucu nos expenmentos em ambos 0s munlclplos fm
relszada com certa dn" culdade que se estendeu & execugfo das etapas postenores a colheita, uma
vez que nao se dispunha de pessoal necessario § rapida reahzagéo do - beneficiamento - pos-
colhelta € ao preparo das amostras para anél:se O tempo dema31ado Iongo as altas temperaturas
€ 0 excesso de raios solares sofrldos pelo material, desde a coleta até o momento das anéhses'
causaram sérios danos a0 mesmo, sendo este fato ratificado pelos baixos teores de norblxma e

bixina encontrados Os dados compéem as Tabelas 38 e 39,

TABELA 38 - Anélisé dos teores de umidade, norbixina e bixina de.sementes de
urucu provenientes da segunda coleta de matrizes seleclonadas em
- experimento instalado no mumciplo de Capltao-Pogo, PA.

: : 0 Norblxlna base seca Bixina -~
Registro Umldade (%) %) %) -
Capitdo-Pogo - 1001 . 8,88 426 - ' 442 - -
Capitdo-Pogo - 1009 8,78 4,18 4,33
Capitao-Pogo - 1005 10,11 416" ' 4,31
Capitao-Pogo - 1013 9,30 4,16 4,31
Capitdo-Pogo - 1007 10,13 384 +3,08°
Capitbo-Poco - 1014 - 8,10 : 3,60 3,73
Capitao-Pogo ~ 1032 8,68 356 3,69
Capitdo-Pogo - 1031 9,26 347 - 3,60
Capitéo-Pogo - 1017 . 885 345 3,58
Capitao-Pogo - 1008 9,39 3,39 3,51
Capitéo-Pogo - 1020 9,81 3,30. 3,42
Capitdo-Pogo - 1015 8,28 3,22 ' 3,34
Capitao-Pogo - 1027 8,16 - 318 - 3,30
Capitdo-Pogo - 1016 . 9,27 3,13 3,24
Capitao-Pogo - 1029 9,11 295. . 3,08
Capitdo-Pogo - 1019 8,65 2,94 3.05
Capitao-Pogo - 1010 10,66 288 . 2,99
Capitio-Pogo - 1030 | 8,36 : 2,78 2,88
Capitdo-Pogo - 1033 9,76. 278 . 2,88
Capitio-Pogo - 1011 8,27 . 2,64 2,74
Capitéo-Pogo - 1004 . 9,34 . 262 2,72
Capitdo-Pogo - 1035 9,65 2,59 2,68
Capitdo-Pogo - 1018 8,95 2,56 - ' 2,65
. Capitdo-Pogo - 1034 9,00 2,55 - 2,64
Capitdo-Pogo - 1025 9,34 254 ¢ 12,63
..... Capitdo-Pogo-1012 - . . . 877- - —cuee - 247 - - 256
Capitdo-Pogo - 1023 . - 844 242 2,51
Capitao-Pogo - 1028 9,43 ' 2,12 2,20
Capitao-Pogo - 1022 10,40 ' 1,95 2,02
Capitdo-Pogo - 1024 9,23 ' 1,90 ‘ 1,97
Capitéo-Pogo - 1036 8,96 1,82 1,89
Capitao-Pogo - 1026 9,11 1,76 1,81
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TABELA 39 - Andlise dos teores de umldade, norbixina e bixina de sementes de
urucu provementes da segunda coleta de matrizes selecionadas em
: ?expenmento mstalado no municipio de Tracuateua, PA

VN

o ﬁég‘istfo gy SR Unzgjde | .Norbi(g_in?c;:)élsé :sec.:a?‘_ B?.;:Sa
; Tracuateua-1001.. . . - 1046 ' 4,51 4,68"
Tracuateua-1031 = . = 9,75 03,92 4,06
Tracuateua-1013 8,09 379 3,93
... Tracuateua - 1032 10,66 3,77 3,91
Tracuateua - 1027 - 5,82 . 3,58 3,71
Tracuateua - 1005 8,78 3,53 3,66

. Tracuateua - 1021 | 6,70 3,42 3,55
- Tracuateua - 1007 7,14 3,41, 3,54
Tracuateua - 1008 7,64 3,37 3,49
Tracuateua - 1020 6,15 3,28 3,40

. Tracuateua - 1016 8,48 3,10 3,22
Tracuateua - 1015 7,94 3,07 3,19
Tracuateua - 1002 987 2,96 3,07
Tracuateua - 1033 7,93 2,96 3,07
Tracuateua - 1006 6,28 2,91 3,02
Tracuateua - 1012 6,91 2,87 - 2,97
Tracuateua - 1014 6,64 2,87 2,98
~_Tracuateua - 1028 T4 2,87 2,92
' Tracuateua-1035 . 7,14 2,86 2,97
'i'racuate(_xa - 1017 8,05 -\'2,84 2,94
Tracuateua - 1030 8,72 2,83 2,93
““fracuateua- 1004 . 10,43 2,82 2,92
Tracuateua-1010 - - - 9,79 2,70 2,80
" Tracuateua-1029 . 729 2,66 - 2,73
Tracuateua - 1024 7,64 2,60 2,70
Tracuateua - 1025 -~ 6,91 2,59 2,68

" Tracuateua-1018  9,36. 2,48 2,57
.. Tracuateua-1026.- - . 7,87- 245 2,56
* Tracuateua - 1034 - 1,54 2,45 2,54
Tracuateua - 1003 10,85 2,43 2,52
Tracuateua - 1036 8,67 2,31 2,39

Tracuateua - 1019 B AT ' 2,21 2,20
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O material da primeir'a coleta de Capitdo-Pogo apresentou maior percentual de
corante, 7,32% de bixina, enquanto que o da segunda apresentou teor maximo de 4,42%. Nas
amostras provenientes de Tracuateua ocorreu da mesma forma, na primeira coleta foi encontrado
teor maximo de 6,38% de bixina, enquanto que na segunda o maior contetido de bixina foi 4,68%.
O trabalho serd continuado, esperando-se que este tipo de interferéncia nao mais ocorra,

causando prejuizos na interpretagéo dos resultados obtidos neste experimento.

E necessaria a prorrogagao do prazo de execugéo do projeto para o alcance pleno
dos objetivos, que visam acompanhar o comportamento das cultivares em cada safra. Conclui-se
que mais dois anos de atividades, a contar de junho de 1995 a maio de 1997, serdo suficientes
para a conclus&o do experimento, o que sera conseguido pelo estabelecimento do processo piloto

de produgdo do corante de urucu em pé.

Com a consultoria da JICA foram iniciados testes de extragdo de corantes de
acafrao, repolho-roxo, milho-roxo e beterraba, funcionando como base metodolégica do processo
e de comparagdo com os extratos de agaf e card-roxo. Os dados obtidos nos testes com o agafréo

sdo apresentados na Tabela 40.

TABELA 40 - Extragdo do corante de agafrio com alcoo! etilico P.A., a 50% e com
acido cloridrico a 1%, seus correspondentes valores em CV e CQ nos
extratos e CQ nas amostras.

Solvente Diluicso Absorbéncia cv cQ cQ
425nm Extrato Extrato Amostra/g
ET-0HS0% 0,5ml extr’25mi 0640 3200 6400 320
ET-OHPA 0.2m] extr’25mi 0830 103,75 20.750 1.037
HCV% Sem diuigso 0,14 0,14 28 14

CV = Valor de cor; e CQ = Quantidade de cor,
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Experimento 2 - Agai (Euterpe oleracea)

Os resultados dos testes de extracao do corante de frutos de agai, com diferentes

solventes (Fig. 73), forneceram os resultados apresentados na Tabela 41.

FIG. 73 - Extratos dos corantes de frutos de acai, com diferentes solventes.

TABELA 41 - Resultados de absorbancia maxima, CQ e CV de amostras de agai
tratadas com diferentes solventes.

Solvente/ Absgrpéncia
Solvente ——— Maxima/ CQ/100ml CV/gA
A max
Etanol 50% 100ml/100g 0,160/536nm 160 1,60
HCl 1% 100mI/100g 0,465/515nm 11.625 11,62
Etanol 50% + HCI  100ml/100g 0,435/525nm 1.087,5 10,87

1%
CQ = Quantidade de cor; CV = Valor de cor.
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A prinefpio, o maior valor die cor (CV=11,6) foi obtido utilizando-se solugio de Hel
a 1%. O extrato de agai tem coloragdo pdrpura, em pH &acido, e verde-escura azulada, em pH

alcalino. Trata-se de um corante da classe das antocianinas.

Esta sendo observado, apés varios testes com diferentes solve'nte.s, o melhor
processo extrativo desse corante, para tanto é usando um extrator composto de &gua, alcool
etilico a 10% e acido cloridrico a 0,1%, em maceragao a frio. Estdo sendo obtidos extratos
coloridos da primeira extragdo, com CV variando entre 84,4 e 89,4 (Tabelas 42 e 43), enquanto
nos testes anteriores (novembro de 1993) o extrato de agai que apresentou 0 mais elevado CV foi
- 11,62

TABELA 42 - Teste com cinco extragbes sucessivas dos corantes de agai (1),
{Euterpe olleracea), com Etanol a 10%, acidificado com 0,1% de HCl e
as respectivas observagoes de cada extrato.

Amostra 1 (Etanol 10% + 0,1% de HCI)

Obsgwagﬁes 18 Extragao 22 Extragdo 3% Extragao 42 Extragdo 52 Extragdo
Volume amostra (ml) 50 64 45 44 45
Diluigio amostra (miml) T 05100 15100 1,500 - 1,000 - 1,0/100
Comprimento de onda maximo (nm)  514,5 -513,0 514,0 5135 5135
Absorbancia maxima ' 0,447 0,811 0,717 0,570 0,702
cv* o - - 894 _ 54,1‘ o .47,8' 87,0 70,2
v */mi a0 a2 2151 2508 3150

CV * = Valor de cor

184



TABELA 43 - Teste com cinco extragdes sucessivas dos corantes de agai (2),

(Euterpe olleracea), com Etanol a 20%, acidificado com 0,1% de HCI e
as respectivas observacoes de cada extrato.

Amostra 2 (Etano! 20% + 0,1% de HCI)

Observagtes 12 Extrago 2% Extracdo 3% Extragsio 42 Extragio 52 Extracio
Volume amostra (ml) 50 65 45 50 48
Diluigao amostra (ml/ml) 0,5/100 1,5/100 1,5/100 2,0/100 1,0/100
Comprimento onda maximo (nm) 515,0 514,5 514,0 514,0 514,56
Absorbancia méxima 0,422 0,560 0,745 0,879 . 0,656
CV * : 84,4 37,3 49,7 44,0 65,6
CV */ml | 4220 2425 2237 2200 3149

cv* = Va_lor de cor.

Foram verificadas algumas interferéncias no 'processo extrativo dos corantes, sendo
0 mais marcante o tempo de extragdo. A principio deve-se fixar o intervalo de tempo considerado
entre uma extragéo e outra, para minimizar este tipo de interferéncia._ Tanto no teste com Etanol a
10% como no a 20%, na quinta extragio foram obtidos CV's bem acima dos verificados na quarta
extracao, e isto jocorreu em fungdo do intervalo de te‘mpb. que foi relativo a um final de semana.
Pretende-se estabelecer o témpo de exiragéo'e o] m’xrﬁero de extragbes economicam'ente viaveis

para recomendagio neste processo com o agai,

" O extrato de égai sn._xbm"eti'dc. a TI;C, apfesentrou duas substancias da classe de
antocianinas, como‘ responsaveis pela ¢olora(;éo da amostra em estudo. Foram feitos testes de

utilizag&o do corante de agai no preparo de bombons (tipo "hard cahdies"), com boh;s resultados,

Os testes de extracdo dos corantes de agal, bem como os de utilizagio dos

mesmos, indicam tratar-se de uma matéria-prima muito promissora como fonte de corante natural.
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Experimento 3 - Cara-roxo (Dioscorea alata)

Os tubérculos dessa espécie, "in-natura”, foram submetidos a extracdo para

obtencao do corante de cara-roxo (Fig. 74).

FIG. 74 - Extratos do corante de cara-roxo, com diferentes solventes.

Amostras de cara-roxo submetidas a extragao com HCI 1%, forneceram extratos de
coloragcao semelhante a do agai e o CV/gA extraido foi o mais elevado (19,0). Estes dados podem

ser observados na Tabela 44.
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TABELA 44 - Resultados de absorbancia maxlma, valor de cor (CV) e quantidade de
cor (CQ) de amostras de cara-roxo, tratadas com diferentes solventes.

T e p———
Etanol puro . 200ml/50g | 525 0,315/510nm . 157 315 - 6,3
Etanol 50% + 200ml/50g S/d 0,440/510nm 0,44 88 1,7
NaOH 1% | : '
HCI1% . 200mi/50g '1/25  0,180/510nm 4,75 - 950 18,0
'NaOH 1% 200ml/50g S 0540/510nm 054 108 2,16

CV = Valor de cor do extrato de amostra; CV/gA = Valor de cor da matéria-prima; CQ/100m! = Quantidade de cor em _

100ml de extrato de amostra

O corante de cara-roxo foi extraide com Etanol a 10% e a'20%, acidificados com .

0,1% de HCI. As observagdes feitas péra cada extrato sdo apresentadas na Tabela 45.

TABELA 45 - Extragé‘lo do corante de duas amostras de cara-roxo (Dioscorea alata)
com Etanol a 10% (1) e a 20% da amostra (2), acidulados com 0,1% de
HCI, e as observagdes de CV; CVivol e CV/gA, feitas para cada extrato.”

Observagdes - ~ Amostra (1) o Amostra 2)
-_ Amostra (g) 196,2 196,0
CEtenol (%) 10 'z_o.';
Volume extrato (ml) 40 .. .50 -
CV* 40,9 37,5
oV *Nol extrato 1636 1875
) CV*lg amostra _‘ . ‘ 8,34:‘_ o o _9,'757‘

CV *= Va!or de COr.
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Dando seqliéncia aos estudos com o cara-roxo, foram adquiridos em feira-livre da

crdade de Belém alguns tubérculos para extra;éo do corante em Iaboratorlo F0| observado que a.
amostra apresentou a colorat;:éo purpura mwto forte em comparagéo com outras ja trabalhadas.
- Atraves de leitura do extrato em espectrofotometro obteve—se ° CV 46 6 enquanto que as
amostras obtidas em expenmento agronomlco na area do CPATU apresentaram CV.= 13,8. Os

resultados deste teste sdo apresentados na Tabela 46.

TABELA 46 - Extracdo do corante de duas amostras de Cara-roxo (Dioscorea alata),
com solugao de HCI 1% e as observagoes de CV; CVIvol e CVIgA
feitas para cada extrato. -

Observagdes : Amostra (1) Amostra (2)
Amostra (g) 200 200
Volume extrato (ml) =~ | 39 o 48
Comprimento onda maximo (nm) . 525 B i 525
Absorbancia maxima 0,466 0,138
cv* g B | 46,6 | - 138
cQ **/vol. extrato S 18174 o 662,4
cQ*g. amostra 9,087 T 3312

CV * = Valor de cor; e CQ ** = Quantidade de cor

Os resultados dos quatro testes de extraq:éo do corante de caré-roxo mostraram
variagdao da intensidade de cor desse corante em fungdo da matérla -prima. Hé dlferenga

perceptivel a otho nu, quanto & intensidade de "roxo”, entre um e o outro material “in-natura”;

Através de cromatografia em placa de camada fina (TLC) pode—se conﬁrmar apés o
uso dos padroes de milho-roxo e repolho-roxo, que o agal e o cara-roxo possuem corantes da
classe de antomamnas ‘0 acai tem dois corantes (Rf 0,34 e 0,57); o cara- roxo apenas um (Rf
0,47); o milho-roxe tem dois (Rf 0,28 e 0,58) e o repolho-roxo também tem dois (Rf 0 53 e 0 66)
Estes dados foram obtidos usando placa de celulose Funasel SF e solvente n-butanol: acido
acético: agua = 4:1:2. |
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Experimento 4 - Jenipapo (Genipa americana)

Os frutos maduros submetidos a extragdo com diferentes solventes forneceram um
extrato amarelo cristalino (Fig. 75), enquanto que os frutos verdes, extraidos com solugdo de

hidroxido de sodio a 0,1%, fornecem extrato azul-anil (Fig. 76).

FIG. 75 - Extratos de frutos maduros de jenipapo, utilizando diferentes
solventes.
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FIG. 76 - Extratos de frutos verdes de jenipapo, utilizando solugao de NaOH
a 0,1%.

Os resultados de ensaios preliminares com o jenipapo indicaram a presenga de um
corante semelhante a genipina, corante natural usado em alimentos e muito popular no Japao.
Reiniciadas as atividades com essa matéria-prima, verificou-se que o extrato etandlico de cor azul-
indigo, assume a coloragio verde-azulada durante o processo de concentragdo em evaporador
rotativo, a temperatura entre 40°C e 45°C sob vacuo. Em decorréncia deste fato, a pesquisa
devera tomar novos rumos, uma vez que embora o pigmento seja um geniposideo, ndo apresenta

reacao semelhante a genipina.
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Conclusdes preliminares

O experimento com 6 urucu estd sendo muito bem conduzido e as técnicas de
analise do contelido de corantes nas sementes dessa matéria-prima j& constitui rotina analitica
pérfeitamente dominada, restando apenas a definicdo do processo de produgéo do corante de

urucu em pod, numa eséala‘pilbto, para a conclusdo dos trabalhos com esta espécie.

Os experimentoé com o agai e com o cara-roxo estio em andamento. Foram
detectados por HPLC a existéncia de dois corantes no acal @ um corante no cara-roxo, todos da
classe de antocianinas. Estdo sendo feitos testes de utilizagdo dos corantes em produtos

alimenticios e 'seréo iniciados também estudos de estabilidade dos corantes a agio de pH, .qu,

agentes oxidantes e temperatura.

Difusao de tecnologia

Os resultados alcangados foram divulgados através de:

- Apresentagdo de dois trabalhos técnicos no “Simpdsio Internacional de Urucu e Corantes Naturais”,

Campinas, SP, em junho de 1991.

- Apresentagdo de trabalho no Work Shop CPATUMICA, realizado no CPATU, Belém, PA, em abril de
1994, '

- Apresentacdo de duas palestras no “ll Congresso Brasileiro de Corantes Naturais e Il Simpdsio

Brasileiro de Urucu”. Belém, PA, em setembro' de 1994.

- Apresentagdo de quatro trabalhos técnicos no Il Congresso Brasileiro de Corantes Naturais e 1!

Simpésio Brasileiro de Urucu”. Bélém. PA, em setembro de 1994,

- Veiculagdo de matéria jornalistica através da imprensa local (Didrio do Para, O Liberal, etc).
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PROPAGAGAO DE PLANTAS VIA CULTURA
' DE TECIDOS






MELHORAMENTO DE PLANTAS DE INTERESSE ECONOMICO PARA A REGIAO |
S AMAZONICA ATRAVES DE TECNICAS "IN VITRO"

Oriel Filg ueira de Lemos
Osmar Alves Lameira’
- lmarina Campos de Menezes
" Milton Gunlherme da C. Mota®
~ Seibi Oka*.
Takeo Saito‘. o
Masatoshi Sato*

Resumo: No pmjeto “Melhoramento de plantas de interesse econdmico para a reglao
amazénica”, através de técnicas “in vntro estio sendo desenvolvndos métodos de propagagéo
clonal, obtenc;.éo 'de variagio somacional e suspensao de celulas de espec:es vegetals :nsetlcldas.
medicinais, condimentares e frutiferas. Foram estidados procedimentos de assepsia de material
vegetal pfovenié\ntede campo. meios bésicos de cultivo, e CBnCEﬁtréééés e é:timbiﬁa¢6eé’ de
fitdrfe'guladoreé para’ obtengdo’ de - protocolos. ‘Dentre ‘ os’ trabalhos desenvolvidos estdo a
propagagao clonal através de apice caulinares e segméhtoé nodais, obtengédo ’de;cal'o,mforimagéb.;
de embrides somaticos e teste de gérminat;éd “in vitro”. Na micropropagaq:éo;do bacuri (Platonia
insignis) e castanha-do-brasil (Berfofletia excelsa) os resultados nio s3o conclusivos. A'Igu‘mas"'
espéciesl como pimentado-reino =(P.']oer nigrum) e ipeca (Cephaelis ipebacuahha) séo facilmente
propagadas utilizando-se segmentos nodais e apices caulinares. 'Uma das .dif culdades - "

encontradas f0| ] estabelemmento de um metodo e‘r“ cnente de assepsm do matenal provemente do

+
1. e L
F '(1 - -

campo.

! Eng. Agr. M.Sc., EMBRAPA - CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017-970, Belém, PA."
Eng Agr., EMBRAPA - CPATU,
Eng Agr., Ph.D., EMBRAPA - CPATU;
* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA. Av. Nazaré 272, Sala 105, Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA.
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IMPROVEMENT OF ECONOMICALLY IMPORTANT PLANTS TO THE AMAZON
REGION THROUGH “IN VITRO” TECHNIQUES

Abstract: The objective of this project is to develop tissue culture techniques to provide decisive
aid to the programs of Genetic Improvement and Germoplasm Conservation, as well as to discover
efficient micropropagation systems for fruit, medicinal and condiment-producing species. In the
project: Improvement of plants economically important to the Amazon region through “In vitro”
techniques are being developed for clonal propagation, on obtention of somal variation and cell
suspension of different plants: insecticides, medicinal, condiments and fruit species. For such,
methods have been studied as to assepsia of plant material coming from the field, basic cultivation
methods, concentrations and combinations of phytoregulators to obtain protocols. Within the work
developed, there are studies on clonal propagation through stem tips and nodal segments, “callus”
obtention, somatic embryo formation and “in vitro” germination tests. Results have not been
conclusive for micropropagation of bacuri ( Platonia insignis) and Brazilnut (Bertholletia excelsia).
Some species, such as black pepper (Piper nigrum) and ipeca (Cephaelis ipecacuanha) are easily
propagated using nodal segments and stem tips. One of the difficulties encountered has been to

establish an efficient method for providing assepsia of material brought in from the field.

Objetivo

Este projeto tem como objetive desenvolver técnicas de cultura de tecidos que auxiliem, de
maneira decisiva, os programas de melhoramento genético & de conservagado de germoplasma, assim

como sistemas eficientes de micropropagacao de espécies frutiferas, medicinais e condimentares.

Justificativa

Algumas espécies medicinais, inseticidas e frutiferas, que ocorrem na Amazonia,
apresentam grande potencial para exploragio econdmica. Entretanto, nao se dispde de informagdes sobre
a reprodugdo, a propagacao e, principalmente, sobre o sistema de cultivo racional, pois a exploragéo &

feita basicamente através de extrativismo. Esses aspectos, aliados & expansido da fronteira agricola ¢ a
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forte demanda por seus produtos, tém provocado devastagdo de areas de ocorréncia natural dessas

espécies, com ameaga de eros3o genética e extingio de parte da biodiversidade existente.

Nésse aspecto ‘hé necessidade de uma a¢§o rapida ﬁ_o sentido de desenvolver técnicas
de domesticagdo, sistema de cultivo, preservagio de germopl.asma e ltrabalho de metlhoramento
genético que possam colocar a disposigdo do setor produtivo, material de grande potencial para cultivo.
As técnicas desenvolvidas dentro da biotecnologia, que envolve propagagac através de segmento de
tecido, suspensio de células e obtengado de hibridos somaéticos, surgem como alternativas promissoras,
tanto para propagagio em larga escala de plantas sadias, quanto para auxiliar em programas de
melhoramento genético. O desenvolvimento de sistema de regeneracgao de plantas eficiente dependeré,

dentre outras coisas, de método eficiente de assepsia, diferénciac;éo e aclimatagao de plantas.
Resultados parciais

Considerando-se a biotecnologia de plahfaé uma alternativa promissora, tanto para
micropropagagao de plantas quanto para éuxiliar programas de melhoramento genético vegetal, foram
executadas atividades de pesquisa visandc desenvolver protocolos para micropropagagéo, exploraqéo
da variagdo somaclonal e obtengio de suspensao de células, envolvendo as seguintes eépécies: timbé
(Derris urucu), quina (Quassia amara), ipeca (Cephaelis'ipecacuanha) pimenta-do-reino (Piper nigrum)'
castanha-do-brasil (Bertho!fetra excelsa), bacun (Platoma insignis), urucu (B:xa orellana), guarana

(Pauﬂm:a cupana) e agai (Euterpe oleracea)

- Timbo

Otimb6 é uma planta amazdnica usada, principalmente, pelas populag:oes ribeirinhas, na
captura de peixes. Este uso deve-se, partlcularmente pela rotenona contida nas raizes de plantas do.
género Derris. Mais recentemente, o timb6 vem sendo usado para o controle de pragas de lavoura, o
que constitui uma alternativa t;e uso como inseticida, por ser potenciaimente tao eficaz quanto outros
produtos sintéticos. Objetivando a substituigio do extrativismo desta espécie, estdo sendo conduzidos

estudo_é para a domesticagdo do timbo.
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Neste contexto estao sendo desenvolvidos testes. de micropropagagdo para obtengéo’
rapida de material clonado, para posterior estudos ﬁsiolégicos e agrondmicos. Para propagagao do timb6
em Iaboraténo o problema crucial é o elevado indice de contamlnagéo de explantes em cultura,

provementes de plantas cresmdas diretamente no campo

. Nos experimentos utilizaram-se folhas novas e segmentos jovens de caule, como explantes,
provenientes de plantas do Banco de Germoplasma do CPATU. Para assepsia dos explantes foram.
realizados varios testes utilizando-se detergente e lavagens em agua comente, choque térmico em
temperaturas de 50°C e 5°C, imers&o em solucéo de hipoclorito de sodio (NaClO) a vérias concentragéesl
e tempo, imersio em solugdo de sulfato de estreptomicina (10 mg/100 ml H;O) e tratamento das plantas

em campo, antes da retirada dos explantes, com solugfo de benlate a 200 ppm. . ' SRV

As respostas observadas quando do uso de choque térmico e imerséo dos explantes em
solugédo de hipoclorito de sédio a 1,0; 2,0; 3,0 e 3,5% de cloro ativo, durante 10, 15, 20 é 30 minutos,
~ respectivamente, foram de contaminagso total. Porém, quando as plantas do campo foram tratadas, antes
da retirada dos explantes, com solugdo de benlate, & esses explantes lavados previamente em agua
destilada com detergente em aparelho _ultra.s'ohic, em seguida tratadbs com solu¢do de hipoclorito de
sodio, a diferentes tempos de duragdo, e imersos em solugdo de sulfato de estreptomicina e acido

ascorbico, apresentaram respostas conforme mostra a Tabela 47. . |

TABELA 47 - Efeito da ag&o de hipoclorito de sédio (NaCIO a 1%) a diferentes tempos .
de imersao, para assepsia de explantes de timbé apés quinze dias de

cultura.

Tempo imersio - Explante n&o-contaminado
(min) R &)
S0 S 3,03
30 B - 54,54

Esses resultados indicaram que existem grandes dificuldades em obter expianteé'

assépticos para iniciar ‘as etapas subseqllentes de estabelecimento de protocolo para
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mtcropropagagao Ressalta—se que quanto malor a concentragao ou o tempo de imersdo dos
explantes em soiugéo de hlpoclonto de 86d10 maiores sdo 0s danos observados nos tecidos e,

conseqUentemente, as respostas desses a-agBo de meios de cultura com reguladores de-
crescimento tém sido prejudicadas. Observou-se raro éxito para emissdo de brotos. Portanto, &
necessaria, para superar essa primeira etapa (assepsia de explantes), a condugdo de plantas

matrizes em casa-de-vegetagdo sob condigbes controladas e com tratamentos fitossanitarios.

- Quina

A espécne quina é uma planta arbustlva comum na Aménca Troprcal que tem como
prlnc[plo attvo a quassina, alcaléide de acéo msetlmda e blodegradével Estéo sendo reahzados
estudos visando & sua domest:cagéo e estabelec:lmento de 5|stema de cu!tlvo Uma das etapas dos

estudos com esta espécie € a de estabelecer o protocolo de mlcropropagaqao para obtengéo r‘:_iptd&a_r

de mudas.

_ Para assepsua dos expiantes obtldos de mudas e de ptantas crescndas dlretamente
: no campo estes foram Iavados em égua por vénas vezes e imersos elrﬁ e';lcool 70%, por cmco‘
segundos segu1do de tratamento com h1poclonto de séd:o a vénas concentragﬁes e tempo de
|mers§o com posterlor Iavagem em agua destllada autoclavada e lnoculac;éo em melo de cultura sob

'cémara de fluxo laminar.

: As Tabelas 48 e 49 mostram os resultados de dois experimentos para assepsia de-
explantes, porém no segundo experimento (Tabela 49), antes da imers3o em hipoclorito de sédio, os

explantes foram lavados com &gua destilada autoclavada e detergente em aparelho ultrasonic. -

TABELA 48 - Efeito da agdo de hipoclorito de so6dio (NaClO a 1%) a diferentes
tempos de imersdo, para assepsia de explantes de quina apés dez
dias de cultura.

Tempo imerséo Explante ndo-contaminado
{min.) (%)
10 35,0
20 _ 68,0
30 ' 75,0
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TABELA 49 - Efeito da agdo de hipoclorito de sddio (NaClO a 1%) a diferentes

tempos de imersédo, para assepsia de explantes de quina apés quinze
dias de culturas.

Tempo imerséo Explante n&o-contaminado
(min.) (%)
20 66,67
30 86,67

Nesses experimentos observou-se que quanto maior o tempo de imersio dos
explantes, em solugéo de hipoclorito de sddio, maior a eficiéncia de assepsia, porém, maibres sdo os
danos nos tecidos. Por conseguinte, a obtengdo de plantas matrizes sob casa-de-vegetagdo, com
tratamentos fitossanitarios, certamente minimizard esse problema e tornara mais eficiente o

processo de assepsia.

Os explantes ndo-contaminados foram transferidos para meio BS (Gamborg et al.,
1968), suplementado com BAP 2,5 mg/l, no qual alguns explantes emitiram brotagbes. Qutrossim,
quando foram transferidos para meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com varias
combinagdes de 8-benzilaminopurina (BAP 1,0; 5,0 e 10,0 mg/l) e 4cido naftalenoacético (ANA 0,1;
0,5 e 1,0 mg/l) induziram calos (Fig. 77). Entretanto, ao submeter os calos a0 mesmo meio, mas
apenas com BAP (1,0; 5,0 e 10,0 mg/l) ndo favoreceram diferenciagao, assim como, apds cerca de
45 dias, ap6s serem transferidos para novo meio, metade da concentragio de sais basico MS (1/2
MS) suplementado com zeatina (0,0; 0,05; 0,1 e 0,5 mg/l), também nao permitiram diferenciagio dos

calos em plantulas via embriogénese ou organogénese.
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FIG. 77 - Inducao de calos a partir de segmentos de caule de quina.

- Ipeca

A ipeca € uma planta herbacea nativa de regiées umidas. A principal caracteristica é a
formacao, nas raizes, de dois alcaldides (cefalina e emetina) usados em medicamentos. Devido ao
desmatamento e a coleta indiscriminada, a area de ocorréncia da espécie vem se reduzindo
gradativamente. Sao necessarios, dentre outros, estudos de propagacao rapida para viabilizar o
sistema de produgao racional. No trabalho de micropropagacao de ipeca foram usados segmentos
nodais e internodais de caule. A Tabela 50 mostra as médias de brotacées induzidas em diferentes

meios de cultura.
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TABELA 50 - Brotagdes emitidas em meio B5 suplementado com diferentes
concentragoes de BAP e cinetina, no estado semi-sélido ou liquido,
apos 35 dias de cultivo.

Meio de cultura Estado do meio Tipo de explante Média de brotagoes/explante
B5B 5' Semi-sélido seg. nodal 3.0
B5Bs Liquido seg. nodal 41
B5Ba Semi-sélido seg. nodal 1,0
B5Bao Liquido seq. nodal ‘ ' 23
BSK s Semi-sélido seg. nodal 20
B5K; 5> Liquido seg. nodal ' 2,9
B5K30* Semi-sélido " seg. nodal 3,0
BSKs3 ¢ Liquido seg. nodal 11
B5B; 5 Semi-sélido seg. internodal 55
B5B, 5 Liquido seg. internodal _ 6,2
B5B;, Semi-solido seg. internodal 1.1

" BSB3yg Liquido seg. internodal 3.1
B5K, 5 Semi-sélido seg. internodal 41
B5K; 5 Liquido ~ seg. internodal 1,0
B5K3,0 Semi-sdlido seg. internodal 1,3
B5Ks g Liquido seg. internodal 3,9

! Meto basico B5 {Gambeorg et al., 1968) suplementado com 1,5 mg/l de BAP (6-benzilaminopuirina)
Me:o basico B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com 3,0 mg/l de BAP (6-ben2|lam|nopur|na)
Melo basico B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com 1,5 mgfl de Cinetina ,
* Meio basico B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com 3,0 mg/l de Cinetina
Melhores respostas para indugédo de brotagdes foram obtidas em meio BS (Gamborg
et al., 1968) suplementado com BAP (6-benzilaminopurina) ou cinetina (6-furfurilfamino-purina) a 1,5
mg/l (Fig. 78), tanto no estado semi-sélido como liquido. Ressalta-se que explantes do tipo internodal

apresentaram maior niimero de brotagGes.
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FIG. 78 - Indugao de brotagdes a partir de segmentos nodais e internodais
de ipeca.

Para alongamento, brotagées com tamanho inferior a 1,0cm, foram transferidas para
meio B5 semi-sdlido, suplementado com acido giberélico (GA3; 0,0; 0,3; 0,5 e 1,0 mg/l). A Tabela 51
mostra as respostas obtidas, apés 36 dias de cultivo, quanto ao incremento de crescimento médio

dos brotos, utilizando-se 40 brotos por tratamento.

TABELA 51 - Crescimento de broto de ipeca em meio B5 suplementado com
diferentes concentracées de acido giberélico (GA,), apos 36 dias de

cultivo.
GA; (mgll) Crescimento médio (mm)
0,0 17,04
0,3 20,66
0,5 22,66
1,0 26,95
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Para essa etapa, a medida em que se aumentou a concentragéo de GA, (0,0 a 1,0
mg/l), maior foi o incremento de crescimento, mostrando que o &cido giberélico tem papel importante

no alongamento de brotos.

Os brotos com tamanho entre 1,0 cm e 2,0 cm foram transferidos para meio B5 semi-
sélido, carvio ativado 0,1%, suplementado com acido giberélicb (0,3 mg/l) combinado com &cido
naftalenoacético (ANA 0,1, 1,0 e 5,0 mg/l) ou &cido indolilbutirico (AIB 0,1, 1,0 e 5,0 mg/l) ou sem
auxina. Neste caso, como mostra a Tabela 52, apés 35 dias de cultivo, h4 tendéncia da combinagio
GA; e ANA ser mais eficiente para enraizamento, porém com menor nimero de raizes por plantula,
enquanto que na combinagio AlIB e GA; observou-se maior niimero de raizes por broto. Utilizando-
se somente GA; (0,3 mg/l) houve indugédo de raizes, mas com ndmero inferior as concentragdes de

AIB (0,1 a 5,0 mg/l) e ANA na maior concentragio (5,0 mg/l).

TABELA 52 - Resposta a indug¢ao de enraizamento de brotos de ipeca submetidos a
: meio B5 suplementado com acido giberélico (GA; 0,3 mg/l} combinado
a diferentes concentragbes dt_a ANA ou AIB apés 35 dias de cultivo.

Meio de cultura’  N®de broto enraizado N iig;;%géo' - N¥médio de raiz/broto
Testemunha® o/19 10/19 o 5,33
AIB g4 8/20 1220 _. 720
AlB 1o 5/19 1419 7,00 |
AlB 54 - '81197 | C11Me S . 115
ANA ;4 13m0 | 7120 4,20
ANA{o 919 119 525
ANAg, 520 15120 7,00

" Meio basico de B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com GA, e ANA ou AIB a 0,1; 1,0 ou 5,0 mo/l.
2 Melo de cuttura sem regulador de crescimento.
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Por outro lado, quando os brotos apresentav_am tamanho superior a 2,0 cm foram
transferidos para o meio com metade da concentragéo de sais de MS (MS/2) suplementado com AlB
(0,1; 1,0 ou 5,0 mg!l)ﬁ/ou ANA (0,1; 1,0 ou 5,0 mgfl). As respostas apds 38 dias de cultivo estdo

demonstradas na Tabela 53.

TABELA 53 - Resposta de brotos de ipeca em meio com metade dos sais de MS
(MS/2), suplementado com AIB ou ANA, apés 38 dias de cultivo.

Tratamento' N°de Nideplantulas N2deplantulas Brotos sem Eﬁpiéncia
(MS/2) brotos bem enraizadas pouco enraizadas raiz enra:i‘;r;'lento

Testemunha® 15 4 4 7 53,33
ANA ¢, 17 5 2 10 41,18
ANA 44 15 6 1 10 46,67
ANA 54 22 5 2 15 31,82
AlB ¢ 22 2 5 15 31,82
AIB 1 6 10 0 6 62,50
AIB 50 21 10 -5 8 7143

- Melo de cultura com metade dos sais basico de MS suplementado com ANA ou AlB a 0,1; 1,0 ou 5,0 mg/l.
Melo de cultura sem regulador de crescimento. )

. Conforme os dados da Tabela 53,. em todos os fratamentos fol possivel obter

enraizamento (Fig. 79), entretanto, foi conseguida maior eficiéncia de enraizamento em meio

suplementado com AIB (1,0 e 5,0 mg/).
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FIG. 79 - Enraizamento de brotos de ipeca.

Para aclimatacdo das plantulas obtidas, inicialmente foram lavadas em agua corrente e
transplantadas para copos de plastico (capacidade 300 ml) com substrato formado por terra preta,
serragem e esterco de curral na proporgdo de 1:2:1. As condigdes de aclimatagao foram de alta umidade,
em germinador totalmente fechado com plastico, durante uma semana (Fig. 80). Apés esse periodo foram
transferidas para sacos de plastico de polietileno, com o mesmo substrato, nos quais permaneceram até o

crescimento e formagdo de mudas. As mudas de ipeca foram transferidas para o campo e estdo

desenvolvendo-se normalmente (Fig. 81).
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FIG. 80 - Aclimatagao de plantulas de ipeca provenientes de micropropagagao.
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FIG. 81 - Plantas de ipeca em campo,
provenientes de micropropagagao.

- Pimenteira-do-reino

Dentre as espécies cultivadas na regido amazonica, a pimenteira-do-reino ocupa
lugar de destaque, com uma area de cultivo acima de 20 mil hectares e cerca de 25 mil toneladas
por ano. Entretanto, desde meados da década de 60, esta cultura vem sofrendo sérios prejuizos
devido & ocorréncia da doenga fusariose, que constitui-se num dos fatores limitantes ao cultivo,

assim como os elevados custos com manutengao.



O melhoramento convencional ndo tem alcangado éxito, haja vista a falta de
gendtipos resistentes e/ou tolerantes a essa enfermidade, assim como pela dificuldade de introdugao
de novos germoplasmas do centro de diversidade. Apesar da espécie Piper colubrinum L. apresentar
resisténcia & fusariose, a obtengdo de hibridos por métodos convencionais, entre essas duas

espécies, & muito dificil.

As técnicas de cultura de tecidos apresentam-se como uma alternativa promissora na
solugio desses problemas, seja através da conservagio e intercAmbio de germoplasma in vitro, na
indugdo de variabilidade genética, micropropagagéo clonal de gendtipos superiores, selegao de
genétipos resistentes efou tolerantes a fatores bidticos e abidticos, introdugdo de genes de interesse
agrondmico em plantas, obtengéo de hibridos somaticos, dentre outras. O objetivo dos estudos com
essa espécie foi desenvolver sistemas de regeneragio de plantas in vitro visando auxiliar os

programas de melhoramento genético.

Para viabilizar o inicio do processo, considerando as sérias dificuldades em consegliir
material asséptico de plantas crescidas diretamente no campo, foram coletadas sementes de plantas
do Banco de Germoplasma do CPATU, Bélém,PA, em seguida lavadas em agua cormente,
despolpadas e submetidas a traiamento de assepsia. Inicialmente, sob camara de fluxo laminar
asséptica.-foram imersas em alcool a 70% por 2 minutos e transferidas para solugéo de hipoclorito
de sédio (NaClO) a 2% por' 15 minutos e lavadas, posteriormente, com agua destilada autoclavada
por cinco vezes e, por fim, inoculadas em meio basico de MS (Murashige & Skoog, 1962}, 3%
sacarose, 0,7% agar e pH 5,8. As sementes foram cultivadas sob condigdes de temperatura de 25°C
+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz por oito horas de escuro. As sementes germinaram e

desenvolveram plantulas (Fig. 82) ap6s 30 dias de cuitura.
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FIG. 82 - Obtencao de plantulas de pimenta-do-reino a partir de sementes
cultivadas in vitro.

- Propagacao a partir do apice caulinar

Os apices caulinares provenientes de plantulas in vitro quando cultivados em meio
MS, suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP 2,0mg/l), em condigbes de temperatura de 25°C +
2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz por oito horas de escuro e intensidade luminosa de 3.000 lux,
induziram de trés a cinco brotos por explantes a partir de 30 dias de cultivo (Fig. 83). As brotactes
foram alongadas, em mesmo meio basico, mas suplementados com acido gibenélico (GA; 0,3mg/l)
com cerca de 25 a 40 dias, e ao serem transferidas para o mesmo meio, mas com acido
naftalenoacético (ANA 0,5mg/l), enraizaram (Fig. 84). As plantulas aclimatadas em camara umida,
em substrato de solo e matéria organica, cresceram, formaram mudas e foram plantadas em campo

de cultivo.



FIG. 83 -Inducao de brotagoes de pimenta-do-reino a partir de apices
caulinares.

FIG. 84 - Enraizamento de brotos de pimenta-do-reino.
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- Indugéo de calos e _reQen_e_rggéq de plantulas a partir de segmentos de hipocétilo de

plantulas in vitro

Os explantes (segmentos de folha e hipocétilo) foram inoculados em tubos de ensaio
(100mm X 25mm) com meio semi-sélido MS (Murashige & Skoog, 1962), sacarose 3%, pH 5,8,
suplementados com véﬁas combinagdes de concentragdes de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D
0,5 10,15 e 2,0mg.|‘1) e 6-benzilaminopurina (BAP 0,0; 0,2; 04 e 0,6mg.|’1). As condigbes de

cultivo foram de auséncia de luz e temperatura de 25°C + 2°C para indugdo de calos.

Os calos obtidos foram transferidos para meioc MS suplementado com acido 3-
indolilacético (AlA 0,5mg/l) mais BAP (1,5 ou 2,5mg/l) e cultivados sob condigoes de fotoperiodo de
16 horas de luz por cito horas de escuro. Apés os calos diferenciarem parte aérea foram transferidos

para o mesmo meio, mas suplementado com 0,5mg/l ANA para formagio de plantulas.

A induc&o de calos, a partir de segmentos de folhas apresentou alta taxa de oxidagao
e baixa formagé&o de calos, porém segmentos de hipocétilo foram mais responsivos aos tratamentos
submetidos, pois mesmo havendo oxidagéo, ocorreu formagao de calos em todos os meios (Fig. 85). -
Ademais, o melhor resultado de formagao de calos foi obtido em meio de cultura com 1mg/l 2,4-D e
0,2mg/l BAP. A diferenciagdo de calos em parte aérea (Fig. 86) foi favorecida quando estes foram
cultivadés em meio, com maior concentragao de BAP (2,5mg./l) e AlA (0,5mg/l), com indicios de que
a citocinina tém um papel importante no processo de diferenciagio de calos. Uma vez diferenciada a
parte aérea a partir de calos, a obtengdo de plantulas completa ocorreu quando estas foram
transferidas para o meio com auxina (ANA 0,5mg/l), onde formaram raizes (Fig. 87). As plantulas
serao aclimatadas em camara Umida, em substrato com terra preta e serragem, e, posteriormente,
transplantadas para sacos de plastico para crescimento e formagdo de mudas sob casa-de-

vegetagdo. |
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FIG. 85 - Indugao de calos de pimenta-do-reino a partir de segmentos de
hipocétilo.

FIG. 86 - Diferenciagao da parte aérea a partir de calos de segmentos de
hipocotilo de pimenta-do-reino.
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FIG. 87 - Formagao de raizes em brotos diferenciados de calos de
segmentos de hipocétilo de pimenta-do-reino.

- Indugao de calos a partir de embrides zigoéticos

Sementes de pimenta-do-reino foram submetidas a tratamento de assepsia e, sob
camara de fluxo laminar asséptica, excisaram os embrides zigéticos que foram inoculados em meio
de cultura. O meio basico utilizado foi MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com
combinagdes de concentragbes de acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D 1,0 e 2,0mg/l) e 6-
furfurilamino-purina (cinetina 0,1mg/l), e 2,4-D (0,1; 1,0 e 5,0mg/l) e 6-benzilaminopurina (BAP 1,0,
10,0 e 20,0mg/!), sacarose a 3%, agar a 0,7% e pH 58. As condigbes de cultivo foram de
temperatura de 25°C + 2°C e auséncia de luz. Em todos os tratamentos houve indugdo de calos nos
embrides zigoticos, com melhores respostas em meio com 1mg/l 2,4-D e 0,1mg/l cinetina, pois foram
mais uniformes e, apos 45 dias de cultura, formaram calos com cerca de 1,5cm de diametro. Este
estudo tem como objetivo regenerar plantas a partir de calos de embrides zigéticos, visando futuros

trabalhos para a obtengdo de mutantes a partir de sementes irradiadas, com raios gama *°Co.
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- Isolamento de protoplastos a partir de folhas de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) -

Esta a¢do de pesquisa tem como objetivo regeherar plantas a partir de brotoplaéfoé'
visando produzw hibndos somaticos pela fusdo de protoplastos que serdo tolerantes a doenr,:as de'

fungos ou bacténas

- Abreviaturas:

2ME 2—mercaptoetanof CR10 celulase "Onozuka“R 10(Yakult Honsha Co Tokyo Japéo) CRS‘
- Celulase "Onozuka" RS (como R-10) D'IT (+) DItththI‘BltOl MR-10 Macerozyme R-10 (como

CR-10) MS Mero de Murash:ge e Skoog {(1962); PVP - Polyvmylpyrrohdone (K—40) Y-23 -
Pectoliase Y-23 (Seishin Co., Tokyo, Jap&o). -

- Estadios de desenvolvimento das folhas:

A: cor verde clara, muito delgada e muito tenra;
B: cor verde-amarelada, delgada e muito tenra;,
C: cor verde-amarelada a verde, delgada e tenra;
D: cor verde, tenra; -

~ E: cor verde a verde escuro, quase madura.

- Indice de escurecimento:

5+ (controle), 4+, 3+, 2+, +, - (nd0 escurecimento)
Determinado por observagio.”

-‘Ir'l'cilli:é'e de ié_pl;iiir:eihtod_e protpplléStos:

7+ (bem), 6+, 5+, 3+, 2+, +, - (N40)

Determinado por observagdo em microscopio
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- Procedimento para isolamento de protoplasto de pimenta-do-reino:

. Coleta de folhas (estadio de desenvolvimento de acordo com o experimento);

. Limpeza das folhas levemente com etanol 70%:;

. Corte das folhas com uma lamina em pequenos pedagos (1-4 mm?) em 10 m! de solugdo contendo
0,6 M manitol e 5 mM MES (pH 5,7) com 2ME ou DTT numa placa de petri (150 X 20 mm?). As
concentragdes de 2ME e DTT s&o especificadas em cada experimento;

- Incubagao dos pedagos de folhas na mesma solugao por 2 horas;

. Transferéncia dos pedagos de folhas para papel filtro para drenar o excesso de solugio;

- Incubagio dos pedagos de folhas (1 g/placa) em placas de petri (60 X 16 mm?} com 10 ml de

solug&o de enzima a 21 °C por 17 horas em agitag3o a 40-50 rem. A formulagdo das solugdes foi
especificada em cada experimento.

. Apos suave agitagio das placas de petri para suspensdo dos protoplastos, filtrar a solucdo para
becher de 50ml, utilizando Calbiochem, CA., USA;

. Transferéncia, para tubos de centrifuga cénico de 15 ml;

. Centrifugagdo a 400-500 rpm (80-100 Xg) por 10 minutos:

. Remogao do sobrenadante com pipetas de 2 mi:

- Ressuspenséo dos protoplastos em 1 ml de solugéo de lavagem (mesma solugdo usada quando de
cortes) em tubos de centrifuga cénico de 15 ml;

. Se requerido, deve ser centrifugado em 5 ml de solugéo de sacarose 1,5 M contendo 5 mM MES
(pH 5,7) e 5mM DTT.

A primeira etapa deste estudo foi determinar qual a substancia que evitaria o
escurecimento das folhas. Foram usadas folhas no estagio C, solugio de corte 0,6M manitol, 5mM
MES (pH 5,7) e 2ME ou DTT. Foi usado 100 ml de solugéo para cada 10-13 g de materiais de folha
(5-7 folhas). A solugo de enzima continha 1/2 MS; 0,35M manitol; 0,35M sorbitol: 5mM MES (pH
9.7); 0,1 % Y-23; 1,0 % CR-10, e 2ME (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 ul/10 mi), acido citrico (0, 5, 10, 20
e 50 mM), DTT (0, 5, 10,.20 e 50 mM) ou PVP (0, 1, 2 e 3 %). 2ME foi muito efetivo contra
escurecimento porém, este pareceu ser téxico para as células, pois muitas romperam-se em solugio
com 2ME (a partir de 5mM). Entao, DTT (a partir de 5 mM) foi preferivel como um produto quimico

contra o escurecimento a ser usado em isolamento de proteplastos de pimenta-do-reino (Tabela 54).
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TABELA 54 - Resposta de tecido foliar ao escurecimento submetido a diferentes

anti-oxidantes em solugao para isolamento de protoplastos de
pimenta-do-reino.

Tratamento Concentragéo Indice de escurecimento
PVP (%) 0 5+
1 5+
2 4+
3 3+
Acido citrico 0 5+
5 5+
10 4+
20 3+
50 2+
DTT (mM)’ 0 5+
1 3+
2 +
3 -
50 -
2 ME (mM)* 0 5+
1 4+
2 4+
3 3+
4 +
5 -
9 -

! Na concentragdo acima de 3mM até 50mM DTT os resultados foram semelhantes.
ZNa concentragéo acima de SmM até 9mM 2ZME os resultados foram semethantes.
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Na segunda etapa avaliaram-se os efeitos de solugdo de enzimas em folhas no

estadio C, cortadas em 100ml de solugéo 0,6M mamto! 5mM MES (pH 5,7), para cada 10—13 g de

materiais de fo!ha (5-7 folhas) com 50 pl 2ME. A soluc,éo de enzimas contmha 112 MS 0,35M-

manitol; 0,35M sorbitol; 5mM MES (pH 5,7) em combmac,‘ées de CR-10 (0,3; 0,5 ou 1,0 %) e MR-10
(0,3; 0,5 ou 1,0 %); CR-10 (1,0; 2,0 é 30%)e MR-10} {0,3; 0,50u 1,0 %); e CR-10 (0,3; 050u10
%) e Y-23 (0,03; 0,05 ou 0,1 %). Neste caso, Y-23 foi mais efetiva que MR-10 quando combinada
com CR-10, mas Y-23 em alguns casos, apresentou efeitos toxicos aos protoplastos Entretanto
quando comparou- se os efeitos de Y-23 (0,03; 0,05 ou 0,1 %) combinado com CR~10 (0 3 0,5 ou
1,0%) ouCRS (0,3;0,50u 1,0 %), CR-10 foi mais efetiva que a CRS (Tabela_ 55).

TABELA 55 - Indice de isolamento de protoplaétos de mesolfilo foliar em solugdo de

enzimas com pectoliase Y-23, combinada com Celulase R-10 ou
Celulase RS, apés 17 h de incubagao. SRNE N

Solugdo (%) Y-23 (%)

(%) . 003 . 0,05 0.1

CR-10 _ 0,3 + + 2+
0,5 3+ . 3+ 44
1,0 3+ 3+ -

CRS .03 + + S
0,5 + + 2+
1,0 2+ 2 2+

Na terceira etapa avaliaram-se os efeitos do estadio de desenvolvimento de folha
scbre o isolamento de protoplastos e escurecimento do material. Os estadios de folhas foram A, B,
C, D e E, cortadas em 1 OOmI de solugdo com 1/2MS; 0,6M manitol, 5mM MES (pH 5,7), para cada
2-5g de material de folha (2-4 folhas) com 5mM DTT. Em outro experlmento f0| adacnonado DTT a

vérias concentraq:ées (15mM para folhas no estédlo A 10mM para folhas no B, e '5mM para folhasi )

nos estadios C e D). Para o isolamento de protoplastos, as solugoes de enzimas testadas foram

1/2MS; 0,35M manitol; 0,35M sorbitol; 5mM MES (pH 5,7}; 0,1% Y-23; 1,0% CR-10 e 3mM DTT; e
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1/2MS; 0,35M manitol; 0, 35M sorbitol' SmM MES (PH &6,7); 0,1% Y-23; 1,0% CR-10 com DTT.
adicionado a vérias concentra(;ﬁes (15mM para folhas no estédlo A 10mM para folhas no estédlo B, A
e 5mM para folhas nos estadlos C e D). Quando foram usadas folhas no estadio A, as células foram
facrlmente rompidas e o matenal para |solamento de protoplastos nao fm bom. Os protoplastos foram .
isolados a partir do estadio B e as células, apés tratamento com solugéo enzimética, apresentaram
elevada viscosidade e dificil ressuspens&o.- As folhas no- estadio' C foram "boas para " 'isolar '
protoplastos, entretanto também apresentaram mmta viscosidade e de dlf’cﬂ ressuspenséo apés 0
_ tratamento 0 ntimero de protoplastos |solados de folhas no estadlo D f0| menor do que aqueles dos
estadios B e C. Contudo, ndo apresentaram tanta viscosidade e os protoplastos foram faceis de

ressuspensdo em solugio (Tabela 56).

TABELA 56 - Respostas de tecido foliar de diferentes estadios de desenvolvimento,
ao escurecimento e ao isolamento de protoplastos, sob acgdo de
solugao enzimatica com diferentes concentragoes de DTT. v

Estadio de desenvolvimento de folhas A B c D E
Indice de escurecimento’ 3+ 1+ - - -
Indice de isol. de protoplastos - . 3+ o3+ o+

Indice de escurecimento? - - - -

Indice de isol. de protoplastos + 3+ 2+ 2+

"Solugao de corte com 5mM DTT e solur;,éo de enzimas com 3mM DTT para todos os estédlcs de desenvolvimento da
folha.

2Scalug;éo de corte e soluc;ao de enzimas com DTT a 15, 10 e 5mM para folhas nos estédsos A B C e D
respectivamente. | : : .

.~ O potencial osmético de soiugéo de enzimas testada (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6: 0,7;
0,8; 0,9 e 1,0M) mostrou que a solug&io com 0,7M é preferivel para o isolamento de protoplastos de folhas
de pimenta-dp-reino_(Tabela 57), sepdo a combinag&o das enzimas Y-23 (0,05%) e CR-10 (0,05%)'a mais
efetiva (Tabela 58).
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TABELA 57 - Efeito de osmose no isolamento de protoplastos.

Osmose (M) 66 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10

ne? - - - - + B3+ 4+ A+ 4+ A+ 4+

" Indice de isolamento de protoplastos

TABELA 58 - indice de isolamento de protoplastos de meséfilo foliar de pimenta-do-

reino sob a agdo de enzimas Pectoliase Y-23 e Celulase R-10, apés 17
h de incubagio.

Solugao (%) Y-23 (%)
0,03 0,05 01
(%)
CR-10 (%) 0,3 + + 2+
0,5 3+ 44 3+
1,0 3+ 3+ 3+

- Castanheira-do-brasil

A castanheira-do-brasil € uma espécie com problemas de germinagéo por apresentar
sementes recalcitrantes, sendo dificil a produgao de mudas. Os estudos com micropropagacgao
desenvolveram-se através de testes de assepsia onde foram usados segmentos nodais e intemodais
de caule e segmentos de folha, como explantes. Estes foram lavados em d&gua cormrente com
detergente, imersos em etanol a 70%, por 15 segundos, e logo apés lavados com agua destilada e
transferidos para solugéo de hipociorito de sédio (NACIO) a 3%, por 15 minutos e, por fim, lavagem

em agua destilada autoclavada, por trés vezes, sob cdmara de fluxo [aminar.

Os calos de coloragdo esverdeada iniciaram a indugéo, apés treze dias, em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 0,5mgfl AlA, 1,5mg/l BAP e 2% PVP (4cido 3-

indolilacético, B-benzilaminopurina e polivinil-pirrolidona, respectivamente), enquanto os calos de
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coloragdo branca foram obtidos a partir de treze dias de cultura em meio MS, suplementado com
1,0mg/l 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) e 0,5mg/l netina, 6-furfurilamino-purina, (Fig. 88). Apos
45 dias de cultura, os calos foram transferidos para meio MS, suplementado com combinagées de
concentracées de AlA (0,5 e 1,0mg/l) e BAP (1,0 e 3,0mg/l) ou 2,4-D (2,0mg/l) e cinetina (0,5mg/l),
com maior crescimento dos calos em meio suplementado com AIA e BAP, porém sem regeneracao

de plantas.

FIG. 88 - Indugao de calos a partir de segmentos de caule de castanha-do-
-brasil.

Os calos de coloragdo clara a esverdeada, também foram obtidos, apresentando
aspecto "friaveis", quando os explantes foram cultivados em meio WPM (Wood Plant Medium)
suplementado com 0,5mg/l AIA + 3,0mg/l BAP ou 3,0mg/l BAP. O teste de cultivo de apices
caulinares, em meio WPM, com 2% PVP, indicaram boas respostas. Meristemas contendo dois
foliolos foram cultivados em trés meios (1/2 MS, MS e WPM), suplementados com 1mg/l BAP + 2%
PVP e pH 5,8. Durante duas semanas foram cultivados no escuro e em seguida na presenca de luz.
Apos 20 dias foram avaliados quanto ao crescimento dos foliolos, confortme dados mostrados na

Tabela 59.
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TABELA 59 - Respostas de apices caulinares de castanha-do-brasil, em trés meios
de cultura, apos 20 dias de cultivo.

Meio de cultura**' Ndmero de Explante crescido Explante oxidado Contaminagéo
explante (%)
1/2 MS* M 5 6 0
MS 10 8 2 0
WPM 10 9 1 : 0

" Meio de cultura contendo metade da concentragio de sais basico de MS (1/2 MS); sais basico completo de MS (MS};
€ sais basico de Wood Plant Medium (WPM),

- Bacurizeiro

Um dos principais problemas com o bacurizeiro é a obtengdo de mudas. O
langamento de raiz ocorre poucos dias apos a semeadura, porém a parte aérea pode levar até mais
de 500 dias para ser langada. A micropropagag3o, neste caso, pode contribuir para obtengéo de

mudas uniformes em menor tempo.

Foram coletados frutos imaturos de bacurizeiros no campo, retiraram-se as sementes
que foram tratadas com solugdo de hipoclorito de sédio (NaClQ) a 3%, durante 15 minutos, e
lavadas com agua destilada autoclavada trés vezes sob cdmara de fluxo laminar. Os embrides -
zigéticos foram excisados e cultivados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com 1,0mg/l AIA
(acido 3-indolilacético) e 1,0mg/l cinetina (6-furfufi|amino—purina). Apés 45 dias houve
intumescimento de alguns embrides e mudangas de cor, de amarelo para verde e avermelhado.
Entao, foram transferidos para o mesmo meio, rﬁas suplementado com 2,0mg/l 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético) ou 1,0mg/l BAP (6-benzilaminopurina). Os embrides em meio com BAP

apresentaram varias pontuagées verdes semelhantés a embridides, conforme mostra a Fig. 89.
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FIG. 89 -Indugao de estruturas globulares (embridides) a partir de
embrides zigoticos de bacurizeiro.

Os apices caulinares foram submetidos a tratamento de assepsia, lavagem em agua
destilada e detergente, imersdo em alcool 70%, por 15 segundos, e em solugdo de hipoclorito de sédio
(NaClO) a 2%, por 15 minutos. Foram cultivados em meio WPM suplementado com 0,5mg/l BAP, no qual

alguns explantes cresceram e emitiram brotacdes, como mostra a Fig. 90.
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FIG. 90 - Indugao de brotagdes a partir de apices caulinares de
bacurizeiro.

- Urucuzeiro

O urucuzeiro € uma planta arbustiva, cujas sementes produzem corantes, bixina e
norbixina, de grande utilizagdo na produgdo de cosméticos, conservagdo de alimentos, etc.
Apresenta grande variabilidade genética, cor e formato do fruto, produc¢éao, teor de corante, porte da
planta, constituindo-se, a maioria dos plantios com grande desuniformidade, principalmente devido a

propagacao ser basicamente através de sementes.

Estudos visando a micropropaga¢ao de plantas foram realizados tomando como
explantes embrides zigoticos provenientes de sementes maduras de plantas no campo. As
sementes foram lavadas e desinfestadas com élcool a 70%, por 5 minutos, e hipoclorito de sédio
(NaClO) a 1%, por 15 minutos. O meio de cultura usado foi o MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D (0,25; 0,50 e 1,0mg/l); cinetina (0,50mg/l); AIA
(0,25 e 0,50mg/l); BAP (1,0; 2,0 e 4,0mg/l); AIB (1,0; 2,0 e 4,0mg/l), (acido 2,4-diclorofenoxiacético;
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6-furfurilamino-purina;  acido . 3-indolilacético; 6-benzilaminopuring;  Acido  indolilbutirico,
respectivamente) pH 5,8, e condigbes de cultivo sob temperatura de 25°C+2°C, fotoperiodo de 16
horas de luz por oito horas de escuro, intensidade de iluminagdo de 3.000 lux e umidade relativa do

ar de aproximadamente 70%. *

A indugéo de calos ocorreu em meio com 2,4-D (0,5mg/l) e cinetina (0,5mgfl) ou 2,4-D
(1,0mg/l) e cinetina (0,5mg/) os quais originaram embriéides sob a mesma condigio de cultivo,
quando transferidos para meio sem regulador de crescimento ou suplementado com 0,25mgA AlA.
Os embridides, uma vez transferidos para o meic com AIB a 1,0 e 4,0mg/, atingiram o estadio de
plantulas. Ressalta-se que embrides somaticos foram induzidos, diretamente de embrides zigéticos,
Sem passar pela fase de calos, em meic MS, sem regulador de crescimento, ou quando

suplementado com 0,25mg/l 2,4-D.

Os melhores resultados para indugio de calos foram observados quando embrides
zigbticos foram cultivados em meio MS_fsupIementado com 1,0mg/l 2,4-D e 0,5mg/l cinetina; maior
quantidade de forrﬁagéo de embrides somaticos quando em meio com 0,25mg/l AlA, e conversdo de
embribes somaticos em pléntﬁlas em meio com 1,0mg/l AIB. Ademalis, a adicdo de 0,25mgfl 2,4-D,
em meio MS, apresentou-se como eficiente na indugio de embriogénese somatica direta. A Fig. 91
mostra a regeneragao de plantulas de urUcuzeiro, via embn’ogénese. somatica, a partir de embries

zigoticos de sementes maduras.

225



FIG. 91 - Regeneracao de plantas de urucuzeiro, via embriogénese
somatica, a partir de embrides zigéticos de sementes maduras.

- Guaranazeiro

O guaranazeiro, espécie nativa da Amazonia, € uma planta arbustiva, produtora de
sementes rica em cafeina, que & amplamente empregada na industria de refrigerantes. Apresenta
ampla variabilidade genética e & propagada principalmente através de sementes. Para os estudos de
micropropagacao, através de técnicas de cultura de tecidos, foram realizados testes de assepsia
usando-se como explantes apices caulinares de langamentos novos, a partir de plantas do BAG da
EMBRAPA-CPATU. Os explantes foram lavados em agua corrente e submetidos a choque térmico,
mergulhando-os alternadamente em agua esterilizada a 5 °C e 50 °C. Em camara de fluxo laminar
asseptica foram tratados com solugéo de hipoclorito de sodio (NaClO), a varias concentracdes (2,0

3,0; 3,5 e 4,0%), durante 15 minutos e, posteriormente, lavados em agua autoclavada por 3-5 vezes.

2
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Os resultados néo foram sat!sfatonos p0|s néo se conseguiu exp!antes asseptacos 0
desenvolvnmento do trabalho f0| prejudlcado tomando evidente a necessidade das matrizes serem

cultivadas sob casa-de-vegetacio, para, a partir dessas plantas, serem obtidos explantes. '

- Agaizeird

O acaizeiro € um.a das palmeiras mais tipicas do Para. Sua maior oconé-ncﬁia é no
estudrio do rio Amazonas, em terrenos de varzea, de igapé e na terra firme, Tem grande importancia
. alimentar e econémica para a regido (alimento e industria de palmito), _especia!menté\'éntre as
classes médla e baixa, tendo ocorréncia por toda a regido, desde o Maranhdo as Gu1anas e
Venezuela. Entretanto devido a exploragio indiscriminada para palmlto esta sendo ameagado de

perda de grande parte da variabilidade genética.

| . A pfdpégég:éb clonai | para esté eépmécie se cdnstituiem um entrave para a
multrpllcagéo de gendtipos superiores, p0|s ocorre basncamente através de sementes. Para
m:cropropagat;.ao clonal, pontas de ra[zes novas (expiantes) foram submetldas a testes de assepsia,
lavando-os em égua corrente e com detergente segu1da de termoterapla colocando o material em
estufa a 40°C durante cinco minutos, ou a choque térmico, imersdo em agua a 5°C e a 50°C,
alternadamente. Em camara de fluxoc laminar asséptica foram tratados com solugdo de hipoclorito de
sédio (NaClO) a 0,5; 2,0 e 3,0%, qurante dez a quinze minutos, e, posteriormente, lavados com &gua’
destilada au‘t;aclavada antes de serem inoculados em meio de cultura com metade dos sais basico
de MS (Mé}Z). As Tabelas 60 e 61 mostram a eficiéncia de tratamento de assepsia usando

termoterapia e choque térmico, antes da imers&o em solug3o de hipoclorito de sédio.
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TABELA 60 - Assepsia de explantes de agaizeiro, previamente submetidos a
termoterapia, a tratamentos com hipoclorito de sédio e a diferentes
tempos de exposigiao apds 15 dias de cultura.

NaCIO Tempo Explante com Explante sem Eficiéncia
(%) (min.) contaminagao contaminagao (%)
0,5 10 10 0 0
05 15 8 2 20
2,0 10 5 5 50
2,0 15 8 2 20
3.0 10 8 2 20
3,0 15 8 2 20

TABELA 61 - Assepsia de explantes de agaizeiro, previamente submetidos a choque
térmico, a tratamentos com hipoclorito de sédio e a diferentes tempos
de exposicio, apés 15 dias de cultura.

NaCIO Tempo Explantescom - Explantes sem Eficiéncia
(%) (min.) contaminagao contaminagao (%)
2,0 10 10 0 0
20 15 10 0 0
3,0 10 5 5 50
3,0 15 9 1 10
4,0 10 5 5 50
4,0 15 7 3 30

Os dados sugerem para tratamento de assepsia de explantes (ponta de raizes novas)
com termoterapia, solugao de hipoclorito de sodio a 2,0%, por dez minutos, enquanto com choque
termico, solugdo de hipoclorito de sédio a 3,0 e 4,0% durante dez minutos. Entretanto, os dados ndo

foram confirmados devido, principalmente, a natureza dos explantes, pois dificiimente se consegue
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explantes nas mesmas condicbes de plantas no campo. Portanto, para controle e obtengio de

explantes mals praticdvel para assepsia, é necessdrio o desenvolvimento de plantas em casa-de-

vegetagao.

Os explantes livres de contaminagéo foram transferidos para meio bésico B5
(Gamborg et al, 1968), suplementado com 1,5mgil BAP (6-benzilaminopurina), no qual

intumesceram mas nao diferenciaram-se.

Outro estudo desenvolvido com esta espécie foi a regeneragdo de plantas, a partir de
embrides zigbticos, cujo objetivo maior, devido & recalcitrncia das sementes, foi obter plantulas via
embrifo zigético de sementes submetidas a secagem répida (flash-dry), seguido de armazenamento

em ¢amara fria.

As sementes foram despolpadas e lavadas em agua, sob cdmara de fluxo laminar
asseptica e imersas em alcool a 70%, por cinco minutos, seguidas de imersao em hipoclorito de
sédio a 2%, por quinze minutos, e lavagem em agua destilada autoclavada por vérias vezes. Os
embrides foram excisados e colocados durante alguns minutos em soluq:éo de polivinilpirrolidona
(PVPO5e 2 0%) acido ascorbico (0,15 e 0,3%) e acido citrico (150 a 250mg/l) para evitar oxidagao.
Postenormente foram inoculados em meio bésico para embrido (ME) contendo macro e
micronutrientes, vitaminas, caseina hidrolisada, agar 1% e pH 5,8. Apds quatorze dias houve
lancamento da parte aérea e das ralzes, sendo entdo transferidos para o mesmo meio,

suplementado com dacido 3-indolilacético (AIA 2,5mg/i) para desenvolvimento.

Por outro lado, os embrides foram éultivados em meio MS (Morashige & Skoog, 1962)
semi-sélido, modificados com 0,17g/l NaH,PQ,, carvdo ativado 0,2%, pH 5,8 suplementado com
varias combinagdes de ANA e BAP (0,1; 0,5 e 1,0mg/). A Tabela 62 mostra os resultados obtidos
ap6s 30 dias de cultivo, sob condigées c{e fotoperiodo 16 horas de luz por oito horas de escuro,

intensidade de iluminagéo de 3.000 lux e temperatura de 25°C + 2°C.
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TABELA 62 - Respostas de embrides zigoticos de agaizeiro em meio MS modificado,
com diferentes combinagoes de ANA e BAP, ap6s 30 dias de cultivo.

Tratamento Classificagdo das respostas
(Meio MS") Desenvolvimento de Desenvolvimento Sem Contaminagio
plantula atrofiado resposta (%)
BioNig 05 00 04 00
BosN1g 4 3 2 1
Bo1N1o 6 2 1 1
By oNojs 5 4 1 0
BosNos 7 3 0 0
Bo,1Nos 1 4 5 0
B1.oNo.1 2 5 1 1
Bo.sNo,1 4 1 4 0
Bo.1No,1 3 1 5 1
Testemunha® 1 6 1 2

" Sais basico e vitaminas de MS, 0,17 g/l NaH,PQ,, carvio ativado 0,2%, pH 5,8, suplementade com BAP (B 0,1; 0,5
e 1,0mg/M e ANA (N O,1; 0,5 e 1,0mgf).
Meio de cultura sem regulador de crescimento.

Os dados obtidos demonstraram que um balango hormonal, com maior concentragio
de auxina (1,0mg/l ANA), em relagdo 2 citocinina (0,1mg/l BAP), favoreceu o desenvolvimento do
embriéo a converter-se em pléantulas (Fig. 92). Por outro lado, concentragbes semelhantes de auxina
(0,5 ou 1,0mg/l ANA) e citocinina (0,5 ou 1,0mg/l BAP) favaoreceram mais a conversio de embrides
zigéticos em plantulas, enquanto meio sem reguladores de crescimento n3o permitiram boa

formagao de plantulas e os embrides tenderam a atrofiarem-se.
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FIG. 92 - Obtencao de plantas de agaizeiro a partir de embrides zigéticos

de sementes maduras.

Conclusoes preliminares

Os resultados obtidos neste pojeto permitem o estabelecimento das seguintes

conclusodes:

Quina:

- E possivel estabelecer as técnicas de obtengao de calo de explante de campo.

Ipeca:

- Multiplas brotagdes e regeneragédo de plantulas a partir de segmentos nodais sdo obtidas em
cultura “in vitro”.
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Pimenteira-do-reino: .

- E possivel a indug&o de mdltiplas brotagGes de pimenteira-do-reino a partir de cuItura de aplce
cauhnar

- A obtengdo e cultura de calos a partir de segmentos de hlpocotllo de plantula cultivada “in vitro”
pode ser viabilizada em meio de cultura

- Protoplastos de pimenta-do-reino podem ser isolados do mesofilo foliar usando comblnag:oes de
enzimas com controle da oxidagao. :

Castanheira-do-Brasil:
- E possivel estabelecer cultura de apice caulinar.
Bacurizeiro:

- Embrido imaturo, € um explante conveniente para indugéo de calos em bacurizeiro;

- Apices caulinares de bacurizeiro podem ser estabelecidos em culturas. -

Urucuzeiro:

- Regeneragéo de plantulas via embnogenese somatica a partir de embrides Z|got|cos é obtlda em
cultura “in vitro”,

Acaizeiro:
- - Embrides zigodticos podem produzir calos “in vitro’;

- Plantulas a partir de embries 2|got|cos podem ser obtidas em meio de cultivo com combmagoes
de reguladores.
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Difusdo de tecnologia

Informagao dos resultados alcangados a bolslstas da FCAP e da UFPa, e quando

da orientagdo de alunos de Pés-graduagdo do curso de Blologla da UFPa na area de cultura de
tecidos.

- Apresentagio de trabalhos sobre cultura de tecldos no Congressc Brasﬂelro de -
Fisiologia Vegetal em Julho de 1993.

~ - Apresentag8o de trabalho no Seminario de Iniciag&o Cientifica da FCAP/UFPa —
"Indugéo de calo em explante de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) e, para pesquisadores do’
CPATU sobre Biotecnologié. em dezembro de 1992, '

‘ - Apresentagio do semlnéno sobre “Resultados de pesquisa em cultura de tecidos.
CPATU, 1991",

- Dwulgagéo dos resultados através da imprensa em forma de entrev:stas para a
TVS e TV Cu!tura sobre cultivo de plantas medicinais *in vitro” e propagagao de ipeca.

- Apresentagic de trabalhos no XLIV Congresso Brasileiro de Boténica. 1993:

. Erhbriogénese somética em Urucu,
. Propagat;éo' de plantas medicinais através de técnicas “in vitro®.
. Propagacéo clonal de Cephaelis ipecacuanha A. Richard atraves de cultura de

tecidos.

- Apresentagéo de trabalho no “V Congresso Brasileiro de Fisiologia Vegetal” Minas
Gerais, 1995. '

- Curso prético em cultura de tecidos de plantas, ministrado para professores e
pesquisadores da UFPa, FCAP, UFMA, UFCE, UFPI, CEPLAC e CPATU em novembro de 1992 e
novembro de 1993.

- Workshop EMBRAPA-CPATU!JICA do Pro;eto “Geragdo de tecnologia
agromdustnal para o desenvolvimento do trépico umido”, Titulo do trabalho: "Regeneraqéo a partir
de calo em pimenta-do-reino® em margo de 1994,

- Curso de cultura de tecido de planta ministrado na | Semana de Pés-graduagdo da
FCAP em abril de 1995. | '
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COLETA, PROPAGAGAO E AVALIAGAO DE PLANTAS MEDICINAIS DA AMAZ()NIA
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Resumo: O processo de desenvolvimento da regido amazénica requer estratégias apropriadas
nos diferentes setores organiiados da sociedade, na busca do bem-estar socioeconémico da
populag8io. A utilizagio racional dos recursos haturais péssa"a ter grande importéncia nesse
contexto, 4 medida que os produtos florestais, madeireiros e nio-madeireiros, passam a ser
explorados economicamente. 0 'prese'nte segmento de pesquisa tem por objetivo coletar,
conservar e promover a domeshcagao de espéc1es medlcmals nativas de lmpor’ténma econﬁmlca
através de esforco 1ntegrado e lnterdtsmphnar, visando 1ndtcar matenals genetlcos selecnonados
que possam ser utilizados em 5|stemas de produqéo wévels agronomlcamente com retornos
econémlcos que garantam a sustentabllldade de éreas agricolas da regtao ea sua utlllzar;,ao
como matéria- pnma na produc;éo de novos medlcamentos sem a destru:;ao do material genétlco
natlvo Foram selecionadas para os estudos 1n|C|a|s de domestlcagéo as espécies Cephaehs
lpecacuanha (Ipeca) e P:Iocarpus m:cmphyllus (Jaborandl), tendo-se coietado matenals botanicos
em varlos acessos ‘em éreas de ocorréncua natural Foram real:zados expenmentos para a
propagagao das espéCIes verifi cando-se que o melhor material para a propagagéo de ipeca sido
as estacas de ralzes e para o jaborandi, as sementes. Estdo sendo conservadas as colegbes
destas espécies em duas dreas distintas, uma em sub-bosque e outra a pleno sol. AvaliagBes

fitoquimicas periddicas de emetina em ipeca e pilocarpina em jaborandi vém sendo realizadas nas .

Farm Biol. M.Sc. EMBRAPA-CPATU. Calxa Postal 48 CEP 66 017-570. Belém PA

Qulm Ind. M.Sc. EMBRAPA-CPATU.

Eng Agr, Ph.D. EMBRAPA-CPATU.
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* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA, Av, Nazaré 272, Sala 105, Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA.
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plantas das colegbes, tendo-se adaptadas metodologias para a determinagao desses principios
ativos. Foram iniciados estudos agrondmicos e fisiolégicos, visando a domesticagdo destas
espécies. Esta sendo elaborado um "GUIa de plantas medicinais, com énfase nas espécies da
Amazénia”. Até o momento foram reahzadas descrigbes botanicas, "screemng quimico e

fotografadas algumas espeoles.

COLLECTION, PROPAGATION AND EVALUATION OF MEDICINAL PLANTS OF AMAZONIA

Abstract: The process of development in the Amazon region requires appropriate strategies in
the diffe_rent organized sectors of society, seeking the socio—economic:wetl_-being of the population.:
The rational use of natural resources thus takes on a greater importanoe in'this context, in that'j
t:mber and non-hmber forest products are able to be harvested economlcally The objective of this.
pmject |s to collect, conserve and promove the domestication of native medlcmal species of*
‘ economlc value through an :ntegrated and multrdlsmphnary effort |n order to ldentlfy se!ected
genetlc matenat that can be utilized in agronomzcally feasible productlon systems Thts matenalw
must provude sufﬂment econom|c returns to guarantee the sustalnab:hty of agncultural areas |n the
reglon and that thelr utlllzatlon as a raw materlat for producmg new medlcatlons does not.
Jeopardlze the natlve genetlc materlal For the |n|t|als studles of fomest:catlon were selected the_
specses Cephaehs .-pecacuanha (tpeca) and Priocarpus mrcrophyllus (Jaborandl) lt was also_‘
cotlected many access on the areas of natural occurrence Experlments for the propagatlon of the:
spec:es ‘were made. The results showed that the best matenal for |peca propagatlon are the'i ,
stackes of roots and for the jaborandl the seeds The collectrons of these specnes have been:

preserved in two specific areas, one in shrub and the other at the sun. Periodic phytochemnstrya

evaliations - of emetine in ipeca and pilocarpine in jaborandi has b_een done.' in pllants of the

collections. Methodologies were adapted for the - determination of those active principles:' "

- Agronomical and physiological studies have been done for the domestication of these 'species. it’

has been made a “Guide of Medicinal Plants” with emphasns m the Amazoman spemes At this -

moment it was made the plants descrlptlons the chemical screenlng and photographed some of L

the species. ‘
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05jef§Vo i

Selecionar plantas da Amazonla ‘com trad:gao ftoterapéut:ca wsando utiliza-las

como msumo é mdustna farmacéutlca nacmnal

Lea

Justificativa

!

As plantas medlcmals onundas da flora amazénica vém sendo utilizadas hé_
décadas pela popuia;éok sendo que algumas espécies séo tradlmonalmente ‘usadas . em
tratamentos fitoterapicos, onde o conhecimento popular tem grande relevancia na aplicacio dos
principios ativos. Muitas dessas espécies estdo passiveis de extingdo, seja pela erosdo genética
provocada peI_aJcoleta indiscriminada efou pelos freqlientes desmatamentos das érea.s‘ de

ocorréncia natural.

'No momento em que a comunidade internacionial empenha-se para colaborar na
preservagio da biod'ive:r‘sidadé da floresta amazénica, toma-se oportuno o desenvolvimento de
at;ées de pesquisa que visem, pnncnpalmente promover a domestlcagéo de espécnes de valor
econémico reconheCtdo favorecendo dessa forma a preservat;éo e conservagéo dos recursos

genéticos, além de contribuir significativamente para o desenvolvimento regional.
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Resultados parciais

Experimento 1 - Coleta, propagagao e conservacgio de Cephaelis ipecacuanha (Brot)

A. Rich, ipeca; Pilocarpus microphyllus Stapf., jaborandi

As espécies medicinais nativas estudadas foram escolhidas com base em critérios
que priorizaram o potencial econémico e o risco de eroséo genética, evidenciada pelo extrativismo

indiscriminado, e pelas alteragbes provocadas por agdes de desmatamentos nas areas de

ocorréncia natural.

Com a finalidade de programar as expedi¢bes de coleta foram efetuados
levantamentos bibliograficos e de herbarios, para a obtengdo do conhecimento sobre a

distribuigio geografica das espécies. "

Ipeca

A ipeca (Cephaelis ipecacuanhé {Brot} A. Rich) pertence a familia Rubiaceae,'
sendo também conhecida cientificamente por Psychotfria ipecacuanha (Brot) Stokes e,
popularmente, como ipecacuanha, ipecacuanha anelada poaia e poaia do mato. E uma planta
arbustiva e reptante, cujo habitat natural no Brasil é representado pelas matas dos Estados de
Rondbénia, Mato Grosso, Para, Goias, Minas Gerais, Sao Pau_!o, Rio de Janeiro, Esplrito Santo,

Bahia e Pernambuco.

A importancia econémica desta espécie & devida ao seu potencial medicinal,
representado pelo alcaléide emetina, sintetizado principalmente nas ralzes, além de outros de
menor percentagem. E usada como expectorante, no tratamento de diarréias comuns e ameblase.
Atualmente, encontra-se em fase de extincio, devido & coleta indiscriminada e a derrubada das
matas sob as quais se d4 a ocorréncia natural da espécie, fatos esses observados em diversos
locais onde foram procedidas as coletas realizadas pelo CPATU, quando foi constatado o
desaparecimento de varias populagbes. Essa situagio determinou a necessidade de se conservar
parte da variabilidade genética da espécie fora do ambiente natural (conservagdo ex-situ), tarefa

essa iniciada no Brasil pelo CPATU.
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As coletas de  germoplasma de ipeca foram realizadas em quatro expediges
botanicas nas areas de ocorréncia natural da espécie, nos Estados de Mato Grosso, Ronddnia,
Espirito Santo, Minas Gerais e Bahia. Coletaram-se sementes, mudas, estacas (de raiz e caule),

além de amostras para a herborizago e anélises fitoquimicas (Tabela 63).

Tabela 63 - Quantificagdo -do material génético de Ipeca coletado em diferentes
regioes brasileiras e mtroduz:das no BAG de plantas medicinais do

CPATU
Locais | ' N® de acessos

MATO GROSSO '

Barra do Bugre ‘ 15

Salto do Céu - _ 03

Céaceres 01

Mirassol ' 01

Novo Horizonte : ' 01

Ponies de Lacerda ‘ 01
- Vila Bela SSM?2 Trindade - 01

. Tangara da Serra o - 03
" Rio Branco = ' ' 01
Total o | 27
RONDONIA |

Rolim de Moura ' : : . 21

Costa Marques o - _ 12

Cacoal 01

Cerejeiras 01

Total B | 35
ESPIRITRO SANTO ‘ -

Linhares ‘ ‘ 03

Lajinha R ‘ : o B

Total - | 04
RIO DE JANEIRO | |

Ponciuncula 02
MINAS GERAIS

Caratinga 02
BAHIA . ‘
 Bicaral : : 01
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Ap6s varios experimentos verificou-se que o melhor material para propagagio
foram as estacas de ralzés, cortadas em pedagos de aproximadamente 7cm de comprimento,
colocadas inclinadas em c&mara Gmida, em substrato de areia lavada, onde permaneceram por
cerca de 90 dias. Em seguida foram transplantadas, deixadas em viveiro por um periodo de 180
dias, sendo em seguida transferidas para as areas de plantio definitivo — sub-bosque, com

espagamento de 30cm x 40cm; e em canteiros semi-sombreados e irrigados, com espagamento

de 25cm x 25cm.

Os primeiros testes com plantas estabelecidas em canteiros foram realizados em
1992, sendo estes localizados na encosta da mata, de mode que as plantas mesmo estando a
“Céu Aberto”, recebiam apenas a radiagdo direta por cerca de seis horas didrias. Os canteiros

foram preparados com esterco de gado curtido, e as plantas irrigadas por gotejamento.

Os resultados preliminares mostraram algumas vantagens desse sistema sobre o
plantio no sub-bosque ( simulaga@o do habitat natural ), principalmente no que diz respeito a maior
produtividade do sistema radicular. Nessas condi¢bes, obteve-se em oito meses um volume
radicular sé conseguido abs 24 meses nos plantios de sub-bosque ( 18 gr/ planta ). Além disso, a
facilidade observada na operagdo de coleta das raizes nos canteiros, contrésta com as
dificuldades observadas na mesma operagdo quando o plantio & no sub-bosque, onde o
entrelagamento das ralzes de Ipeca com outras do sistema, provoca perdas de tempo e de

material botanico.

Do sistema de plantio em canteiros a pleno sol por meio dia, evoluiu-se para o
plantio de canteiros cobertos por palhas ( folhas de palmeiras ) ou por canteiros estabelecidos sob
coberturas com plantas trepadeiras, como por exemplo 0 maracuja (Passiflora edulis ), de acordo

com a Fig. 83.
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FIG. 93 - Ipeca em canteiros semi-sombreados e irrigados.

E notério no caso da Ipeca, que a relacdo radiagdo X nutricio da planta deva ser
muito bem estabelecida, uma vez que os sintomas visuais de deficiéncia de nitrogénio em plantas

a pleno sol & marcante nessa espécie .

Realizaram-se observagbes fenologicas nas plantas das colegdes, tanto de sub-
bosque como de canteiros, verificando-se o florescimento em mais de uma época do ano, porém,
a maior incidéncia ocorreu no periodo chuvoso (janeiro a margo), registrando-se a produgéo de
sementes, apds cerca de 150 dias do inicio da floragao. As sementes coletadas foram remetidas
ao Laboratoério de Sementes do CPATU para diversos testes. Os resultados obtidos mostraram
que as sementes apresentam germinagao extremamente lenta e com acentuada desuniformidade,
iniciando a emergéncia das plantulas aos 130 dias apdés a semeadura e estabilizando por volta de
560 dias, quando a percentagem de germinagao atingiu 66%. E possivel que o duro e espesso

endocarpo que envolve as sementes seja a causa da dorméncia verificada nessa espécie. O peso

3]
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verificada nessa espécie. O peso de 100 sementes, com umidade de 26,0%, apresentou valor

médio de 1,882g e cada fruto continha duas sementes.

As plantas de ipeca que foram transplantadas para os canteiros semi-sombreados e
irrigados, no final de 1992 e inicio de 1993, estao com desenvolvimento normal e requiaridade de
floragao e frutificagdo, enquanto que as da area do sub-bosque vém tendo a floragao e a
frutificagdo prejudicadas pelo constante ataque de gafanhotos. Estdo sendo realizadas

observagdes fenoldgicas para as fenofases de floragéo e frutificagéo (Figs. 94, 95, 96 e 97)
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FIG. 94 - Avaliagéo da floragao de ipeca no periodo de janeiro de 1994 a maio
de 1995.
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FIG. 95 - Avaliagdo da frutificagdo de ipeca no periodo de janeiro de 1994 a
maio de 1995.
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FIG. 96 - Avaliacdo da floragdo de ipeca no periodo de abril de 1992 a
setembro de 1993.
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FIG. 97 - Avaliagdo da frutificacdo de ipeca no periodo de abril de 1992 a
setembro de 1993

Os estudos de caracterizagdo das diferentes populagbes de Ipeca coletadas,
deverao ser iniciados em 1996, com a utilizagao de marcadores izoenzimaticos através da técnica

de eletroforese, e através do processo convencional de descritores boténicos.

As plantas de ipeca provenientes da micropropagagao através da cultura de tecidos
estao sendo cultivadas nos canteiros semi-sombreados e irrigados, com desenvolvimento

satisfatorio.
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Jaborandi

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf.), também conhecido como jo&oborandi,
arruda e arataia, pertencente a familia Rutaceae, é uma planta arbustivé aqsubarbérea, com 2,5m

a 6,0m de altura e habitat natural em mata aberta e campinarana'dos Estados do Para e

Maranhé&o,

O valor econémico da planta é devido a um doé alcaléides contidos nas folhas, a
pitocarpina. Desde muito tempo as folhas dessa espécie $ao0 usadas em formra de cha, como anti-
infecciosas e antifebrifugas, e ihdustrialmente, na confecgdo de xamp.u e maié recentemente na
composigéd de medicamentos oftalmoldgicos, ret:omendados na forma de colirios para o

tratamento do glaucoma.

A sobrevivéncia do jaborandi estd ameagada devido & coleta indiscriminada e
destruidora para comercializagio das folhas, em armazéns de revenda no Estado do Maranhao ou

compradores de folhas no Estado do Para.

Da mesma forma como ocorreu com a ipeca, procurou-se viabilizar a conservagio
do germoplasma de jaborandi no CPATU. Em 1991, iniciaram-se as coletas de germoplasma em
dreas de ocorréncia natural, nos Estados do Maranh&o (Agailandia, Mata Roma, Brejo e Santa

Quitéria) e do Para (Serra dos Carajas, areas da Companhia Vale do Rio Doce-CVRD), tendo sido

coletadas apenas sementes.

Em 1992 foram realizadas duas expedigdes, uma & Serra do Carajas e outra ao
municlpio de Moju (fazenda Maisa). Em ambos os locais foram coletadas estacas da parte aérea,
além de plantulas obtidas sob as plantas matrizes, em decorréncia da inexisténcia de sementss. -
As estacas foram utilizadas em testes de enraizamento, sendo tratadas com fitochorménio (Acido
Indo! Butirico), porém, apresentéram taxa de enraizamento muito baixa (20%). As mudas das
'pléntulas foram enviveiradas e as mais uniformes utilizadaé em testés de respostas a diferentes
niveis de luminosidade, observando-se que as melhores taxas de crescimento foram constatadas

em plantas sob sombrite com 50% de interceptacao de luz.
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Em 1993 foram coletadas na Serra dos Cerajés poucas sementes, algumas

plantulas e material para analise fitoquimica e preparo de exsicatas.

Em junho de 1994 foram recebrdas da Serra dos Carajés algumas sementes que

produzlram mudas, no momento envrvelradas em sacos de polletlleno

No final de julho de 1994 foi realizada uma expedigdo de coleta abrangendo as
reglées de Altamira, Breu Branco e Mo;u no, Estado do Para. Em Altamlra sb foram coletadas
folhas para anéllse ftoquimlca uma vez que néo haVIam sementes Nos outros Iocals foramq

coletadas sementes e pléntulas além de fo!has para anéhses f toquimrcas

. No periodo de 1991 a 1994 foi coletado um total de 35 acessos de jaborandi,

conforme esta demonstrado na Tabela 64.

TABELA 64 - Locais de coleta e material coletado de jaborandi

Primeira coleta Material coletado/ Segunda coleta Material coletado/
(ulhode 1991) - - .  quantidade . .- - : . (julhode 1992) " - . quantidade
Pari S - T e
(Moju e Parauapebas- . -, - - .. (Mojue Parauapebas - . (o S
Serra dos Carajés) - Sementes 659  Serrados Carajas) ~ Estacas 30 ..
, ST e B - ' 'Mudas 575 ’
Maranhao -

(Brejo, Sta. Quitéria, _
Mata Roma, Agailandia) Sementes 625

. Terceiracoleta . - Material coletado/ - .. - - Quartacoleta =  Material coletado/ ' :
(Junho de 1993) quantidade - (Junhode 1984) = quantidade N
Para . ‘ IR EIES Para .
(Parauapebas Serra , ~ (Parauapebas - Serra
dos Carajas) - ‘ “"Sementes: 156  dos Carajas, Moju, ' T
- Mudas. . 132 NovoBreuBranco) - Sementes- 513 .-

Mudas 142
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As sementes apresentaram percentual de germinagdo satisfatério (em torno de
80%) e o inicio da germinagao ocorreu entre dez a quinze dias, porém, com 30 dias, as plantulas
foram repicadas para sacos de polietileno, onde permaneceram aproximadamente 100 dias em

viveiro semi-sombreado.

As plantulas apresentaram um padrdo de crescimento e desenvolvimento lento,
porém, com poucos registros de perdas. O transplantio para a area definitiva foi realizado no
periodo chuvoso, uma vez que foram registradas perdas de plantas ja estabelecidas no campo ,

durante o periodo de estiagem, provavelmente devido ao estresse hidrico.

Uma parte das plantas da primeira coleta foi transplantada para area de sub-
bosque, consorciada com a ipeca; a outra, para area de céu aberto, consorciada com bananeiras,
além de um outro grupo, cultivado em plantio isolado com espagamento de 2,50m x 2,50m (Fig.

98).

FIG. 98 - Jaborandi, em sub-bosque, consorciado com ipeca.
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Veriﬂcou-se. bequena perda de plantas nas érea_s de céu aberto, principalmente
naquelas consorciadas com bananeiras, devido ao afaque de nematéides e insetos . Entretanto,
apresentaram desenvolvimento melhor que as do sub-bosque, ja tendo iniciado a floragdo e a
frutificagdo. | B

Na &drea de sub-bosque ndo foram registradas perdas, todavia, - as plantas

apresentam pouco desenvolvimento.

Atualmente o BAG de jabcrandi conta com 35 acessos. E, além __das plantas do
-Banco de Germoplasma (BAG), forarﬁ estabelecidas no campo, a céu. aberto, outras espécies
medicinais de interésses“ econﬁmico—regionéis e introduzidas, cohstituindo uma colegéo de
trabalho (hortd de espécies rhedicinais mais utilizadés ﬁela_ popula(;;éo), que podera subsidiar
futuros estudos, com o fornecimento de material botanico (Tabela €5 e Fig. 99). |

st

Na area de sub-bosque nao foram registradas perdas, todavia as plantas apresentam

pouco desenvolvimento.

O manejo e os fratos culturais dispensados és plantas que constituem o BAG de
plantas Amedicinais, estdo .sendo realizados com base nas informag¢bes obtidas em estudos
fitotécnicos preliminares, sendo modificados gradativamente a medida em que os estudos
agrondmicos e fisiologicos forem delineando o sistema de produgdo mais adequado para cada

espécie.
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4 TR,

FIG. 99 - Visao do horto de plantas medicinais.

Consideragoes sobre a elaboragao do “Guia de Plantas Medicinais Nativas da

Amazonia”

Com o objetivo de consolidar as informacdes sobre plantas medicinais nativas da
Amazénia, geradas durante a vigéncia do projeto, foi acertada, entre representantes do CPATU

e da JICA, a elaboracgao de um Guia de Plantas Medicinais Nativas da Amazénia.

Algumas acbes conjuntas foram implementadas, como os levantamentos
bibliografico, fotografico e de herbario. Como resultado desse trabalho, estéo disponiveis parte

dos 490 slides de plantas, além da compilagdo de uma série de informacdes que deverdo ser

processadas.
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Experimento 2 - Andlise ﬁtoq_ﬁimica de plantas medicinais

‘ A_'F_’ara a quantificagdo da emetina na raiz da ipeca foi introduzido, testado e
aprovado o seguinte métodp: pesar 20mg de amostra seca e moidé, agitar com 0,5n;lllde'
hidréxido de aménio a 10% por um minuto, depois juntar 5ml de éter etilico e agitar por cinco

minutos; e retirar 1ml da parte eterea e evaporar até a secura em segu1da dlssolver em 1ml de

metanol e analtsar em HPLC.

'A coluna utiizada & de ODS, a uma temperatura de 40°C e o solvente & a
mistura de acetonitrila e écido‘triﬂuoracético a"01%. na propbrg:éo de 18 paré 82
respecttvamente com a vazao de 1ml!m|n O detector uuhzado e o de ﬂuorescénc:a e o

comprimento de onda Ex 283nm e Em 318nm

O método para determlnag:ao de emetina ja esta sendo utlhzado rotme1ramente
no Laboraténo de Agroindustria do CPATU o |

- Algumas amostras : extraidas da colegdo do CPATU foram anallsadas e

apresentaram os seguintes resultados de acordo com a Tabela 66
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TABELA 66 - Resultados analiticos de amostras de ipeca da colegédo do CPATU.

Amostra - I_dade;_!meses | Enz%na ,
Cacoal RO 819-P5 . 22 ‘ 0,60
Barra do Bugres MT 690-P3 .34 0,70
- Barra do Bugres MT 589-P6° 47 0,66
- Costa Marques RO 612-P5 S 47 0,63
. Costa Marques RO 840-P3 . . . 22 0,62
Costa Marques RO 839-P8 22 0,69
Costa Marques RO 838-P9 22 063 .
Rio Branco MT 714-P10 . 34 0,71
Rio Branco MT 712-P5 BRI 34 0,61
Barra do Bugres MT 695- Pz 34 084
Ibicaral BA Kamakura 767-2 Sub—bosque o1 0,73 .
Porciuncula Rio Canteiro Kamakura 745-9 .12' | | 055
Rolim de Moura RO Kand Canteiro 808-8 12 0,61
Caratinga MG 751-4 T 51 0,66
Linhares ES 760-4 - 51 074
Tangara da Serra MT 702-4 Sub-bosque ‘ 5)5 0,'84’ _ ‘
Rio Branco MT 719-9 Sub-bosque , .. 55 066
Cacoal RO 819- 13 Canteiro 12 067 -
Cerejeiras RO 845-16 Canteiro 12 0,67
Ponta Lacerda MT 602-P34 47 0,87
Salto do Céu MT 590-8 o 47 0,96
~ Mirassol MT 595-P2 47 0,74
Novo Horizonte MT 596-52 .« 47 0,66
Ponte Lacerda MT 719-P4 34 0,63 -
Céceres MT 504-03 47 061
Costa Marques RO 837-P6 22 0,67
Costa Marques RO 827-P12 22 0,67
Cerejeira RO 845-P10 22 0,65
Costa Marques RO 826-P5 22 0,64
Cacoal RO 816-P2 ‘22 064
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- Operagdes para o isolamento de alcaléides

A metodologla utlllzada para o “screening” fitoquimico est& baseada em rea-;.oes

de precnp:tac;éo e colorago. 'Na Tabela 67 encontram- -se 0s resultados de- 27 plantas

estudadas

TABELA 67 - "Screemng“‘fitoqulm:co de 27 plantas da coleqao do CPATU‘

analisadas em outubro, novembro e dezembro de 1994,

Quebra-pedra- -

- Nome vulgar Mutamba - . Caapeba
vermelha
Nome cientifico | Guazuma ulmimifolia | Potomorphe peltata | Phyllanthus urinari
HBK (L.) Miq. - Aubl.
Familia Sterculiaceae Piperaceae Rubiaceae
Parte usada Folha Folha " Folha
Testefresuttado .
Acidos organicos P P ‘P -
Acgucares redutores P N . P
Alcaldides P N N
Antraquinonas N P P
Azulenos M M M
Carotendides P P P
Catequinas M M M
Depsidios e depsidonas M P P \
Derivados benzoquinonas N M N
Derivados da cumarina N N N
Esterdides e triterpendides. N P P '
Flavondides P M M
Glicosidios cardiacos N M M
Lactonas R N M P
Polissacaridios . N N N
Proteinas e aminoacidos P P N
Purinas ' _ N N P
Saponina espumidica P P P
.Tanines . . . e <~ P - 2] P
P = positivo; N = negative; M = mascarado Continua ...
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TABELA 67 - Continuagao ...

Nome vulgar - S.Jofocad | . Angico .| .. Sucuba
o anites | VR | s | A
Familia Compositae Leguminosae — |~ Apocynaceae -
Parte usada Folhalraiz Cascalvagem Casca
. Testefresultado | _ |
Acidos organicos | B - - P
Ac;;'lcares redufc;féé i PIP -1 P/IP P
Alcalsides NN NN N
Antraqu:nonas NIN 7' o NN P
Azulenos mP NN LN
 Carotenéides PIN NN N -
Catequinas’ i Nli\l T PN P
Depsidios e depsidonas R p/P PIN N
Derivados benzoguinonas NN M/M N
Derivados dacumarina NP N/N N
Esteréide§ e triterpendides | P/P N/N N. |
Flavonbides _ : P/P o N/N N
Glicosidios cardiacos | N/N | N/N N
Lactonas _ N/N ¥ CNIN - N
Polissacarldios N/N E N/N N
Proteinas e aminoéacidos | PIN : P/N N
Purinas " NN N/N N
Saponina espumidica . | P/P ’ ‘. P/P P
Taninos = 7_ P/P PP P
P = positivo; N = negativo; M = mascarado .. . e - Contirnl..la e o
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TABELA 67 - Continuago ...

~ Nomewulgar - |- Vassoura-de-botio

Verdnica-vermelha

Vassourinha

~ Nome cientifico

" Borreria vermiculata

(L.} Meyer

Dalbergia monetaria
L.

Scoparia dulcis L.

~ Familia :

Rubijaceae

Leguminosae -
Papilionoideae

Scrophulariaceae

B Parte usada
Teste/resultado

Raiz

Casca

- Raiz

'Acidbs orgénicos
Aglicares redutores |
Alcaldides

Antraquinonas

Azulenos

Carotenélides‘

Catequinas

Dep‘sfdios e depsidonas
Derivados benzoquinonas
Derivados da cumarina
Esterdides e triterpendides
Flavondides

Glicosidios cardiacos
Lactohas -
Polissacaridios

Proteinas e aminoacidos
Purinas :

Saponina espumidica

Taninos

T 9" Z ZzZ Z2 Zz Z2 2 Z2 Z2 Z Z 1V Z2 Z2 Z Z 1T 7T

¥ v £ z zZ ® 9 YV Z Z W TV =2 Z Z Z Z T T

v z z z =z z ¥ W z E U Z VD Z Z UV TV T

P

P = positivo; N = negativo; M = mascarado
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TABELA 67 - Continuagao ...

* Nome vulgar Gravicla = - | ' Carambola  |Castanha-do-brasil
Nome cientifico Annona muricata L. Avenhoa carérﬁbolé Bei‘t.holfeltia -é)(léelsa
' ' L. - H.&B
Familia -~ | Anonaceae | Oxalidaceae Lécythiq;cgge' o
| Parte usada S Fdlha b Folha .| Umbigo do ourigo ..
Teste/resultado ‘ 5 ‘
Acidos orgénicos P P P
Aclicares redutorés | P P P
Alcaldides | - P P N
Antraquinonas N N SN
Azulenos N P N
Carotendides P P P
Cate'quinas N P N
Depsidios e depsidonas M M P
Derivados benzoquinonas N N °N
Derivados da c.:uma'rina N. N N
Esteréides e triterpenéides P P P
Flavondéides P M P
Glicoéidios cérdiacos ok N N "N -
Lactonas N N P
Polissacaridios - N N N
Proteinas e aminoacidos P P P
Purinas - P P ‘N
Saponina Espumldica P P P
Taninos | P P P
P = positivo; N= ne_gativo; M = mascarado Continua ...
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TABELA 67 - Continuagéo ...

Nome vulgar

Lingua-de-vaca

Pau-para-tudo

Ginja ou Pitanga

Nome cientifico Elephantopus mollis | Simaba cedron HBK| Eugenia unifiora L.
' HBK o
Familia Compositae Simarubaceae ' Myrtaceae
Parte usada Folha/raiz Casca Folha
Teste/resultado |

Acidos organicos P/P P ‘N
Aglcares redutores P/P P P
Alcaldides N/N P P

* Antraquinonas | N/N N N
Azulenos M/P P P
Carotendides P/IN P M
Catequinas N/N N P
Depsidios e depsidonas M/P N M
Derivados benzoquinonés N/N N N
Derivados da cumarina N/P N | N
Estéréides e triterpendides P/N P - N
Flavonbides M/P N M
Glicosidios cardiacos M/N N N
Lactonas M/N N N
Polissacaridios .NIN N N .
Proteinas e aminoacidos P/P P P
Purinas P/N N P
Saponina espumidica PP P P
Taninos P/P P P

P = positivo; N = negativo; M = mascarado
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TABELA 67 - Continuagéo ...

* Nome vulgar . Picko ' [ - Damiana - Marupazinho
Nome cientifico '| Bidens pifosa L. | Tumera ulmifolia L. | Eleutherine plicata Herb,
Familia 1 Compositae” Turneraceae ; - Iridaceae
Pateusada |  Fohatale |. . Folha - Batata
Teste/resultado : N
Acidos organicos . .. PP . . P P
Actcares redutores P P P
Alcalbides NN N N
Antraguinonas BN | N N
Azulenos CMP M N
Carotendides C PP P P
Catequinas M P N
Depsldibs e depsidonas " PP | N P
Derivados NN N N
benzoquinonas ‘ o
Derivados da cumarina N/P N
‘Esterdides e : P/N P
triterpendides
Flavonéides M M N
Glicosidios cardiacos | M/N | M N
I_.actonés | o P/N P N
Polissacaridios NN N N
Proteinas e aminodcidos PN P P
Purinas PR P N
Saponina espumidica | P/P P P
Taninos ' : . PP P ) P
P = positivo; N = negativo; M = mascarado _ . ; ' Continua ...
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TABELA 67 - Continuagao ...

Depsidios e depsidonas

‘_ Nome vulgar - Caamembeca . -Sucuriju . Pariri
" "Nome cientifico |Polygala spectabilis| Mikania humilifolia | Arrabidaea chica Verlot,
. DC. D.C.
Familia - 'Polyg'alaceae ' Compositae - Bignomiaceae
Parte usada ' . Raiz | - - Folha . Folha
Teste/resultado : o
Acidos organicos P P P
Aglcares redutores P N P
Alcalgides N . P P
Antraquinonas N N P
Azulenos N N N
Carotendides N N P
Catequinas N M N
P P P
N M M

Derivados
benzoquinonas

)
=
=

Derivados da cumarina

Esterdides e
triterpendides

=
=z
o

Flavonéides

Glicosidios cardiacos .
{actonas
Polissacaridios
Proteinas e aminoacidos
Purinas

Sapo_nina eépumldica

Zz W =z 2 zZ Z Z Z
v. v z v z ¥ 2 =
W TV UV TV 2 TV =Z =

Taninos

P = positivo; N = negativo; M = mascarado Continua ...
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TABELA 67 - Continuagio ...

Nome vuigar

A¢ai

: Pata—de-\}aca

Canarana com pelo

Nome cientifico - = |Euterpe oleracea Mart

- . Bauhinia sp. -

Costus spicatus
(Jacqg. SW)

Familia

Palmae

!

.+ Leguminosa-
Caesalpinoideae

Zingiberaceae

Parte usada A
Teste/resultado

" Carogo i j

H

"t Folha

'-'.‘Folha.

Acidos orgénicos
Agucares redutores
Alcaléides ’
Antraquinonas

Azulencs

Carotenéidés
Catequinas '

Depsldios e depsidonas
Derivados benzoquinonés
Derivados da cumarina
Esteréidés é triterpendides
Fiavonéides

Glicosidios cardiacos
Lactonas

Polissacaridios
Proteinas e aminodcidos
Purinas

Saponina espumidica

Taninos

T U £ U Z UV Z2 = Z2 W 2 TV E Zz2 Z2Z ZT Z2 W T

T © U U v = Z 2 W Z Z2 Z2 W O Z Z 2 v 2

T z vz zZ Z Z W Z Z TV Z U Z Z Z TV T

,:Pf'

P = positivo; N = negativo; M = mascarado
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TABELA 67 - Continuagéo ...

Nome vulgar . .| Canaranasempelo-| = ErvaBalieira Ingja
Nome cientlfico . - | Costus spiralis Rosc. | Cordia verbenacea Maximiliana
. D.C, maripa (C. Serra)
: u o Drude
Familia - Zingiberaceae  Compositae Palmae
Parte usada Folha ~ Folha ‘Casca do fruto
Teste/resultado '

Acidos organicos

P N N
Aglcares redutores P P P
 Alcalbides N N N
Antraquinonas. N N N
Azulenos P N N
Carotendides P P N
Catequinas__ | N N P
Depsidios e depsidonas N P N
Derivados benzoquinonas N ‘N . P
Derivados da cumarina N N P
Esterides € triterpenéides P P P
Flavonéides N N P
Glicosidios cardiacos N N N
* Lactonas N ‘N N
Polissacaridios N N N
Proteinas e aminoacidos P P P
Puriﬁas N N N
Saponina'e‘spumid'ica | P P P
Taninos N P . P
. P=positivoyN = negativo; M = mascarado . Continua ...
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Foram lnlc:adas as anéllses para determmagﬁo de pllocarplna em duas amostras ‘
secas de Jaborand: L1N1 e LzNz, separadas em caule e folhas, trituradas em moinho de facas
e divididas em duas partes Cada parte foi submetida a extragﬁes dlferencladas (continua ew
descontinua) usando metano! como solvente, para eleger o} melhor metodo de processamento.
As solugﬁes metanéllcas foram concentradas em evaporador rotativo até a secura pesadas e
submetlda a uma seqUénma de opera;ées especfﬁcas para o lsolamento de aTcaIéldes Uma‘ |
parte do extrato alcaloldico foi utilizada para o] lsolamento e purifi cat;éo da pllocarplna. quando

entdo foram discutidos os métodos cromatograficos.

Com os resultados obtidos ficou estabelecido que a pilocarpina encontrava-se
exclusivamente nas folhas do vegetal, podende-se, portanto, descartar o caule. Utiiizando-sa a
técnica de cromatografia em coluna de silica gel isolou-se certa quantidade te alcaléide com

grau de pureza superior a 95%, porém este método foi muito demorado e oneroso.

A pilocarpina de:cinco amostras de jaborandi enumeradas, segundo o Iocalrvde
procedénc:a de 1 a 5 (1 - Lado esquerdo do cano C C.M.; 2 - Fazenda Agua Azul folha 3 -
Novo Breu Branco, Sitio do Japonés; 4 - Fazenda Maisa e 5 - Sitio do Sr, Wilson Agalzal 62,
margem do ric Caiari) foi extraida de acordo com os métodos B - C', (Fig. 100), e analasada por
HPLC, (Tabela 68). A extragcio pelos métodos C, C' foi pelo menos trés vezes mais _eficiente
que os métodos B, B'. Essas metodologias 'néo demonstraram boa eficiéncia na extragdo de
pilocarpina, e ndo devem ser recomendadas para andlise de rotina, por causa dos complicados

procedimentos.

Na tentativa de se obter nova metodologia, com solugao tampéo de fosfato, foi
utilizada a amostra 5. Foram pesadas amostras, em triplicata, que variaram de 10mg a 60mg,
adicionado 5ml da solug&o de fosfato, e agitado de cinco a 20 rhinuto_s _(T_abalé: §9). ﬁltlfaqg em
membrana de 0,45 um e ir’ljset_ado 10! em HPLC para determinaaéo de pércentual_de

pilocarpina (Tabela 70). A andlise estatistica desses dados & mostrada na Tabela 71.
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METODO Be B’

Amostras
: . 3g/60ml EtOH
o Filtragfio
] |
Solugio EtOH ‘
B Residuo _ : B!
Evaporar sob 50°C | Adicionar 60m1 EtO
Extrato EtOH | Refluxoa 80°C
¢ { Dissolver em 50ml CHCI3 - Solugo EtOH | ; :
Extrair com 50ml 5%HCl (X2) - ' ' Evaporar sob 50°C~
| | I -  Extrato EtOH o
9 ; !
 Fraglo CHCI3 © Camada S%HC Dissolver em 50ml CHCI3
Ajustar para pH 8~9 com NH40H . Extrair com 50ml 5%HCI (X2)
Extrair com 50ml CHCI3 (X2) . T ]
= Fraglio CHCI3 Camada S%HCI
. Camada CHCI3 Camada 5%HCIL Ajustar para pH 8~9 com NH4OH
Lavou com 30ml K20 l Extrair com S0ml CHCI3 gn_l_|
| Bl : Camada CHCI3  Camada S%HCI
Camada H20 . Camada CHC!3 :
: ‘ E I Lavou com 30ml H20
vaporar
FragZio alcaléide
Camada H20 - Camada CHCI3
Evaporar
- Fragio alcalfide
7 v
METODOCeC . Amostras
3g/60ml E1OH
o Filtragho .
Solugiio EtOH : ‘
C Residuo : . '
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TABELA 71 - Andlise estatlstica dos resultados da determinag:ao de pllocarpina em
' amostras de jaborandi. - :

Déscrigéo'das varidveis o fatores do modelo. . .. ..

Fatores #Nivels .. Niveis
pa : 6 10 20 30 40 50 60
ta 5 - 5 75, 10 15 : 20
Pa = peso da amostra; ta = tempo de agitagéo; pp = percentagem de pilocarpina.
Variavel dependente: pp
Ndmero de observagdes lidas: 90
Nimero de observagdes utilizadas: 80 . .
Média: 0,96858889
Raiz Quadrada Qmres.: 0,02072599
Coeficiente de Varagéo: 2,13981291

Comparagédo de médlas'para pesos de amostras *

pa n o grupo

50 15 1031533 . . a

60 15 0991533 b

30 | 15 0.977400 bec

20 - 15 0960733 - - - - - ¢d

40 15 ‘0945667 . . d

10 15 0.904667 | | o

pa = peso da amostra; n = nimero de repetictes; pp = percentagem de pilocarpina. . .
Teste "Tukey" para a varidvel: “pp."

g.l=60 qme = 0.0004 alfa = 0.05
Médias ligadas com uma mesma letra ndo s&o significativamente diferentes.
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Comparagéo de médias para pesos de amostras ®

o n | pp - grupo
10 ... 18 - .~ 1.002556 - - -g -
7.5 RO 0.963278 b
5 18 J 0.962333 b
5 | 18 0959278 b
20 - 18 - 0.955500 b

ta = tempo de agitagéio; n = nimero de repeti¢tes; pp = percentagem de pllocarptna
Teste "Tukey” para a variavel: *pp." -

gl=60 qme = 0.0004 alfa=0.05

Médias ligadas com uma mesma letra nio sao significativamente dlferentes

Pode-se concluir que as melhores condigbes de extragdo sdo 50 mg de peso e dez

minutos de agitagdo, segundo as seguintes bases:
Condigdes do HPLC.
Instrumento: Shimédzu "LC - 9 A‘sy.stem
SPD-BAV (UV- VIS detector)
éCL - 6B (system controller)
C-R4A (Chrométopac)
Cquné: PEGASIL ODS 4.6rﬁ_rﬁ ¢ x 150mm |

Fase mével: Dissolver 50 g de fosfato monobdsico de potéssio (KH2PO4) em 900 mi
de dgua e 30 ml de metanol. Ajustar o pH da solugdo para 2,5 com
acido fosférico (H;PO,) 85%, completar o volums para 1.000ml com

agua.

[

Vazdo: 1,5ml/minuto.
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Temperatura da coluna: 40°C

Comprimento de onda: 216 nm ~

Andlise quantitaiva por HPLC

A partir da pilocarpina cloridrica (CqqHigN2O2.HCI MW = 244,7) da Wako Pure
Chemical Industries, LTD, foi preparada a curva-de calibragéo dé'solu95ES padrio contendo

1,469; 0,748; 0,374 Hg de pilocarpinam)p.l de rrietahol.

Para conf Irmar a efi céma da metodologia foram feitos trés experimentos no sentido

de recuperar a pnlocarpma

_ " No pnmelro expenmento f0| eSCO|hId0 (o] plcéo B:dens pilosa L., Compositae, por
ne;o conter pllocarplna + so!ugéo fosfato. O segundo f0| constituido de picdo + solugéo fosfato +
‘pllocarpma (50 3 p.gl10p,l) Do terceiro ‘constou ‘apenas a solugao fosfato + pilocarpina. O
percentual de recuperacdo pode ser conmderado bom, com 97, 8% e 99,2% para o segundo e 0

tercelro experimentos, respectlvamente

, As quatro pnmelras amostras (T abela 67) foram anallsadas pela nova metodclogia,
_conforme resultados apresentados na Tabela 72. Analisando-se os dados da Tabela 69 com os da
Tabela 71, conglun-se que a metodologia usada na solugo de fosfato como extrator é mais

eficiente.

R

TABELA 72 - Percentagem de pilocarpina em quatro amostras de jaborandl. :

Amostra ® @ @ Média
Local 3, lado esquerdo do cano C. C. M. 0.285 .0.291 - 0.277 0.284
Fazenda Agua Azul Folha , 0572  0591.. - 0562, 0575
Novo Breu Branco Sitio Japonés : 0.321 03 0311 0323
Fazenda Maisa - | 0.301 0290 . 0299 = 0.207
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Experimento 3 - Estudos agronomicos e ﬁéiolégicos de plantas medicinais nati\)as da
Amazonia em processo de domesticacdo

O extrativismo indiscriminado praticado ﬁas regiéés de 'oco.rréhcia‘ Hétural de plantas
med:cmals (e msetlmdas) de mteresse ~econdmico, aliado ao acelerado desmatamento da
‘Amazbma sugere uma rapida agéo de pesquisadores, visando ao estabelecumento de estudos
que propiciem a domesticagio dessas espécies e a conseqﬂente participagdo das mesmas no’
processo produtivo dos agricultores da regido. Nesse sentido, a presente agéo de pesquisa vem
procurando ‘estabelecer, através de estudos agronémlcos e f snoléglcos as bases para (o] cultlvo

racuonal da ipeca, jaborandi e da quina.

- Os estudos agrondémicos e fisiolégicos foram iniciados em 1992, com observagbes
preliminares sobre o comportamento de pléntas de iheca quando submetidas a niveis de radiaééo,

irrigagéo e fertilidade do solo, diferentes daqueles predominahtes nas areas de'ocdrréncia natural.

A pouca disponibilidade de material botanico (dispunha-se apenas do material
excedente das coletas de germoplasma) impediu o estabelecimento de ensaios que permitissem
anélises mais profundas e resultados conclusivos, Assim, foram instalados pequenos canteiros
experimentais que possibilitaram apenas testar a hﬁipétese'de que & possivel o cultivo racional da
ipeca em ‘sistemas simples com melhor aproveitamento de ralzes, do que no sistema tradicional

do sub-bosque.

Foi estabelecida a metodologia para a mult:pllcacéo de material boténico, via
prOpagagao invitroe por enraizamento de segmentos radiculares. Foram realizadas comparagbes
prehmmares entre os teores de . alcaléides de plantas mantidas em sub-bosque e - plantas

cult:vadas racnonalmente nao tendo sido registradas diferengas relevantes entre os dois casos

Foram testados também métodos de irrigagéo para lpeca revelando -se como mats

aproprlado 0 gotejamento planta a planta
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Anatomia foliar

Alguns aspectos da anatomia fohar da |peca sdo de extrema lmportanma para
subsudlar os estudos fi smléglcos previstos no subprojeto principalmente aqueles ligados ao
comportamento estométaqo e 4 produtividade prlména da mesma. Para tanto, utilizou-se material
botér'nico. proﬁeniehté do?BAGl de plantaé medicihais do CPATU, cuitivadas erﬁ sub-bosques,
coletando-se folhas de plantaé adultas em um mesmo éstédio. de desenvolvimento‘ De cada folha

foram retlradas pequenas segdes de d|ferentes re |oes com cerca de 0,5cm?, que foram usadas'
q

na preparat;ao das Iémmas

Pode-se observar na Tabela 73 o resultado quantitativo das estruturas avaliadas
(médla de dez folhas de dtferentes plantas) quais sejam: tricomas, cuﬂcu!as celulas epldermlcas

parenqu1mas pahgédtco e Iacunoso nas epidermes abaxlal e adaxial de ipeca.

As folhas de ipeca no seu habitat natural apresentam caracteristidas anatdmicas
comuns as observadas nas plantas ombréfilas, representadas por cuticulas poUCo espessa
parénqwma Iacunoso com grandes espagos mterceluiares e nimero de estdmatos em média de
90/mm?. Os valores observados estao de acordo com os apresentados por Voltan, et al. (1992),
que estudaram as caracterlstlcas anatémicas do cafeeiro (familia Rubiacea como a ‘ipeca),
submetldos a diferentes niveis de radlat;ao constataram gque as maiores dens:dades estomatlcas

ocornam em plantas mais sombreadas

Registrou-se também a presenca de células piriformes entre os parénquimas
pahg:éd:co e lacunoso, que invadem a nervura central. O feixe vascular do meséfilo & c1rcundado
por uma bainha parenqu:matlca sem conteGdo. Os feixes vasculares central e colateral

apresentam no éplce e no melo das folhas, a forma de arco, enquanto que na base, apresentam

as extremldades curvando—se para o centro.

A densidade estométlca de plantas de ipeca a pleno sol e sob sombnte com
retengao de luz de 50 e 70 %, estéo contidas na Tabela 74, onde estio expressas tambem as

densndades de tncomas observadas em diferentes partes das folhas.
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.. A variag@o na densidade estomatica ao longo da folha é influenciada pelo nivel do
sombreamento, o mesmo_ocorrendo com a presenca de tricomas. Todavia, percebeu-se uma
clara tendéncia das maiores densidades ocorreniés nas plantas 'S'ombreadas variando a posigao
geografica de acordo- com 0 nivel de- sombreamento A consohdagéo dessas |nforma(;6es

favorecera os estudos de porometna que seréo conduzxdos nos ensaios de campo

Enquanto os ensaios de campo estdo sendo preparados, procurou-se avaliar o efeito

de difgrentgs niveis de radiagéo sobre o teor de emetina em plantas jovens de ipeca.

Foram colocadas por doze dias sob sombrite, com 50% e 70% de retengéo de luz, e a
pleno sol (cinco plantas em cada situagéo), quinze plantas, cultivadas durante trés meses sob

condi¢des de sombreamento pleno.

O monitoramento da radiagio fotossinteticamente ativa foi realizado com um

Ceptdmetro da Li-Cor, registrando-se os valores de acordo com a Tabela 75.

O resultado da andlise dos teores de emetina nos tecidos radiculares_ estdo expressos
na Tabela 76.

TABELA 75 Radlagao fotossmtetlcamente atw_a em dlferentes horas do dla, '
dlferentes condi¢des de cultivo. '

Radiagao fotossinteticamente ativa ( umol.cm 2.s ™)

Condigio 09:00 h 1200nh  15:00h
Peosl w0 e
sombﬁte 50% 470 715 s
Sor_nlbrite;.‘TQ%} o - | 217 325 R 128
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TABELA 76 - Teores de emetina em raizes de plantas de ipeca sombreadas e a pleno sol.

Condigio Nz;sgs)a | C°’(‘§]Z'}f$)‘?"’° (%) Média
Pleno sof (1) 20,8 0,3476 0,8376
Pleno sol (2) 20,4 0,3225 0,7904 0,8130
Sombrite 50% (1) 20,3 0,3167 0,7800
Sombrite 50% (2) 20,2 02035 0,7265 0,7533
Sombrite 70% (1) 20,6 0,3644 0,8845
Sombrite 70% (2) 20,9 0,3747 0,8964 " 0,8904

Os baixos teores de emetina registrades estédo, provavelmente, relacionados com a
idade das plantas (muito jovem), todavia as diferengas de concentragio nac evidenciaram o efeito

dos diferentes niveis de radiag3o sobre a sintese do alcaléide.

Por se tratar de estudo preliminar, os resultados sfo Uteis no sentido do exercicio da
metodologia, bem como proporcionam indicagbes concretas para o prosseguimento dos estudos

sobre os efeitos da radiagdo na sintese dos alcaléides.

Com relagio ao jaborandi, & semelhanga do que aconteceu com a ipeca, foram
observados, em ensaios preliminares, os efeitos de trés diferentes niveis de radiagio sobre o

crescimento de mudas enviveiradas.

A despeito da pouca quantidade de plantas em observagio, pode-se verificar melhor
“performance nas plantas submetidas a niveis intermediarios de sombreamento (50% em relag3o a

radiagdo externa).

Foram também iniciados .os estudos de anatomia foliar que darfo suporte aos
estudos ecofisicldgicos envolvendo, principalmente, as respostas a niveis diferentes de radiag3o e
nutricdo mineral, e seus reflexos sobre a sintese dos principios ativos, utilizando-se a técnica de

Gemagque et al. {1994).
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A dissociag&o da epiderme de folhas de jaborandi cultivadas na sombra (radiagio
>100 pe x cm™ x ™) ocorreu em menor tempo do que aquelas crescidas a pleno sol (radiagdo
entre 500 a 1.200 pe x cm2x s") (Tabela 77) . ]

| L ; !
A epiderme da face adaxial das folhas sombreadas exibiu células irregulares de
. ‘ ‘ ,

paredes lisas e espessas. Na nervura central as células s3o alongadas, de paredes retas, lisas e

espessas. : ‘ ?

Na epiderme abaxial das folhas de.sombra, as células mostraram-se irregulares,
com paredes retas e aspessas, com estdmatos anomociticos circundados por 5-7 células

epidérmicas

No corte transvelisal, as folhas de _sombra de jabora:ndi apresentaram cuticula
espessa e estriada. O parénquirﬁa palicadico é constituido poi- uma f-leira de células alongadas.
No meséfilo destacam-se grandes glandulas esqwzolnzngenas produtoras de dleo essencial,
principalmente perto da eplderme superior, conforme descnto por Metcalfe (1950). O parénquima
lacunoso & frouxp e apresenta numerosas drusas de oxalato de célcuo, o que também ocorre no
parénquima paligadico, Os feixejs vasculares abresentaram-se‘ concéntricos, com fibios bastante

espessos, especialmente na parte da nervura central.

Nas plantas de jabérandi submetidas radia¢éo ‘mais intensa, observaram-se
muitas similaridades anatdémicas com as plantas som_breadas. As células da epiderme adaxial
apresentaram-se irregulares, de: paredes anticlinais lisas e eépeséas com tricomas clariformes
pluricelulares. Na nervura central as celulas epldermlcas sdo alongadas de paredes retas, lisas e

espessas, sendo que nessa area & que se concentram os trlcomas

O corte transversal mostrou como diferenga das plantas de sombra, apenas ©
parénquima lacunoso, que apresenta menos espagos intercelulares do que aquelas submetidas a

maior radiagéo.
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Relagoes hidricas

O trabalho desenvolvido teve como objetivo analisar a tolerncia ao calor e a

resnsténma ao défIClt hfdnco de Ipeca (Cephaehs Ipecacuanha) e Jaborandi (Pillocarpus .

macroph yius).

Os ensaios comegaram a ser realizados em meados de Agosto de 1994. Foram
utilizados materiais da colegdo de trabalho do CPATU sendo selecionadas plantas jovens e

sadias cultivadas sob sombrite. Como parémetro de avaliagéo utilizou-se o teor de clorofila a,b.

e total.

Teste de resisténcia ao calor

Foram rettrados discos foliares medmdo 1cm de dlametro Iavados e
posteriormente dispostos em placas de Petrl (12 dascos por placa) contendo agua destllada
Paralelamente foram tomados quatro grupos S|m1|ares que apés secagem em estufa a 80°C

por 24 horas, serviram para avahagao do peso de maténa seca.

Foram construldos trés grupos de quatro placas cada, os quais foram
submetidos respecttvamente as temperaturas de 25,35 e 45°C,durante uma nonte em mcubador
com ventllagao forgada apds o tratamento. os conjuntos de discos foliares foram macerados
com acetona a 80% e areia(para facilitar a maceragio) centrifugados 2500 rpm por 15min. e a

clorofila no sobrenadante foi estimado espectrofotometricamente .
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Teste de tolerancia ao déficit hidrico

A metodologia bésica f0| a mesma do ensaio anteriormente descrlto. porém 0s
discos foram dispostos scbre uma camada de papel de filtro com solugao de polletlleno gl:col"

(PEG) 600, nas concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25% (P/V) e Incubados durante uma noité &~
30°C. ' :

- Em segmda, 0s d|scos foram retlrados Iavados com égua destilada segumdo-se

a extragéo de clorofila como descrito antenormente

A extragdo de clorofila foi feita segundo ARNON® (1949), avaliando-se a
absorvancia nos comprimentos de onda: 623, 645, 663 (nm). Os tubos com os extratos, foram

protegidos com papel aluminio para evitar a degradagéo da clorofila,

Os teores de cloroflla (mg de c!oroflla/g de materia seca) foram caiculados
usando-se as equagoes abalxo ' ' |
a) mg da cloroﬂla al g de temdo- {12 7(A553) -2 69(A545)]xV/(1 OOOXW)
| b) mg de clorof:la blg de tecndo- [22 9(A545)-4 GB(Assa)]xV/(wOOxW)
c) mg de clorofila total/ g de temdo_ [20, 2(Aﬁ45)-8 02(A563)]xV/(1 000xW)

] Para o teste de déflcn hfdnco f0| utlllzado polietlieno gllcol (PEG 600) nas
concentragoes 5 10 15 20 25% (PN) Os potenCIals osmétlcos das solugoes de PEG usadas
foram med:dos em um osmﬁmetro Wescor modelo 1500 CXR, calibrado segundo uma curva

padrao de NaCI a vénas concentragoes molals

* ARNON, D.L - Copper enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenoloxidase in Beta vulgaris. Plant Physiol. 24(1):1-15,
1949, .
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Os resultados mostraram que existem diferengas nos teores de clorofila das
espécies estudadas, quando submetidas a diferentes temperaturas e concentragbes de

polietileno glicol ( PEG ), como pode ser observado nas tabelas abaixo.
Teste de resisténcia ao déficit hidrico

Ipeca-

’Concentragéo de Clorofila® Clor‘c:‘ﬁlab Clorofila Total
- ey (mggMs)  (mggMs) . (mgigMS)
0.0 807 3.87 1068
5.0 7.10 2.70 8.86
100 733 301 0.16
15.0 . 793 . 360 . 1031
20.0 820 417 1114
25.0 7.56 327 . 962

- PEG = Polletileno gllcol; MS = matéria seca. - -

Jaborandi

- Concentragio de - Clorofila® * Clorofila® - Clorofila Total
5 (mggMs)  (mg/gMs) (mg/gMS)
0. . 267 . 082 3.14
50 . 295 110 356
10.0 3.04 0.87 3.65
15.0 . 280 - - 085 303 R
00 244 076 - 288 -
250 . 224 065 265 |

PEG = Polletllano glicol; MS = matérla seca.
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Teste de resisténcia ao calor

Ipeca (clorofila®)

TRAT(C) R, R, Rs Rq MEDIA  Sd (C/V)
25 13682 18770 16915 16525 15223 1736  11.41
35 15966 17281 13188 15834 15567 1715  11.02
45 16228 15825 12088 13533 14419 1955 1356

R = Repetigho; Sd = desvio padrao; GV = Coeficlenta de varlagho.

Ipeca (clorofila®)

TRAT(C) R, R, Ra R, MEDIA sd ((f,‘;
25 0587  0.576 0.866 0.798 0707  0.147 2085
35 0.744  0.875 0.585 0.728 0733 01419 1618
45 0.808 0731 0.498 0.658 0674 0132  19.62

R = Repetigio; Sd = desvlo padrio; CV = Cosficlents de varlagéo.

Ipeca {clorofila total)

TRAT(C) R Re Rs Re MEDIA sd 8,:‘;
25 17422  17.375 23021 21988 19952 2978  14.93
35 20959 23426 16526 20682  20.398  2.861 14.03
45 21849 20704 15163 18055  18.943 2979 1573

R = Repetigao; Sd = desvio padrac; GV = Coeficienta de variagho.

Jaborandi (clorofila®)

TRAT(C) Rl Rl RIli RIV MEDIA sd (C/V)
25 4001  3.809 3.614 3.830 3814  0.158 4.15
35 3995  3.961 3.860 3.552 3842 0202 5.25
45 3820  3.321 3.084 3.429 3414  0.307 8.99

A = Repetigéo; Sd = desvlo padriio; CV = Coeficlente de variagio.
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Jaborandl (clorofila®)

"TRATCC). R, . . R: ' Rs R, = MEDIA sd g}‘;
25 0477 0461 0135 0156 0157 0017  11.02.
35 0182 - 0177 -  0.161 0.132 0163 0023 1382

45 0162 0122 0.113 0.132 0132 0021 16.10

R= Rapetll;ﬁp; Sd = desvio padréo; CV = Coeflclente de variagéo.

Jaborandi (clorofila total) |

TRAT(C) "R R R R, MEDA  sd O
25 5162 4832 4307 4795 - 4797 0313 653
35 5210 5431 4872 4314 4882 0405 830
45 4846 4016 8732 4208 4201 04738 1125

R = Repeti¢fio; Sd = desvlo padréio; CV = Cooficlente da varlagho.

A exposi¢go dos tecidos foliares das duas espécies & temperatura entre 35 e 45

°C provoca degradagéo principalmente da clorofila total.

O déficit hidrico isoladamente causou menor degradagéo das clorofilas nas duas
espécies. E possivel que esse efeito possa ser potencializado, se combinado com altas

tempefaturas, como ocorre de fato has condi¢gdes de campo.

Caracterizagdo de sintomas de deficiéncla e nutrigao mineral

Os estudos de caracterizagdo de sintomas de deficiéncia mineral em plantas de
jaborandi foram desenvolvidos em casa-de-vegetagdo, utilizando-se mudas crescidas em vasos
plésticos, tendo como substrato quartzo moido e nutridas com solugdio de Bulle - Jones

completa e com exclusdo dos macro e micronutrientes.
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Os resultados mostraram os sintomas caracterfsticos das deficiéncias de macro

e micronutrientes em plantas jovens de jaborandi, devendo os mesmos serem objeto de
- publicagdo especifica. o

A acdo de pesquisa “Efeito de doses de NPK em mudas de jaborandi” teve inicio
em fevereiro de 1995, tendo sido utilizadas mudas provenientes de propagagéo sexuada, com

cerca de cinco meses de idade,

H Como for“ﬁc.a de nutrientes foram empregados superfosfato simples.' CIoret6 de
potdssio e uréia. O fosforo foi aplicade de uma Unica vez, na ‘implantag:éo do experimento,
enquanto que as doses de hitrogénio e potassio foram parceladas em trés aplicaéﬁes; sén'do a-
" primeira juntame.nte com o fésforo e as restantes em intervalos de 45 dias. O's-”éd_ﬁboas foram
apliéédos em cobertura, pelo f.a'to das mudas se encontrarem plantadas nos sépos; na ocasiéo
da implantag:éo'do experimento, A priméira avaliagdo das variaveis - altura das plantés e

contagem do nimero de folhas - foi realizada 30 dias ap6s a implantag&o do experimento.

" Deu-se prioridade a0 aumento do - estoque - de material botanico e -ao
estabelecimento das colegdes de trabatho que possam apoiar os experimentos de nutrigdo

mineral @ manejo de plantas, tanto que dispdem-se de mais ou menos 300 mudas de jaborandi

enviveiradas.

Conclusées preliminares

As coletas de ipeca cobriram as principais 4reas de ocorréncia hatural da espécie,
resultando numa significativa amostragem que representa a sua disperso na amazénia

brasileira.

‘As coletas de jaborandi foram prejudicadas pela indisponibilidade de recursos
financeiros nas melhores épocas de produgdo de sementes, resultando na formagao de um BAG

contendo apenas a espécie Pilocarpus microphyilus Stapf.
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Os melhores resultados de propagacdo da ipeca foram obtidos de forma
assexuada, através do enraizamento de segmentos de rizomas ou cauliculos subterraneos. No

caso do jaborandi, a propagac¢ao sexuada foi a forma mais eficiente.

Os estudos agrondmicos e fisioldgicos estdo em andamento, tendo-se obtido
resultados preliminares bésicos quanto a anatomia foliar comparada das espécies,
comportamiento estomatico de plantas em. diferentes niveis de radiagdo e exigéncias

nutricionais de plantas jovens de ipeca e jaborandi.

Foram estabelecidas as colegdes de trabalho de ipeca e jaborandi, que
porporcionardo a disponibilidade de material botanico para o prosseguimento dos estudos

agrondmicos e fisiolégicos.

Difuséo de tecnologia

Os resultados da pesquisa foram divulgados através de cursos, palestras,
semindrios, painéis, informagdes & imprensa televisionada e escrita, visitas ao campo
experimental, laboratérios e casas-de-vegetagéo, além de publicagdo de resultados

preliminares em anais de congressos e revistas especializadas.
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ANEXO Il
Peritos japdneses que prestafam consultoria no CPATU

Curto Prazo:

Dr. Hiroyuri Kamakura Especialista em Andlise Quimica
_ Periodo: 02/11/91 a 28/11/91
Dr. Seibi Oka ‘ -~ Especialista em Cultura de Tecido
_ Periodo: 05/12/90 a 31/01/91
Dr. Takeo Saito - - Especialista em Cultura de Tecido
Periodo: 21/11/191 a 16/12/91
Dr. Zenzaburo Abe Especialista em Fitopatologia

Periodo: 05/09/81 a 16/10/91
Periodo: 07/02/93 a 29/03/93

Dr. Kenichi Asano > :” . Especialista em Oleo e Oleorresina
' : Periodo: 04/11/92 a 20/12/92
Periodo: 07/02/93 a 18/03/93
Periodo: 16/10/93 a 15/12/93

Dr. Hyroyuri lketani ‘ Especialista em Andlise de Isoenzimas
. Periodo: 04/11/92 a 19/12/92

Dr. Osamu Shirota o Especialista em Fitogquimica
Periodo: 07/02/93 a 29/03/93

Dr. Hiromasa jzumi Especialista em Plantas Medicinais

: R : Periodo: 07/02/93 a 04/03/93 - '

Dr. Masatoshi Sato Especialista em Cultura de Tecido
Periodo: 10/10/93 a 04/12/93

Dr. Yasuo Ueda Especialista em Fitopatologia
Periodo: 02/11/93 a 12/01/94

Dra. Keiko Kusuhara Especialista em Corantes Naturais

Perfodo: 12/11/93 a 15/12/93
Periodo: 08/09/94 a 22/12/94

Dr. Takashi Watanabe Especialista em Plantas Medxcmms
Periodo: 24/11/93 a 10/03/94
Periodo: 15/11/94 a 14/02/95

Dr. Stutae lto Especialista em Fitopatologia
Periodo: 10/02/94 a 18/03/94
Dr. Jun Nakamura Especialista em Entomologia
- Periodo: 15/09/94 a 14/12/94

Dr. Tetsuo Ohmura Especialista em Oleo e Oleorresina

Periodo: 11/11/94 a 10/02/95
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Dr. Tadashi Kajita

Dr. Kiichiro Kawaguchi

Longo Prazo:

Dr. Masao Nishina

Dr. Sueo Otake

Dr. Shingo Yoneyama

Dr. Osamu Shimizu

Dr. Eishun Tokumori

Dr. Tadamitsu Endo

Dr. Tsuyoshi Eida

Especialista em Isoenzimas
Periodo: 15/11/94 a 14/01/95

Especialista em Fitoquimica
Periodo: 10/03/85 a 09/06/95

Lider do Projeto pela JICA
Periodo: 25/08/90 a 24/03/94

Coord. Adm. do Projeto pela JICA
Periodo: 15/09/90 a 13/03/94

Especialista em Fitopatologia
Pertodo: 05/92 a 03/11/94

Especialista em Fruticultura
Periodo: 10/11/93 a 10/06/95

Coord. Adm. do Projeto pela JICA
Periodo: 03/02/94 a 06/96

Especialista em Fitopatologia
Periodo: 19/05/94 a 06/96

Lider do Projeto pela JICA
Periodo: 19/05/94 a 06/96

Obs: O Dr. Shingo Yoneyama, por motivo de salide, retornou ao Japao no dia 03/11/93.
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~ ANEXO Il

Pesquisadores do CPATU que receberam treinamento no Japao, de acordo coma .

area de capacltagao

Pesquisadbr

Area

- Periodo

Célio Francisco Marques de Melo
Sérgio de Mello Alves

. Fernando C. de Albuquerque
Milton G. da Costa Mota

Irenice A. Rodrigues

Ruth L. Benchimo! Stein
Raimunda Fatima R. de Nazaré
Sebastido Hahn

Osmar Alves Lameira

Wilson Carvalho Barbosa
Angela Maria Leite Nunes
Olinto Gomes da Rocha Neto
Marcia Maueés Venturieri
Giorgio Cristino Venturieri
Dilson Augusto C. Frazéo

José Guilherme S. Maia
Elisabeth Ying Chu

Edson José Artiaga de Santiago
Marli Costa Poltronieri

Emanuel Adilson de Souza Serrao
limarina Campos de Menezes

Oleo e Oleorresina
Quimica (Anélise inst.)
Fitopatologia |
Biotecnologia

Plantas Medicinais
Fitopatologia

Corantes Naturais
Oleo e Oleorresina
Biotecnologia

Oleo e Oleorresina
Fitopatologia
Fisiologia Vegetal
Biologia Floral/Criagfo de insetos

Manejo de Insetos Polinizadores .

.Visita Técnica

| . V|31ta Técnica

Mlcrob:ologza de Solo RS
Plantas Medicinais _
Isoenzimas

Visita Técnica

Biotecnologia

' 27/03/91 a 17/04/91

27/03/91 a 19/06/91
12/08/91 a 11/10/91
12/08/91 a 13/11/91
07/10/91 a 21/12/91

07/110/91 a 21/42/91°

24/03/92 a 23/06/92

24/03/92 a 19/05/92
24/03/92 a 02/06/02
23/11/92 a 12/01/93

1 23/11/92 a 18/01/93
- 25/03/93 a 25/06/93

23/03/93 a 04/07/93
©23/03/93 a 04/07/93

16/10/93 2 12/11/93
16/10/93 a 12/11/93
12/09/93 a 21/12/93
12/08/94 a 25/11/94
25/09/94 a 16/11/94
04/10/94 a 03/11/94
31/10/94 a 15/02/95

297



ANEXO IV

Relagdo de equipamentos enviados pelo governo japonés ac CPATU

Ano Equipamento / material Quantidade
1980
01 Water Bath (LB-160) 2
02 Water Bath (LB-260) 2
03 Water Bath (GA-11S) 2
04 Electronic Balance (EB-620S) 1
05 Electronic Balance (FR-300) 1
06 Vacuum pump (VP-15) 2
07 Laboratory wagon (SUS-2) 3
08 Chemicals 1
09 Medium Dispensor 1
10 pH meter (F-12) 1
1 Forceps 2
12 Autoclave (SV-240) 1
13 Autoclave (SV-300) 1
14 Autoclave (KY-230) 1
15 Autoclave (SV-300) 1
16  Automill (W-100) 1
17 Analytical high performance liquid chromatography(HPLC) 1
18 High performance thin layer chromatography (HPTLC) 1
19 Clean Bench (PCH-1303BN) 1
20 Shaker for culture {NR-20) 1
1991
01 Botanical expeditionary vehicle 1
02 Meteorology detector system (LI-1200S/E) 1
03 Electrophoresis system (AE-6220) 1
04 Solid liquid extractor (SD-100) 1
05 Oil extractor 1
06 Steam evaporation apparatus (ASSS-100) 1
07 Fat extraction apparatus (B-428) 1
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Ano Equipamento / material Quantidade

1991

08 KF titration apparatus ([‘-_"-658) 1
09 Portable photosyntesis 1
10 Water destilador (GS-60) 1 -
1" Gas chromatography (GCMS-QP2000A) 1
12 Melting point apparatus (MEL-270) 1
13 Ultra sonic washer (SUS-100) 1
14 Mantle heater (SAFR-10) 3
15 Mantle heater (SAFR-20 2
16 {ce machine (RF-151ss) 1
17 . Electric balance (EB-6208S) 1 -
18 Electric balance, analythical (AEG-220) -1
19 Magnetic stirrer (MPG-360) -1
20 Blender (CB-6) 1.
21 Viscosimeter (No2611-01) 1
22 Draft Chamber (GAP-1500P) 1
23 Deep freezer (ULT-1786-7) 1
24 Microscope (SZH-131) 1
25 Gas chromatography (GC-14APTF, C-R5A) 1
26 Microscope with photograph and phase contrast(FXA-B1) A
27 Dehumidifier (RD 1603LD) ' 1
28 Incubator (LH-200-RD) 2
29 Scroll vaccum pump 1
30 Essential oil apparatus 2
1992 '

o1 SM-5400LV scanning microscope consisting of 1
02 Scanning microscopé JSM-5400LV 1
03 Eucentric large specimen stage 1
04 Photo recording device 1
05 Backscattered electron detector 1
06 Image selector 1
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Ano

Equipamento / material

Quantidade

1992
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Cooloing water circulator
Standard tool kit2

Spare parts for 2 years
Camera for scanning image
Automatic voltage regulator

NM-Ex90A FT-NMR system accesories consisting of

FT-NMR system (BU)NM-EX90A

EX standard program (NM-EX90A)
13C/1H observation kit

Sample kit (NM-ISK CHI0E)

80A console (NM-90A)

LS111/73 host computer unit

Memory board 1.2MW (NM-GMEM 1.2MW)
Color graphic display terminal

86MB winchester disk (NM-D2243EA)
Graphic plotter (NM-PL3002EA)

EX table (NM-EX TABLE)

Air compressor (NM-AC3)

Automatic voltage regulator (SVC-1030-J)
Automatic voltage regulator (SVC-10-220)
Spare parts for 2 years

Cooling water circulator (AU200J)

Rotor Model: RT554

Adapter 15x8 15ml x 32pcs

Adapter 10x10 10ml x 40pcs

Adpater 50x1 50ml x 4 pcs

Balancer spare parts

Glass tube 10mi 50 pes/set

Glass tube 15ml 50 pcs/set

Glass tube 50ml 50 pcs/set
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Equipamento / material |

- 301

Ano Quantidade -
1992
37 Fuse 5
38 Carbon brush 2 pcs/set 2
39 Refrigerated centifuge (CR 2D2) 1"'
40 Clean bench mode!: (PCV 1303DNG3) 1
1993
01 Rotary Evaporator (EL-131E-SW) 1
02 UV Handy Lamp (Pu-2) _
03 Rotary oil Vacuum Pump (D50—5) 1. -
04 Mini mil (SCM-40A) 2
05 Fraction Collector (SF-160) 1 8ET
06 Micropojector for Microscopy (VD- 15MH) 1SET
06.1. Microscopy (DAL-3)
06.2 Camera (CCD colbr)
07 Data Base System 18ET
08 Ultrasonic Cleaner (SUS-100) 1
09 Rotary Evaporator (EL 131E-SW) 1 SET
10 pH meter (F-12) 1
11 Infrared Spectrophotometer (IR-435) 1 SET
12 Hot Platdes (M-3) 1
13 Binocular Microscope (NIKKON SMZ-10) . “1SET
14 Microscope (NIKKON DIAPHOT TMD-2S) - 1SET
15 Water Distilator (GS-100) 1
16 Shaking Incubator {SKL-1F) 1-
17 Water Distilator (BU-5 SUS) 1
18 Dry Heater (2-2141 CPD-1168) N E
19 Temperature Gradient Chamber (TG-ZOO-ADCT)» ' 1
20 Balance Analytical (AEU-210 1
21 Deep Freezer (DFW-20 2001) 1
.22 System Cooling Multi Chamber (CMC-1S) 1



Ano Equipamento / material Quantidade
1993
23 Byctron in door (LPH-300 RDS) 1
24 Byotron in door (LH-300 RD) 1
25 UV Spectrophotometer (UV-160A) 1
26 Byotron in door {LPH-300 RDS) 1
27 Byotron in door {LH-300 RD) 1
28 Microtome (MMTL-60) 1
29 Electrophoresis apparatus 1
30 Magnetic stirrer (MGS-06) 1
31 Incubador (MIR-252) 1
32 Vacuum Pump (UST-300) 1
33 Shaker, Water Bath (WS-240) 1
34 Vacuum Pump. Keney-type (KS-7) 1
35 lon Sputtering Device(JFC-1500) 1
36 Freeze Drying Device (JFC-300) 1
37 Glassware for Chemicals analyses 1SET
1994

01 Desiccator (LH) 1
02 Magnetic Stirrer (SR-100) 1
03 Magnetic Stirrer (SR-200) 1
04 Water Distilling Apparatus (36-113-3.000) 1
05 llluminometer (DX-100) 1
06 Microstereoscope (M-900) 1
07 Micro Pipet (ACDM-1.000) 1
08 Auto Pipet Pipetus 1
0S8 Haemacytometer (A-104) 1
10 Hot Plate Stirrer (SR-350) 1
11 Electric Balance (AEG-320) 1
12 Refractometer (HSR-500) 1
13 Hot Plate (TP-320) 1
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Ano

- Equipamento / material

- Quantidade

1994

14
15
16
17
18
18
20
21

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

34

35
36
37
38
39
40
41
42

Pipe Heater (KSW-1A)

Pipe Heater (KSW-1B) IR
Stirrer (FL.-135)

Heating Mantles (TAF-3)

Heating Mantles (TAF-10)

Aspirator (WJ-20)

Hot Plate (2235M)

Hot Plate (2245M)

Three-One-Motors (1200GM)

Muffle Furnaces (F48025)

Jack (995-55-31-04)

Grinding Apparatus (ANM-200)

Electric Balance (EB-620S-A)

Electric Balance (AEG-320)

Microtome (PR-50)

Electric Balance (AEG-220)

Hot Alr Rapid Drying Oven (SPH-116S)
Lon Temparature Water Bath (DFW-20)
Vacuum Freezing Dryer (VFD-312)
Low temparature Cooler (CMC-1S)
Stereoscope (SMZ-U)

Water Distillation Apparatus (BU-5)
Flasks, Columns, Reagents and Membrans for HPLC
Vacuum Freezing Dryer (TR-BT-3-50)
Demineralizers for HPLC (MP-1280)
Microstereoscope (M893)

Hot Air Rapid Drying Oven (DF-100)
Water Bath (10-0822)

Ph Meter (HM-14P)
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Ano Equipamento / material Quantidade

1994

43 Hi-Wagon (WSN-4) 1
44 Digital Thermal Anemometer (ISA-21D) 1
45 Aspiratory Psychrometers (8031-05) 1
46 Microtome (PR-50) 18ET
47 Stereoscope (SHZ) 1
48 Rotary Evaporator (R-124-EW) 1
49 Drying Oven (SNS-113S) 1
50 Ultrasonic Cleaner (SUS-100) 1
51 Hot Plate (NP-6) 1
52 Aspirator (T-201) 1
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ANEXOV

Investimentds feitos pela EMBRAPA-CPATU como contra-parte no Convénio de
Cooperagé&o Técnica com a JICA '

Ano Pessoal Encargos - Construgbes Infra-estrutura Total US$ 1.00
1990 163,000 26,000 ' 16,000 8,000 . 213,000
1991 326,000 42,000 ~ 39,000 32,000 439,000 |
1992 552,200 - 101,000 . | 57,000 | 46,000 756,200
1 993 991,344 301,000 202,000 190,000 1.684,344
1994 915.900 | 366,000 - -189,000 1.470,000
1995 457,000 180,000 - - 637,000

Total 3.404,544 1.016,000 ' 314,000 276,000 5.198,6544
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