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Resumo- Eugenia uniflora L. € uma espécie nativa do Brasil pertencente a familia Myrtaceae, que devido a
propagacao por sementes gera pomares desuniformes, logo a microprogacdo é uma técnica viavel de
propagacdo assegurando a uniformidade e sanidade dos pomares, e acelerando os métodos de
propagacao convencional. O objetivo deste trabalho foi o controle de oxidacao in vitro de explantes com uso
de diferentes antioxidantes (acido ascorbico e carvdo ativado). Segmentos nodais foram submetidos a
tratamentos com MS sem antioxidantes, MS + 10mg/L &cido ascorbico, MS + 100mg/L acido ascoérbico, MS
+ 1,5g/L carvao ativado e MS + 3g/L carvao ativado. O material foi mantido no escuro e apoés 7 dias
transferido para luz. O material foi avaliado apds sete dias no escuro, um, trés, sete,14,22 e 50 dias na luz
guanto ao grau de oxidacdo. Apds 7 dias no escuro o0 meio MS sem antioxidantes resultou em 73,9% de
explantes sem nenhuma oxidacao, porém a oxidacdo foi aumentando em ambos os tratamentos e ao final
de 50 dias os tratamentos MS e MS+acido ascérbico 100 mg/L apresentaram o0 menor grau de oxidacdo em
relacdo aos demais tratamentos (2,4,5) resultando em 16% de explantes pouco oxidados.
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Introducao

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) é uma
espécie nativa do Brasil, cujo nome provém do tupi
pi'tdg, que significa vermelho. E uma arvore que
mede entre 6 e 12 m de altura dotada de copa
mais ou menos piramidal. Seus frutos sao
utilizados ndo s6 no preparo de polpa e suco, mas
na fabricacdo de sorvetes, refrescos, geléias,
licores e vinhos (LEDERMAN et al, 1992;
BEZERRA et al.,, 2000). Na medicina popular &
utiizada como anti-hipertensiva, antirreumatica,
antipirética, contra diarréia, no tratamento de
bronquite e gripes tendo comprovada atividade
antimicrobiana (FIUZA et al., 2009).

A microprogacdo é uma técnica viavel de
propagacao assegurando a uniformidade dos
pomares, possibilitando a producdo de mudas com
alta sanidade e acelerando os métodos de
propagacao convencional, através do
rejuvenescimento in vitro. Um dos objetivos da
micropropagagcdo € a maximizacdo da
multiplicacdo de gemas, podendo ser alcancado
na fase de multiplicacdo in vitro (ERIG et al.,
2002). Segundo Fachinello et al. (1995), na
maioria dos trabalhos envolvendo
micropropagacdo de frutiferas, os explantes
escolhidos sdo obtidos de gemas apicais ou
axilares. Fatores como meio de cultura, tipo e

concentracdo de reguladores de crescimento sédo
importantes de serem observados
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A
micropropagacdo de pitangueira €é ainda
incipiente. No entanto, alguns trabalhos iniciais
apresentam suporte para otimizacao de protocolos
de multiplicacéo desta espécie. Para
micropropagar uma espécie, 0 primeiro passo € o
estabelecimento de plantas in vitro, o que se inicia
com a selecdo dos explantes mais adequados
(ERIG & SCHUCH, 2003). A utilizagdo de
explantes de 1,5cm de comprimento e a utilizagéo
de agar como solidificante no meio de cultura
proporcionou um maior estabelecimento in vitro
desta espécie. (SOUZA et al., 2007)

A pitangueira é uma planta prioritaria para
estudos segundo a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus) por
precisar de estudos para confirmar a possibilidade
de cultivo e producdo (MS, 2009). Levantamento
etnoboténicos realizados previamente apontam a
pitanga como espécie amplamente utilizada na
medicina popular de diversas comunidades
(VENDRUSCOLO e MENTZ, 2006; ALVES et al.,
2008). O objetivo deste trabalho foi o controle de
oxidacéo in vitro de explantes de pitangueira com
uso de diferentes antioxidantes e concentracdes
(acido ascorbico e carvéo ativado).
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Metodologia

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, do Departamento de
Produgdo Vegetal, no Centro de Ciéncias
Agréarias, da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), Alegre/ES.

A campo foram colhidos ramos de brota¢fes
novas com aproximadamente 20 cm e levados
imediatamente para o laboratério onde foi feito
toalete em &gua corrente segmentando-os e
eliminando-se as folhas na altura do peciolo
permanecendo 50 min. em &gua corrente. Em
seguida lavados com agua e sabdo de c6co por 10
min. e lavado novamente para retirar o sabdo. Em
camara de fluxo o material foi colocado em alcool
70% por 30 seg., seguido de imersdo em NaOCI
2,5% mais duas gotas de tween 20 por 10 min. e
apo6s lavados por trés vezes em agua destilada
autoclavada por um min. cada lavagem.
Segmentos nodais de aproximadamente 1,5 cm
contendo uma gema (lateral ou apical) foram
inoculados isoladamente em tubos de ensaio
contendo meio sélido (agar 7%) nas seguintes
composicdes: MS sem reguladores (T1), MS +
10mg/L &cido ascorbico (T2), MS + 100mg/L &cido
ascorbico (T3), MS + 1,5¢/L carvdo ativado (T4) e
MS + 3g/L carvao ativado (T5). As culturas foram
mantidas em sala de cultivo com temperatura de
25+2°C e fotoperiodo de 16h permanecendo uma
semana no escuro. O experimento foi inteiramente
casualizado com fatorial 5 X1 (cinco meios de
cultura X 1 tipo de explante), com cinco repeticdes
e unidade experimental constituida de 5 tubos/ 1
explante (n=25). Avaliou-se os explantes apos
sete dias no escuro, um, trés, sete, 14, 22, 29 e 50
dias no claro quanto ao grau de oxidacdo como
demostra o0 esquema abaixo:

I

| Nada | Pouco Muno

Resultados

Apo6s 7 dias no escuro (Figura 1) o melhor
resultado foi observado no meio MS sem
antioxidantes (T1) onde 73,9% de explantes
apresentavam nenhuma oxidag&o (Figura 2). Os
tratamentos com &cido ascoérbico (T2 e T3)
proporcionaram o menor controle da oxidacao com
apenas 50% dos explantes com nenhuma
oxidacéo. (Figura 2).
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Figura 1: Explantes de pitangueira ap6s 7 dias no
escuro nos diferentes tratamentos com
antioxidantes.

A oxidagcdo foi aumentando no decorrer do
tratamento e, apds 7 dias no claro, o meio MS sem
antioxidantes apresentou 44% dos explantes sem
nenhuma oxidagdo seguido do meio MS+carvao
ativado 1,5g/L (36%). O meio MS+10mg/L acido
ascorbico o que apresentou 0 maior numero de
explantes muito oxidados (16%). Ao final de 50
dias os tratamentos MS e MS+acido ascoérbico 100
mg/L apresentaram o menor grau de oxidagdo em
relacdo aos demais tratamentos (2,4,5) resultando

em 16% de explantes pouco oxidados.( Figura 2)
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Figura 2: Grau de oxidag&o 7 dias no escuro, 7, 14
e 50 dias no claro nos diferentes tratamentos.
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A partir do 14° dia comecaram a surgir
contaminac¢@es enddgenas que ao final de 50 dias
chegaram a 92% no tratamento 4, 64% T3, 52%
T1e48% noT2e T5.

Discussao

O controle da oxidacdo em explantes cultivados
in vitro é de fundamental importancia para o
sucesso da cultura, Modgil et al (1999) relatam
gque a oxidacao fendlica é um dos sérios
problemas que podem dificultar o estabelecimento
inicial do cultivo in vitro, e segundo Grattapag lia &
Machado (1998), esse problema é particularmente
sério no isolamento de explantes de espécies
lenhosas, cujos tecidos s&o mais ricos em
compostos fenolicos, precursores da sintese de
lignina. A partir do 14° dia a oxidagdo foi
aumentando no decorrer das avaliagbes. MODGIL
et al. (1999) também verificaram elevada oxidacéo
(34,25%) no estabelecimento in vitro de macieira
cv. Tydeman’s Early Worcester utilizando 4pices
caulinares e segmentos nodais como explantes.
Estudos revelam que a oxidacdo fendlica foi
limitante no estabelecimento da cultura de
embrides imaturos de manga (Mangifera indica),
recomendando-se a troca constante de meio de
cultura e o uso de antioxidantes (Rodriguez,
1989). Outros estudos indicam que a manutencao
das culturas no escuro por 7 a 15 dias reduz a
oxidacéo fendlica de embrides e endosperma de
andiroba (Carapa guianensis) (Amaral et al.,
1997).

Ao final de 50 dias a contaminacdo endégena
atingiu 92% dos explantes do tratamento 4, 64%
T3, 52% T1 e 48% no T2 e T5. Segundo Erig &
Schuch (2003) a contaminagdo fungica foi
praticamente nula, ndo oferecendo problemas ao
estabelecimento in vitro de macieira, com uma
média de 1,4% de contaminacao até os 21 dias de
cultivo. A contaminacdo bacteriana também nao
foi intensa, com excecdo para a cv. Galaxy
guando se utilizou como explante a gema (56% de
contaminacdo). Estes resultados, possivelmente
se devem, a manutencdo das plantas-matrizes em
um ambiente protegido (casa de vegetacdo), e as
suas pulverizagcbes semanais com fungicida e
antibiético, e reforcam a afirmativa de Montarroyos
(2000) de que a condigédo fitossanitaria da planta-
matriz determina o grau de facilidade do processo
de eliminacdo de microrganismos contaminantes
existentes no explante, durante a sua introducao in
vitro. No estabelecimento in vitro de cultivares de
pereira (Pyrus spp.), (ERIG & FORTES, 2002),
obtiveram contaminacdo por bactérias em 45,7%
das gemas provenientes de plantas mantidas no
campo.
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Conclusao

Aos 14 dias os resultados apontam o meio MSO
como o mais indicado no controle de oxidacdo em
explantes de pitangueira, pois além da pouca
oxidagao apresentou maior nimero de brotos.
Devido ao aumento da oxidacdo no decorrer das
avaliagOes, talvez seja necessario a troca do meio
de cultura com maior frequéncia.

Sugere-se a manutencdo da planta matriz em
casa de vegetacdo para diminuir a contaminagéo
enddgena.
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