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Resumo

Lecythis pisonis Cambess, é uma espécie endémica do Brasil, com ocorréncia nos biomas da Floresta
Atlantica e Amazbdnia. Um dos grandes entraves desta espécie é a propagacao natural por suas
sementes, a qual apresenta dorméncia, baixa e desuniforme emergéncia de plantulas e curta
viabilidade. A cultura de tecidos vegetais, € uma técnica que pode contribuir para uma multiplicagédo
rdpida na producdo de novas plantas. Sendo assim, objetivou-se com essa pesquisa desenvolver um
protocolo de desinfestagdo para segmentos nodais de L. pisonis. O experimento foi realizado no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (CCAE-UFES), no municipio de Jerdnimo Monteiro — ES.
O material vegetativo utilizado foi coletado em plantas enxertadas cultivadas em casa de vegetacao,
0s quais foram levados para desinfestacdo e estabelecimento em tubos de ensaio contendo meio de
cultura. Foram avaliados seis tratamentos, em delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos
Cloridrato de ciprofloxacino (CC) + Carvao ativado (CA) / 8 horas e o Cloridrato de ciprofloxacino (CC)
+ Carvéo ativado (CA) / 24 horas, apresentaram eficiéncia no controle da contaminacgédo por fungos.

Palavras-chave: cultura de tecidos vegetais. sapucaia. cloridrato de ciprofloxacino.

Area do Conhecimento: Engenharia Agrondmica — Engenharia Florestal

Introducéo

A sapucaia (Lecythis pisonis Cambess), é uma espécie endémica do Brasil, com ocorréncia nos
biomas da Amazonia e Floresta Atlantica (SMITH, 2023). Esta espécie apresenta grande potencial para
0 mercado, devido a producdo de castanhas com alto valor nutricional (CARVALHO, 2013; BRASIL,
2022). Além disso, é recomendada para praticas de reflorestamento, apresenta madeira de boa
gualidade, e é apropriada para diversos outros usos, incluindo a construcgao civil (LORENZI,1998).

Um dos grandes entraves desta espécie é a propagacdo natural por sementes, a qual apresenta
dorméncia, emergénia desuniforme e curta viabilidade (LORENZI, 1998; MONTEIRO, 2015). Nas
plantas de sapucaia, o processo de producao dos frutos acontece quando as avores atingem a idade
de 8 a 10 anos (BRASIL, 2022), o que dificulta a dissiminacao da espécie.

O avanco das tecnologias, permitiu o desenvolvimento de pesquisas para facilitar a reproducéo de
espécies vegetais que apresentam dificuldades em reproduzir naturalmente por sementes, fosse
suprida por meio de técnicas que otimizam a propagacdo assexuada da espécie, de forma eficiente,
atendendo as demandas do mercado (RICKLI et al., 2015).

A cultura de tecidos vegetais € uma dessas técnicas, que pode contribuir para uma multiplicagédo
rapida na producgdo de mudas, 0 que minimiza a problematica da germinagédo que algumas espécies
apresentam, geralmente devido a presenca de dorméncia e recalcitrdncia (PELEGRINI et al., 2013).
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Por este motivo, o cultivo in vitro tem se tornado uma alternativa importante para a propagacgéo de
espécies vegetais, diante do exposto, objetivou-se com essa pesquisa desenvolver um protocolo de
desinfestacdo para segmentos nodais de L. pisonis.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Ciéncias Florestais e da Madeira, pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), no municipio de Jerdnimo Monteiro - ES.

O material vegetativo utilizado foi coletado em plantas de sapucaia enxertadas cultivadas em casa
de vegetacgdo, as quais foram submetidas a aplicacdo semanalmente de fungicida, intercalando entre
0 Across® (2 mL L1) e o Serenade® (20 mL L1).

Nessas plantas foram coletadas as brotacdes novas, sendo essas levadas para o Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, e com o auxilio de uma tesoura, foram separados os segmentos nodais
(explantes) contendo uma gema axilar, todos foram lavados em agua corrente e detergente neutro.
Apbs o preparo dos explantes, estes foram separados em seis quantidades iguais, e armazenados em
Erlenmeyer (250 mL). Na camara de fluxo laminar, o processo de desinfestagdo consistiu na imerséo
dos explantes por um minuto em alcool 70%, lavagem com agua destilada e autoclavada, hipoclorito
de sddio 2,5% (Qboa®) por 20 minutos, triplice lavagem em A&gua destilada e autoclavada, e
posteriormente foi aplicado uma solugédo de cloridrato de ciprofloxacino (3 g L), em diferentes
intervalos de tempo, com auséncia ou presenca de polivinilpirrolidona (PVP) ou carvéo ativado (Tabela
1), onde permaneceram sob agitagdo em agitador orbital (Shaker) sob temperatura controlada a 27 °C,
no escuro.

Tabela 1- Tratamentos avaliados na desinfestac@o de segmentos nodais de Lecythis pisonis

Tratamentos Descricdo dos tratamentos
1 CC8h Cloridrato de ciprofloxacino (CC) / 8 horas
2 CC8h+PVP Cloridrato de ciprofloxacino (CC) + PVP / 8 horas
3 CC8h+CA Cloridrato de ciprofloxacino (CC) + Carvéo ativado (CA) / 8 horas
4 CC24h Cloridrato de ciprofloxacino (CC) / 24 horas
5 CC24h+PVP Cloridrato de ciprofloxacino (CC) + PVP / 24 horas
6 CC24h+CA Cloridrato de ciprofloxacino (CC) + Carv&o ativado (CA) / 24 horas

Fonte: o autor.

Ap6s o tempo estabelecido para cada tratamento, todos foram lavados por trés vezes com agua
destilada e autoclavada, e submetidos ao fungicida Across (4 mL L) onde permaneceram por 30
minutos no shaker. Foram adicionadas 3 gotas/100 mL de polissorbato 20, no hipoclorito de sédio, no
cloridrato de ciprofloxacino, e no Across quando diluidos.

Em seguida, os explantes foram estabelecidos em tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de
cultura MS com vitaminas de Gamborg (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma-Aldrich®), suplementado
com 30 g L de sacarose (Dinamica®), 0,1 g L* de mioinositol (Sigma-Aldrich®), 1 g L1 de PVP (Synth®),
5,5g Lt 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 s1, fotoperiodo de 8/16 horas e temperatura de
27 + 2 °C. Apo6s uma semana, foi contabilizado semanalmente o nimero de explantes contaminados
para se calcular a porcentagem de contaminacéo, para determinacéo do tratamento mais eficiente. As
avaliagc6es do experimento ocorreram durante cinco semanas. Sendo contabilizado a cada sete dias, a
contaminagdo por fungos e bactérias, oxidagdo e morte dos explantes apds o estabelecimento O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos, e quatro
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repeticGes de dez tubos de ensaio com um explante cada. Os dados obtidos foram submetidos a andlise
de variancia e teste de Tukey (p<0,05), com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2023).

Resultados

Os tratamentos utilizados apresentaram diferencas significativas, quanto a porcentagem de
contaminacdo por meio de fungos e bactérias, e na porcentagem de oxidacdo e morte dos segmentos
nodais de L. pisonis, 0s quais podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de contaminagéo por fungos e bactérias, e porcentagem de oxidagdo e morte
de segmentos nodais de Lecythis pisonis

Tratamentos Fungos (%) Bactérias (%) Oxidacéo (%) Morte (%)
CC8h 4,99 ct 36,66 bc 9,99 ¢ 51,65b
CC8h+PVP 4,99 c 23,33d 21,66 ab 49,99 b
CC8h+CA 0,00 c 31,66 cd 23,33 a 54,99 b
CC24h 15,38 b 23,07d 15,38 abc 53,83 b
CC24h+PVP 3l24a 41,66 b 12,49 bc 85,40 a
CC24h+CA 0,00 c 73,33 a 9,99c¢c 83.32a

"Médias néo seguidas pela mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: os autores.
Abreviagao: CC8h. Cloridrato de ciprofloxacino por 8 horas; CC24h. Cloridrato de ciprofloxacino por 24 horas; PVP.
Polivinilpirrolidona; CA. Carvéo ativado.

A maioria dos tratamentos utilizados apresentaram contaminacgao por fungos ou bactérias, oxidaram
ou morreram os explantes. Entretanto os tratamentos que nao obtiveram contaminacéo por fungos
foram o CC8h+CA e o CC24h+CA, nao diferenciando estatisticamente dos tratamentos CC8h e
CC8h+PVP, ambos com média 4,99%. Ja para a contaminagcdo por bactérias, os tratamentos
CC8h+PVP, CC8h+CA, CC24h apresentaram as médias menores e foram considerados iguais
estatisticamente (Tabela 2).

Os tratamentos CC8h, CC24h, CC24h+PVP, CC24h+CA foram o0s que apresentaram menores
médias em relagédo a porcentagem de oxidagéo, e foram considerados iguais estatisticamente. Quanto
a porcentagem de morte dos explantes, os tratamentos CC8h, CC8h+PVP, CC8h+CA e CC24h foram
considerados iguais estatisticamente (Tabela 2).

Discusséo

Na cultura de tecido vegetais, o processo de desinfestacdo € um fator crucial para a
estabelecimento de espécies cujo material vegetal é proveniente de plantas ex vitro, visto que, o
ambiente de cultivo in vitro, por mais estéreis que sejam, apresentam condi¢des favoraveis para o
crescimento de bactérias e fungos (SILVA et al., 2015).

Um bom indicio desta pesquisa, foi a eficiéncia encontrada no controle da contaminacgao por fungos
com o uso dos tratamentos CC8h+CA e o CC24h+CA, ambos contendo o carvado ativado, o qual
desempenha diversas func¢des, em se tratando da cultura de tecidos vegetais, como por exemplo, a
reducdo de intoxicacdes, atuacdo como antioxidante e estimulacdo do enraizamento nos tecidos
(CALDAS et al., 1998).

Alguns tratamentos apresentarem-se com meédias baixas nas porcentagens de contaminagées,
mostrando, que o uso do cloridrato de ciprofloxacino na desinfestacdo de segmentos nodais da espécie,
pode ser eficaz. Porém, no periodo em que foi analisado, ele ndo impediu a contaminagdo do material
por completo e por este motivo deve-se testar novos protocolos para se obter sucesso nas pesquisas
de cultura in vitro. Visto que a contaminacao dos tecidos vegetais por microrganismos € um problema
antigo nas praticas de cultura de tecidos (ANDRADE, 2002).
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Conclusao

Os tratamentos, Cloridrato de ciprofloxacino (CC) + Carvéo ativado (CA) / 8 horas e o Cloridrato de
ciprofloxacino (CC) + Carvao ativado (CA) / 24 horas, utilizados no processo de desinfestacdo dos
segmentos nodais de Lecythis pisonis, foram eficientes para assepsia do material vegetativo contra a
contaminacéo por fungos.
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