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RESUMO

O alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) é um arbusto nativo
da regido do semi-drido do nordeste brasileiro, cujo dleo essencial
possui elevado valor comercial devido aos seus constituintes majo-
ritdrios, o timol e o carvacrol, de potente propriedade antimicrobiana
e anti-séptica. Avaliou-se os efeitos de concentracdes e tempos de
imersao em hipoclorito de sédio, de meios de cultivo e da utiliza¢do
de antibidtico e antioxidantes no estabelecimento in vitro de ale-
crim-pimenta. Os experimentos foram conduzidos em delineamen-
to inteiramente casualizado. Foram avaliadas as concentragdes 0,2;
0,4; 0,6 e 0,8% de hipoclorito de sédio e 8; 12; 16 e 20 minutos de
imersdo, em esquema fatorial 4 x 4; as concentragdes 0; 50; 100;
150 e 200 mg L' do antibidtico cefatoxima sédica; os meios-de-
cultura MS, B5 e WPM; e o efeito de antioxidantes (PVP: 0,5e2 g
L'; e carvdo ativado: 3 e 12 g L'"). A concentragdo de 0,8% de
hipoclorito de sédio proporcionou um nimero significativamente
maior (p<0,01) de folhas por broto: 1,88. Para as demais caracterfs-
ticas, ndo houve efeito significativo da concentracio de hipoclorito
de sédio: a contaminacdo variou de 33,7 a 50,6%; o nimero de bro-
tos formados, de 1,17 a 1,65 e, o niimero de folhas por explante, de
1,77 a 3,07. Apesar de ndo ter havido diferenca significativa para os
tempos de imersdo, os tempos de 12 e 16 minutos tendem a propor-
cionar menor contaminag¢do, enquanto o aumento de 16 para 20 mi-
nutos tende a induzir uma redu¢do do nimero de brotos formados
(de 1,52 para 1,22), niimero de folhas por explante (de 2,62 para
1,81) e ntimero de folhas por brotos (de 1,70 para 1,24). A utilizagao
de cefotaxima sédica reduziu significativamente a contaminagdo
bacteriana (55,23%, no tratamento testemunha; 9,99%, na concen-
tracdo de 200 mg L"), elevando a sobrevivéncia dos explantes de 0
(testemunha) para 37,32% (200 mg L'). Os meios-de-cultura pro-
porcionaram resultados estatisticamente iguais. Todos os antioxidantes
avaliados, mesmo nas concentragdes mais baixas, reduziram a oxida-
¢do de 50% na testemunha para menos de 10%. Os resultados indi-
cam o uso de 0,8% de hipoclorito de s6dio, com imersio de 16 minu-
tos, 200 mg L' de cefotaxima sédica, os meios WPM, MS ou B5 e 3,0
g L' de carvdo ativado ou 0,5 g L'! de PVP para o estabelecimento in
vitro de segmentos nodais de alecrim-pimenta.

Palavras-chave: Lippia sidoides, planta medicinal nativa,
micropropagacdo, controle de contaminacio, oxidagao.

ABSTRACT

In vitro establishment of Lippia sidoides Cham

Lippia sidoides Cham. is a native shrub from the semi-arid region
of Northeast Brazil. Its essential oil has high commercial value, due
to the major compounds thymol and carvacrol, which have strong
antimicrobial and antiseptic properties. The effect of concentrations
and immersion time in sodium hypochlorite, culture media, the use
of antibiotic and antioxidants on in vitro establishment of L. sidoides
were evaluated. The assays were conducted in a completely
randomized design. We evaluated the concentrations 0.2; 0.4; 0.6
and 0.8% of sodium hypochlorite and 8; 12; 16 and 20 minutes of
immersion, in a 4 x 4 factorial scheme; the concentrations 0; 50;
100; 150 and 200 mg L' of cefotaxime sodium; the medium cultures
MS, BS and WPM; and the effect of antioxidants (PVP: 0.5 and 2 g
L', and activated charcoal: 3 and 12 g L'!). The concentration of
0.8% of sodium hypochlorite resulted in a significantly higher
(p<0.01) number of leaves per shoot: 1.88. For the other
characteristics we did not observe any significant effect of sodium
hypochlorite concentrations: the contamination varied from 33.7 to
50.6%; the number of new shoots varied from 1.17 to 1.65, and the
number of leaves per explant varied from 1.77 to 3.07. Although we
did not observe significant difference for immersion times, 12 and
16 minutes of immersion tend to result in minor contamination.
Increasing the immersion time from 16 to 20 minutes tends to induce
a reduction of new shoots (form 1.52 to 1.22), number of leaves per
explant (from 2.62 to 1.81) and number of leaves per shoot (from
1.70 to 1.24). The use of cefotaxime sodium reduced significatively
the bacterial contamination (55.23% at the control treatment; 9.99%
at the 200 mg L' concentration), increasing the survival of explants
from O (control) to 37.32% (200 mg L'"). The medium cultures offered
statistically identical results. All the evaluated antioxidants, even at
the lowest concentrations, reduced the oxidation from 50% (control)
to as little as 10%. For in vitro establishment of L. sidoides nodal
segments, the results indicate immersion of explants for 16 minutes
in a 0.8% sodium hypochlorite solution, 200 mg L' of cefotaxime
sodium, WPM, MS or B5 culture medium, and 3.0 g L' of activated
charcoal or 0.5 g L' of PVP.

Keywords: Lippia sidoides, native medicinal
micropropagation, contamination control, oxidation.

plant,

(Recebido para publicacdo em 25 de janeiro de 2006; aceito em 13 de abril de 2007)

género Lippia consiste em apro-

ximadamente 200 espécies de er-
vas, arbustos pertencentes a familia
Verbenaceae (Terblanché & Kornelius,
1996). Entre as espécies nativas do nor-
deste brasileiro e de importancia eco-
ndmica, destaca-se a Lippia sidoides,
vulgarmente conhecida como alecrim-
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pimenta, alecrim-do-nordeste, alecrim-
bravo e estrepa-cavalo (Innecco et al.,
2000; Matos, 2002). E um arbusto
caducifdlio, ereto, muito ramificado e
quebradico, que mede 2-3 m de altura.
Suas folhas apresentam forte cheiro pi-
cante e as flores s@o pequenas,
esbranquicadas, reunidas em espigas de

eixo curto nas axilas das folhas. E pro-
pagada por estaquia utilizando, de prefe-
réncia, os ramos mais finos (Matos, 2000;
Matos, 2002; Lorenzi & Matos, 2002). As
folhas e flores constituem a parte medici-
nal desta planta. Seu dleo essencial pos-
sui elevado valor comercial, pois contém
timol ou uma mistura de timol e carvacrol,
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dois terpenos fendlicos com fortissima
propriedade antimicrobiana e anti-sépti-
ca (Matos, 2000).

Por seu valor medicinal, tornou-se
importante estudar formas de propaga-
¢do comercial para esta espécie, incluin-
do a micropropagacao. Porém, para de-
senvolvimento de protocolos de
micropropagacdo de uma dada espécie,
¢é necessario primeiro estabelecé-la in
vitro. Espécies nativas e lenhosas apre-
sentam certa dificuldade no estabeleci-
mento, em decorréncia principalmente
da oxidacdo e da contaminag@o (Sato et
al., 2001). O elevado grau de contami-
nacdo e a presenca sistémica de
microorganismos sao responsaveis, as
vezes, pelo insucesso do estabelecimen-
to de uma cultura in vitro. Na
desinfestacao do explante, a maior difi-
culdade é obté-lo descontaminado, sem
conduzi-lo a morte quando isolado. Para
isso, vdrias substiancias com acdo
germicida tém sido utilizadas, como o
etanol e os compostos a base de cloro,
tais como o hipoclorito de sédio e de cal-
cio (Grattapaglia & Machado, 1998). Em
amoreira-preta (Rubus sp.), a contami-
nacdo dos explantes foi reduzida com a
imersdo em solugdo de hipoclorito de
sodio (NaOCl) a 0,5% em diferentes tem-
pos de imersao (0, 10, 20 e 30 minutos)
(Augusto & Biasi, 2002). Em Lippia
integrifolia, obteve-se 24% de contami-
na¢do utilizando solucdo de NaOCl a
1,2% por 30 minutos (Passera &
Ambrosetti, 1999). Em L. junelliana
(Mold.) Tronc., o controle da contami-
nacdo foi obtido com 10% de NaOCl por
10 minutos (Juliani Janior et al., 1999).

A contaminacio bacteriana interfe-
re negativamente no estabelecimento de
explantes in vitro. As bactérias consti-
tuem o mais comum e problematico tipo
de contaminag@o por microrganismos
em cultura de tecidos porque podem ser
sistémicas e sua detec¢do muitas vezes
¢ dificil. Para evitar ou amenizar a con-
taminagdo bacteriana, antibiéticos tém
sido adicionados aos meios-de-cultura,
combinados ou ndo com tratamentos dos
explantes em banhos de solugdes
antibactericidas sob agita¢do, durante
determinado periodo. Os antibidticos
mais utilizados em cultura de tecidos
vegetais possuem acdo bacteriostatica e
ndo  propriamente  bactericida
(Grattapaglia & Machado, 1998).
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Plantas lenhosas apresentam tam-
bém dificuldades no estabelecimento in
vitro, principalmente devido a oxidagdo
que ocorre em funcdo da liberagdo de
compostos fendlicos. O actimulo de
polifendis e produtos da oxidagdo como
melanina, suberina, lignina, cutina e
calose em torno da superficie excisada,
modificam a composi¢do do meio de
cultivo e dificultam a absorcdo de
metabdlitos (Andrade et al., 2000). O
uso de antioxidantes € uma das alterna-
tivas para contornar este problema. Es-
tes podem ser incorporados ao meio-de-
cultura, a exemplo do 4cido ascérbico,
acido citrico, carvao ativado,
polivinilpirrolidona (PVP), cisteina,
rosmanol e ditiotreitol, ou utilizados
como solug@o para enxaguar explantes
isolados evitando o processo de
escurecimento (Pasqual et al., 1997). O
carvdo ativado evita o acimulo de
inibidores fendlicos, contudo, o seu uso
pode adsorver outras substancias do
meio nutritivo, como os reguladores de
crescimento, bem como pode ser téxico
a alguns tecidos. A adi¢ao de 100 mg L™
de carvao ativado no meio evitou a oxi-
dagdo fendlica e aumentou a producdo
de brotos sadios e normais em Gymnema
sylvestre. Acima dessa concentragdo os
brotos ficaram vitrificados (Rao &
Komalavalli, 2000). O PVP é um outro
antioxidante que tem sido bastante em-
pregado, pois ele também evita a oxi-
dagdo dos explantes pelas enzimas
fenolases, adsorvendo os produtos da
oxidacdo fendlica ou quinonas
(Pasqual et al., 1997). Augusto &
Biasi (2002) controlaram a oxidagdo
de amoreira-preta (Rubus sp.) com a
adi¢dode 1 g L' PVP soldvel no meio
solido.

Este trabalho teve como objetivo o
estabelecimento in vitro de alecrim-pi-
menta, a partir do estudo da influéncia
de concentragdes de hipoclorito de sédio
e tempos de imersdo, em diferentes
meios de cultivo. Estudou-se também o
efeito da utilizacdo do antibidtico
cefotaxima sddica e de antioxidantes no
desenvolvimento dos explantes.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados
no Laboratdrio de Cultura de Tecidos e

Melhoramento Vegetal da Universida-
de Federal de Sergipe. Segmentos
nodais foram retirados de plantas com
trés meses de idade cultivadas em casa-
de-vegetacao e pulverizados com 4 g L
de benomyl dois dias antes da
inoculacdo dos explantes in vitro. Estes
segmentos foram lavados em dgua cor-
rente por 30 minutos e, em camara de
fluxo laminar, foram desinfestados em
dlcool etilico 70% durante 30 segundos
e em solucdo de hipoclorito de sédio
(NaOCl), sob diferentes concentragdes
e tempos de imersdo. Os explantes fo-
ram inoculados em frascos de 250 mL,
com 25 mL de meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), contendo
7 g L' de agar e pH ajustado em 5,7 +
0,1 antes da autoclavagem (121 + 1°Ce
1,05 atm, por 15 minutos). Apds a
inoculac@o as culturas foram mantidas
em BOD na auséncia de luz por um pe-
riodo de sete dias, a temperatura de
25°C. Em seguida, foram transferidas
para sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz, tempe-
ratura de 25 + 2°C e intensidade lumi-
nosa de 30 mmol m? s™.

Concentracoes de hipoclorito de
sédio e tempos de imersiao

O delineamento experimental foi in-
teiramente casualizado, em esquema fa-
torial 4 x 4, sendo quatro concentracdes
de hipoclorito de sédio (0,2; 0,4; 0,6 e
0,8%) e quatro tempos de imersao (8; 12;
16 e 20 minutos), com quatro repetig¢des,
cada repetic@o constituida por um frasco
com trés explantes. Apds 30 dias da
inoculagdo, avaliou-se a contaminagao
(%), o nimero de brotos formados, o
ndmero de folhas por broto e niimero de
folhas por explante. Os dados obtidos
foram submetidos a andlises de varidncia
pelo teste F e, quando significativo, foi
aplicada regressao polinomial.

A partir dos resultados deste ensaio,
a assepsia utilizada para os ensaios pos-
teriores foi enxdgiie dos explantes em
dgua corrente por 30 minutos, seguido
de desinfestacdo em camara de fluxo
laminar primeiro com dalcool etilico
70%, durante 30 segundos, e, depois,
com solug@o de hipoclorito de sédio
0,8%, com quatro gotas de detergente
neutro, por 16 minutos. Ao final, os
explantes foram lavados trés vezes com
dgua destilada e autoclavada.
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Tabela 1. Oxidacdo, contaminag@o bacteriana e sobrevivéncia de explantes de alecrim-pi-
menta in vitro, em funcdo de concentracdes de cefatoxima sédica no meio-de-cultura MS
modificado. (Oxidation, bacterial contamination and survival of in vitro explants of L.
sidoides, as a result of cefotaxime sodium concentrations in a modified MS medium culture).

Sao Cristévao, UFS, 2005.

(C;;alt_‘?,’)"ma Oxidagio (%) g;’:::g‘::@‘; Sobrevivéncia (%)
0 28,52 55,23 0,00

50 61,09 22,69 0,00

100 60,39 3455 0,52

150 70,34 12,49 173

200 42,27 9,99 37,32

CV (%) 29,11 53,93 90,51
Fquagao (=) 00018x2+ 041x+ 3277 013x + 4369 00016x2-0,17x+ 1,79

R = 0,8884 R? = 07685 R = 09346

Concentracoes de cefotaxima sodica

Em virtude da alta taxa de contami-
nacdo bacteriana apresentada por esta
espécie em testes preliminares, avaliou-
se a eficiéncia da cefatoxima sédica. O
delineamento experimental foi o intei-
ramente casualizado, com cinco trata-
mentos (0; 50; 100; 150 e 200 mg L) e
cinco repeticdes, sendo cada repeticio
constituida por quatro frascos, cada fras-
co contendo dois explantes. O meio-de-
cultura utilizado foi o MS modificado,
utilizando-se metade da concentragido do
nitrato de amdnio e 1/4 da solucdo de
Fe-EDTA. Em camara de fluxo laminar
continuo, o antibidtico foi filtrado a frio
(0,22 mm) e adicionado ao meio-de-cul-
tura quando este estava em processo de
resfriamento (40 a 50°C). Ap6s 30 dias
foram avaliadas a oxida¢do (%), a con-
taminagdo bacteriana (%) e a sobrevi-
véncia dos explantes (%). Os dados de
porcentagem foram transformados em
arco seno da raiz quadrada de (X/100) e
submetidos a andlise de variancia pelo
teste F. Quando a diferenca entre trata-
mentos foi significativa, aplicou-se re-
gressdo polinomial.

Meios-de-cultura

A fim de se obter um melhor cresci-
mento dos explantes, foram testados trés
meios de cultura: MS (Murashige &
Skoog, 1962), B5 (Gamborg et al.,
1968) e WPM (Lloyd & McCown,
1980). O delineamento foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢cdes, sen-
do cada repetic@o constituida por qua-
tro frascos contendo dois explantes. Em
todos os tratamentos foi adicionado, em
camara de fluxo laminar continuo, 200
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mg L' de cefotaxima sddica filtrada a
frio (0,22 mm), para controle da conta-
minag@o por bactérias. Apés 30 dias
avaliaram-se a oxidacdo (%), a sobre-
vivéncia (%), o nimero e comprimento
dos brotos formados (cm), o nimero de
folhas e enraizamento (%). Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia
pelo teste F. Quando o teste foi signifi-
cativo, as médias foram comparadas
pelo teste de Duncan (p<0,05).
Antioxidantes

A fim de reduzir a alta taxa de oxi-
dacdo fenodlica observada nesta espécie
em testes preliminares, implantou-se um
ensaio no delineamento experimental
inteiramente casualizado com cinco tra-
tamentos, testemunha (meio-de-cultura
sem antioxidante), PVP (0,5e¢2gL") e
carvao ativado (3 e 12 g L"), com qua-
tro repeti¢des, sendo cada repeticdo
constituida por quatro frascos, cada fras-
co contendo dois explantes. Os
antioxidantes foram adicionados ao
meio MS antes da esterilizacdo. Apds
30 dias foram avaliadas a oxidagéo (%),
o comprimento dos brotos formados
(cm), a sobrevivéncia (%) e a
vitrificagdo (%). Os dados de porcenta-
gem foram transformados em arco seno
da raiz quadrada de (X/100) e submeti-
dos a andlise de variancia pelo teste F.
Quando houve diferenga estatistica sig-
nificativa, as médias foram comparadas
pelo teste de Duncan (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracoes de hipoclorito de
sodio e tempos de imersao

Para as caracteristicas contamina-
¢do, nimero de brotos formados e nu-
mero de folhas por explante ndo houve
diferenca significativa em fungdo dos
fatores testados. A contaminagio variou
de 33,7 a 50,6, o nimero de brotos for-
mados variou entre 1,17 e 1,65 e o ni-
mero de folhas por explante, entre 1,77
e 3,07. A concentracdo de 0,8% de
hipoclorito de sédio proporcionou um
nimero significativamente maior
(p<0,01) de folhas por broto (y =0,021x
+ 1,019, R? = 0,97), sugerindo que essa
concentragdo permitiu o desenvolvi-
mento e crescimento dos explantes e que
o aumento da concentracdo de
hipoclorito de sédio resultou no aumen-
to do nimero de folhas por brotos.

Apesar de ndo terem sido observa-
das diferenca significativa para os tem-
pos de imersdo, observou-se que o0s tem-
pos de 12 e 16 minutos tenderam a pro-
porcionar uma menor porcentagem de
contaminacgio, enquanto que o aumen-
to de 16 para 20 minutos tende a indu-
zir uma reducdo do nimero de brotos
formados, de 1,52 para 1,22, respecti-
vamente; nimero de folhas por explante,
de 2,62 para 1,81; e nimero de folhas
por brotos, de 1,70 para 1,24. Resulta-
dos semelhantes foram obtidos para
Ananas comosus, utilizando-se a con-
centracdo de hipoclorito de sédio de 0,5
a 1,0% por 10 a 20 minutos (Teixeira et
al., 2001). Ja para Lippia micromera
Schau. in DC. var. helleri (Britt), a
desinfestacdo foi obtida com solugdo de
hipoclorito a 2%, por 15 minutos (Ca-
pote et al.,1999).

Concentracoes de cefotaxima sédica

A utilizacdo do antibiético
cefotaxima proporcionou um efeito po-
sitivo no controle do crescimento
bacteriano e sobrevivéncia de explantes
de alecrim-pimenta (Tabela 1). A con-
centracio de 200 mg L' foi a mais efe-
tiva, proporcionando uma maior sobre-
vivéncia de explantes e menor cresci-
mento bacteriano. Porém nesta concen-
tracdo houve uma maior oxidacdo dos
explantes (42,27%) em relacdo ao con-
trole. Resultado semelhante com rela-
¢do ao controle bacteriano foi obtido por
Nannetti (1994) ao utilizar a mesma
concentragdo do antibidtico na
micropropagacao de Heliconia sp. e por
Santos (2000), no cultivo in vitro de
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Tabela 2. Numero e comprimento dos brotos formados, nimero de folhas, oxidacdo, enraizamento e sobrevivéncia de alecrim-pimenta, em
fun¢do de diferentes meios de cultivo. (Number and length of new shoots, number of leaves, oxidation, rooting and survival of L. sidoides,
as a result of different medium cultures). Sao Cristévao, UFS, 2005.

Meios Nu:: s:::sde dggr;fJ:?:?:?n) Nufr:;n:sde Oxidagado (%) Enraizamento (%) Sobr(—:(\o//:\;enma
WPM 283 a 0,670 a 15,57 a 17,00 a 15,00 a 37,50 a
MS 2,23 a 0,484 a 11,07 a 30,00 a 7,50 ab 37,50 a
B5 147 a 0,358 a 9,10 a 15,00 a 0,00 b 17,50 a
CV (%) 46,54 47,78 46,95 105,64 117,85 51,28

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas no diferem entre si pelo teste de Duncan, p < 0,05 (Means followed by the same letter in the
column do not differ from each other by the Duncan’s test, p < 0,05).

Heliconia pssittacorum Sessé & Moc.
Em sementes de aipo, berinjela, cebola
e tomate, bem como, gemas axilares de
mandioca in vitro, a concentracdo de 100
mg L' de cefotaxima sddica controlou
a contaminagio bacteriana (Cid &
Durzan, 2003).

Meios-de-cultura

Niao houve efeito significativo dos
meios-de-cultura sobre as caracteristi-
cas analisadas, exceto para a porcenta-
gem de enraizamento (Tabela 2). O
meio-de-cultura WPM proporcionou um
maior enraizamento dos explantes em
relagdo ao meio BS. Para esta caracte-
ristica os meios de cultura MS e WPM
proporcionaram resultados estatistica-
mente iguais (Tabela 2). De forma ge-
ral, os meios de cultura MS, WPM e B5
proporcionaram resultados estatistica-
mente iguais, porém optou-se pela uti-
lizagdo do meio MS para multiplicagdo
in vitro de L. sidoides por ser o meio
padrao mais empregado na cultura de
tecidos.

No estabelecimento in vitro o meio-
de-cultura é um fator importante para o
desenvolvimento dos explantes e varia
de acordo com a espécie ou, até mes-
mo, entre gendtipos. Desta maneira, para
o estabelecimento in vitro de Prunus
insititia L. (Andrei & Marin, 2005) e
Vitis thunbergii Sieb. et. Zucc. (Lu,
2005), o meio WPM foi melhor. Huimei
et al. (2005) observaram que os meios
WPM e B5 foram mais efetivos na re-
generagdo de Camptotheca acuminata
e, em porta-enxerto de videira “420-A”,
0 meio MS promoveu um maior cresci-
mento das brotagdes no seu cultivo ini-
cial (Dzazio et al., 2002). Em amen-
doeira o meio AP (Almehdi & Parfitt,
1986) promoveu o melhor estabeleci-
mento da cultivar Nonpariel e, 0 meio
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Tabela 3. Oxidagdo, comprimento dos brotos formados, sobrevivéncia e vitrificacao de ale-
crim-pimenta em fun¢ao de diferentes concentracdes de dois antioxidantes. (Oxidation, length
of new shoots, survival and vitrification of L. sidoides, as a result of different concentrations

of two antioxidants). Sdo Cristovao, UFS, 2005.

Comprimento

Tratamentos Oxidagao (%) . dos brotos Sobre(\ol/:\;enma Vltn?‘;e;gao
‘ormados (cm)

Testemunha 50,00 a 0,63 b 2,69 ¢c 0,00 b
0,5gL"PVP 849 b 2,37 a 50,00 ab 0,00 b
2,0gL"PVP 3,23 b 2,36 a 80,97 a 59,64 a
3,0 g L carvao 1,70 b 1,83 a 40,36 ab 21,57 a
12,0 g L carvao 0,00 b 2,62 a 37,06 b 25,00 a
CV (%) 77,28 34,44 41,77 77,93

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem entre si pelo teste de Duncan, p
< 0,05 (Means followed by the same letter in the column do not differ from each other by the

Duncan’s test, p < 0,05).

MS, para a cultivar Ne Plus Ultra
(Channuntapipat et al., 2003). Em
aceroleira (Malpighia emarginata DC.),
os meios WPM e DKW (Driver &
Kuniyuki, 1984) favoreceram um maior
nimero de brotagdes no cultivo in vitro
dos genoétipos IPA-2, IPA-3 e IPA-4,
sendo que IPA-3 teve maior potencial
de multiplicacdo (Melo et al., 1999).

Antioxidantes

Houve diferencas significativas en-
tre a presenca e auséncia de
antioxidantes para todas as caracteristi-
cas analisadas, exceto para vitrificagdo,
que, ao utilizar 0,5 g L' de PVP, ndo
ocorreu (Tabela 3). Ja entre as diferen-
tes concentracdes dos antioxidantes
(PVP e carvao ativado), nao houve di-
ferencgas significativas, ambos sendo
eficientes no controle da oxidacao (Ta-
bela 3). O carvao ativado, na concen-
tracdo de 12,0 g L', controlou 100% da
oxidagdo dos explantes (Tabela 3). Na
regeneracao in vitro de embrides de co-
queiro ando (Cocos nucifera L.), 0 uso
de 2,5 g L' de carvao ativado no meio-

de-cultura mostrou-se eficiente na eli-
minag¢ao do escurecimento causado pela
oxidagdo (Silva, 2002), enquanto que na
micropropagacido de biriba (Rollinia
mucosa Jacq Baill), a utilizacdo de 0,5
g L' de PVP foi eficiente no controle
da oxidag@o (Figueiredo et al., 2001).
J& para o estabelecimento de embrides
de guarirobeira (Syagrus oleracea
(MART.) BECC.) o PVPa 04 g L' ndo
foi eficiente (Melo et al., 2001).

Apesar dos resultados obtidos com 0,5
g L' de PVP, auséncia de vitrificagio e
boa sobrevivéncia dos explantes, em re-
lacdo a concentracdo de 3,0 g L' de car-
vao ativado, optou-se pelo uso de 3,0 g !
de carvao ativado para a multiplicagdo de
L. sidoides devido ao menor custo.

Ao longo do periodo de estabeleci-
mento de L. sidoides observou-se dife-
renga marcante em relacdo as diferen-
tes épocas do ano. A época seca, quan-
do a umidade relativa do ar é menor,
favorece o estabelecimento. Na época
chuvosa ocorreu uma maior incidéncia
de microorganismos, principalmente
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bactérias enddgenas, além da oxidagdo,
sendo necessario, durante esse periodo,
a utilizacdo de antibidticos e
antioxidantes no meio de cultivo. Neste
ensaio, implantado no més de setembro,
o controle apresentou 50% de oxidacao.
Resultados similares foram encontrados
em explantes de mac¢ad cv. Tydeman’s
Early Worcester, em que a menor oXi-
dacdo ocorreu no verdo, enquanto nas
demais estagdes do ano, a oxidagdo au-
mentou (Modgil et al., 1999).

Concluiu-se que a concentragdo de
0,8% de hipoclorito de sédio, com tem-
po de imersdo por 16 minutos, promo-
ve uma melhor desinfestagdo dos
explantes. Nao existe diferenca entre os
meios de cultura quanto ao estabeleci-
mento in vitro. A concentracdo de 200
mg L' do antibidtico cefotaxima sddica
controla a contaminag@o bacteriana. O
carvao ativadoa3 gL'eoPVPa0,5¢g
L' proporcionam baixa porcentagem de
oxidacdo.
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