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Resumo

A espécie Lecythis pisonis Cambess, conhecida popularmente como sapucaia, apresenta grande
potencial para uso ornamental, producéo de castanhas e madeira. Porém, apresenta baixa producao
via seminal e problemas na germinagcédo das sementes, dificultando a propagacao da espécie. Dessa
forma, a propagacéo vegetativa in vitro apresenta-se como uma técnica, visto que ela possibilita plantas
livres de patégenos. Portanto, objetivou-se com esse estudo determinar o melhor tempo de exposi¢édo
dos segmentos caulinares de L. pisonis a diferentes agentes desinfestantes. No desenvolvimento do
protocolo de desinfestacdo foram testadas quatro agentes desinfestantes: rifampicina, azitromicina,
cloridrato de ciprofloxacino e amoxicilina, em dois intervalos de tempos: quatro e 24 horas. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos e quatro
repeticdes de cinco segmentos caulinares cada. Para desinfestacdo do material vegetativo, os
melhores resultados foram a imerséo dos explantes em amoxicilina ou rifampicina por quatro horas, ou
cloridrato de ciprofloxacino por 24 horas. A desinfestagdo de sapucaia € possivel com as técnicas
utilizadas nesse trabalho.

Palavras-chave: sapucaia, cultivo in vitro, micropropagacao.
Area do Conhecimento: Engenharia Agronémica- Agronomia

Introducéo

A familia Lecythidaceae compreende cerca de 23 géneros e pouco mais de 350 espécies, com
maior diversidade na regiao neotropical. O género Lecythis Loefl. é constituido por 26 espécies, sendo
a Lecythis pisonis Cambess a mais conhecida. E popularmente conhecida como sapucaia, ou cumbuca
de macaco. Originaria da Amazénia, com ocorréncia na Floresta Atlantica, desde os estados do Ceara
até o Rio de Janeiro, sendo frequente no Sul da Bahia e no Norte do Espirito Santo (SANTANA, 2023).

E uma arvore de grande porte, podendo alcancar de 20-30 m de altura; as folhas s&o coriaceas,
glabras e na época de floragédo adquirem coloragdo rosa avermelhada; as flores séo violaceas e o fruto
possui formato esférico e pode possuir de 10-30 sementes (castanhas). A espécie apresenta grande
potencial para uso ornamental, producéo de frutos e de madeira, sendo indicada para reflorestamento
por ser uma espécie climax e por atrair a fauna local, além disso possuem grande potencial de
comercializagdo para alimentacdo humana, por possuir alto valor nutricional (SANTOS et al, 2019).

Ha um decréscimo da espécie natural nas florestas, isso se deve, em parte, ao tempo que essas
arvores demoram para atingir a fase adulta e iniciar a frutificagdo e, consequentemente, a produgéo
das sementes. Sua propagacao é realizada via seminal, contudo, h4 escassez de sementes para
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producdo de mudas, a fim de atender a demanda. Por apresentar baixa producao, dificuldade na
obteng&o de sementes, crescimento lento e altas taxas de mortalidade das mudas por meio das
sementes, a propagacao vegetativa in vitro apresenta-se como uma técnica, visto que possibilita a
producédo de material vegetal em condicdes assépticas, para espécies com dificuldades de germinacéo.
Além de ser uma alternativa para producédo comercial de mudas (MELLO, 2018).

Objetivou-se com esse trabalho estabelecer um protocolo de desinfestacdo de segmentos
caulinares de sapucaia afim de facilitar a sua propagacao.

Metodologia

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, e no Viveiro
Experimental localizado na &rea experimental do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira,
no municipio de Jerdnimo Monteiro, Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES). As mudas utilizadas foram provenientes da germinagéo de
sementes da espécie Lecythis pisonis coletadas de matrizes existentes na regido Norte do Espirito
Santo, no municipio de Linhares e conduzidas por dois anos no Viveiro Experimental.

Foi feito a quebra apical das mudas na altura de 15 cm acima do coleto, visando a quebra da
dominéncia apical e estimulo da ocorréncia de brotagbes laterais sem cessar o0 processo de
fotossintese. Obtendo-se as minicepas do minijardim, que permaneceram na casa de vegetacao
durante toda a experimentacgéo, fornecendo os explantes para o estabelecimento in vitro.

O material vegetativo coletado no minijardim seminal foi conduzido em sacolas plésticas fechadas para
o Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, onde foram retiradas as folhas e lavados os segmentos
caulinares com 4gua e detergente neutro.

Na camara de fluxo laminar, o processo de desinfestagdo consistiu ha imerséo dos explantes
por um minuto em alcool 70%, lavagem com &gua destilada e autoclavada, hipoclorito de sédio 2,5%
(Qboa®) por 20 minutos, triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, e posteriormente foi
aplicado as solugdes as quais consistiram os tratamentos: amoxicilina (3 g L1); azitromicina (3 g L%);
rifampicina (600 mg L) e cloridrato de ciprofloxacino (3 g L?); todos em dois tempos de imersao
diferentes (4 ou 24h); seguido de triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, ap6s cada solugéo.

ApOs desinfestacdo, foi excisado a extremidade inferior dos explantes, a fim de retirar o tecido
necrosado, e inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 5 mL do meio de cultura contendo
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma-Aldrich®), suplementado com 30 g L! de sacarose
(Dinamica®), 0,1 g L* de mioinositol (Sigma-Aldrich®), 1 g L* de polivinilpirrolidona (Synth®), 5,5 g L
de agar (Kasvi®), e pH ajustado a 5,7 + 0,1, e autoclavados. Os tubos de ensaio foram mantidos em
sala de crescimento sob irradiancia de 60 pmol m-2 s-1, fotoperiodo de 8/16 horas e temperatura de 27
+ 2 °C. Foram contabilizadas as percentagens de contaminacdo e oxidacdo apds 21 dias. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizados, com oito tratamentos e quatro
repeticdes de cinco explantes cada.

Resultados

Os antibioticos que proporcionaram as menores porcentagens de contaminag&o por bactéria foram
aqueles em que os segmentos caulinares foram desinfestados com amoxicilina, rifampicina e cloridrato
de ciprofloxacino durante 4 e 24 horas de imersédo, e com as menores porcentagens de oxidagéo,
respectivamente. Os produtos com maiores porcentagens de contaminacao foi azitromicina 4 horas e
amoxicilina 24 horas, como observado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Disposi¢ao dos tratamentos com diferentes antibioticos na desinfestacdo de segmentos caulinares de

L. pisonis
Antibidticos Tempo de exposic¢do (%) Contaminagdo (%) Oxidagao (%)
i 4
Amoxicilina o4 55 2222
Azitromicina 4 9 0
24 35 0
. . 4 0 0
Rifampicina 24 0 10
. . . 4 10 0
Cloridrato de ciprofloxacino 24 0 10

Fonte: o autor.

Discusséao

A oxidagéo dos explantes foi avaliada diretamente por meio do escurecimento do meio de cultura
ou do tecido da planta como proposto por Oliveira et al. (2021). As oxidagcdes comecaram nas
extremidades superiores e inferiores, ficando limitadas a elas, enquanto em outros explantes elas
difundiram-se para o restante do explante, oxidando-os quase que completamente. O escurecimento
encontrado nos meios de cultura é devido a liberacéo e oxidacdo de compostos fendlicos que inibem o
crescimento do explante (MALDONADO, 2014). Alguns materiais vegetais, geralmente os que
possuem caracteristicas lenhosas, sdo mais susceptiveis aos danos causados pela oxidacéo. Vieira et
al. (2021), caracterizaram as substancias encontradas em meio de cultura para algumas espécies
lenhosas e as identificaram como sendo fendis, flavonoides e taninos, responsaveis pelas oxidacgoes.

O antibiético amoxicilina 4 horas, pertencente a classe dos S-lactamicos, neste trabalho apresentou
melhor resultado. Em contrapartida, no trabalho de Cavalcanti (2013) para controle de microrganismos
contaminantes no estabelecimento in vitro de explantes de Heliconia psittacorum, onde testou4 gLt e
8 g L* de amoxicilina, apresentou taxas de contaminacéo bacteriana de 23% e 30%, respectivamente,
ndo sendo suficiente para o combate desses microrganismos.

No trabalho de Donato et al. (2005), desenvolvido com objetivo de eliminar bactérias endofiticas
fixadoras de N2, presentes em plantas de cana-de-agucar cultivadas in vitro, por meio do uso de dois
antibioticos — amoxicilina e cefatoxima sédica — acrescidos ao meio MS, confirmaram que a amoxicilina
foi o antibidtico mais eficiente na inibicao do crescimento das bactérias Acetobacter diazotrophicus e
Herbaspirillum spp. O uso dos antibiéticos no meio de cultura foi eficiente para eliminar A.
diazotrophicus, mas nao para Herbaspirillum spp., onde funcionaram apenas como bacteriostaticos.

No presente trabalho ndo houve manifestacdo de contaminagéo por fungos, provavelmente devido
a eficiéncia da assepsia realizada nos explantes antes do estabelecimento destes ao meio de cultura.

De acordo com a literatura, o uso de antibiéticos apresenta problemas, uma vez que eles podem
proporcionar niveis consideraveis de toxidez ao tecido vegetal (ROSSI, 2013). Para Lecythis pisonis
em condi¢des in vitro, € possivel obter bons resultados de propagacdo usando os desinfestantes
amoxicilina, rifampicina e cloridrato de ciprofloxacino.

Conclusao

A desinfestacdo dos segmentos caulinares de L. pisonis é eficaz com o uso de amoxicilina (3 g L?)
e rifampicina (600 mg L) por 4 horas, e cloridrato de ciprofloxacino (3 g L) por 24 horas.
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