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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia da adi¢do de antioxidantes no meio de
cultura e o efeito nos estddios de desenvolvimento de inflorescéncias de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.),
sobre a intensidade de oxidagdo de explantes cultivados in vifro. As atividades foram realizadas no Laboratério
de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa Amazonia Oriental, Belém (PA). Os segmentos de raquilas,
obtidos de inflorescéncias de agaizeiro previamente desinfestadas, foram inoculados em tubos de ensaio
contendo meio de cultura de MS (Murashige & Skoog, 1962), sélido e liquido, com 3 % de sacarose,
suplementado com diferentes antioxidantes. As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob auséncia
total de luz. Aos 15 dias apds a inoculagio, foram avaliados a intensidade de oxidacdo e o niimero de explantes
contaminados. Os segmentos de raquilas obtidos de inflorescéncias jovens, em meio MS sélido suplementado
com os diversos antioxidantes testados, apresentaram menor intensidade de oxidagdo. Entretanto, os segmentos
de rdquilas de inflorescéncias maduras somente alcancaram menor oxidac¢io quando inoculados em meio MS
sélido suplementado com 0.3 % de carvao ativado, tanto na presenga quanto na auséncia de dcido ascérbico.
Os demais antioxidantes quando associados ao meio MS liquido ndo apresentaram um efeito satisfatério no
controle da oxida¢do de segmentos de raquilas jovens e maduras.

TERMOS PARA INDEXACAOQ: Euterpe oleracea Mart., Antioxidante, Acido Ascérbico, Carvio Ativado,
Polivinilpirrolidona.
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EVALUATION OF THE OXIDATION OF ACAI RACHIS SEGMENTS
(Euterpe oleracea Mart.) UNDER DIFFERENT CONDITIONS
OF IN VITRO CULTURE

ABSTRACT: The objectives of this work were to evaluate the efficiency of different antioxidants in the
culture medium and the effect of the stage of development of acai inflorescence (Euterpe oleracea Mart.) on
the intensity of oxidation of explant segments cultivated in vitro. The experimental activities were held in the
Laboratory of Genetic Resources and Biotechnology of Embrapa Oriental, Amazon Basin, Belém (PA). The
rachis segments, obtained from agai aseptic inflorescence, were previously inoculated in tubes of solid and
liquid MS medium (Murashige & Skoog, 1962) with 3% of sucrose and supplemented with different
antioxidants. The cultures were kept in growth room under total absence of light. After 15 days of inoculation,
the oxidation intensity and the number of contaminated explants were determined. The young rachis segments
showed little oxidation intensity. The mature rachis segments only reached small oxidation intensity when
inoculated in a solid MS medium with 0,3% of activated charcoal, in the presence or absence of ascorbic acid.
The other antioxidants when associated to the liquid medium did not show a satisfactory control of the oxidation
intensity on young and mature agai rachis segments.

INDEX TERMS: Antioxidant, Ascorbic Acid, Activated Charcoal, Polyvinilpirrolidone

1 INTRODUCAO (Reuveni & Lilien-Kipnis, 1974). A

O cultivo de gemas florais & oxidacdo de tecidos em palmeiras também

particularmente Util para o estudo das peds ssv peomevids pelas auxinas,

citocininas e impurezas do dgar presentes
no meio de cultura (Rabéchault & Martin,

1976).

condi¢des que permitam a diferenciacio de
partes florais especificas e se aplica a
estudos do controle da morfogénese (Pinedo

Panduro, 1987). Nas palmeiras, a utilizacio
de inflorescéncias ainda jovens tem-se
apresentado como alternativa mais
interessante para a micropropagagio, sendo
empregadas freqiientemente raquilas ou
mesmo gemas florais isoladas (Almeida,
1994). Entretanto, a oxidagao dos explantes
€ uma dificuldade nos estudos de cultura in
vitro em palmeiras.

Muitos autores tém descrito o
escurecimento de explantes como
conseqiiéncia de oxidactes, em decojréncia
da liberagdo de compostos fendlicos pelos
tecidos em resposta aos ferimentos
(Sondahl & Teixeira, 1991). Os polifendis
e quininas sao inibidores da formacéo de
calos e do processo de embriogénese

10

Pré-tratamentos dos explantes e a
adicdo de substincias adsorventes ao meio
de cultura tém sido amplamente testados no
cultivo de tecidos de palmeiras. A inclusio,
por exemplo, de carvao ativado ao meio de
cultura tem sido relatada como uma
condi¢do indispensavel para o cultivo
in vitro de diversas palmeiras (Reynolds,
1982).

O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a eficiéncia de antioxidantes no meio
de cultura e o isolamento inicial em meio
liquido ou sélido, bem como o efeito nos
estiddios de desenvolvimento de
inflorescéncias de acaizeiro sobre a
intensidade de oxidacdo de segmentos de

rdquilas cultivados in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

As atividades foram realizadas no
Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazonia
Oriental, Belém (PA). Espatas de acaizeiro,
em dois estadios de desenvolvimento (10 e
25 cm de comprimento), com bracteas
externa e interna fechadas, foram coletadas
de plantas adultas da coleg¢do de acaizeiro da
Embrapa Amazonia Oriental. Foram lavadas
em dgua corrente e, posteriormente,
submetidas ao processo de desinfestacio em
camara de fluxo laminar; em seguida,
imersas em dlcool etilico a 70 % por dois
minutos e, posteriormente, em solu¢io de
hipoclorito de sédio a 2 % por 20 minutos
sob agitacdo e, em seguida, lavadas cinco
vezes em dgua destilada e autoclavada.

Apoés a desinfestagcdo, as espatas
foram abertas sob camara asséptica com a
remog¢ao das duas brdcteas envoltorias,
expondo-se, assim, as inflorescéncias. A partir
da porg¢ao apical das raquilas, foram cortados
transversalmente  segmentos com

aproximadamente 5 a 10 mm de comprimento.

Os segmentos foram inoculados em
tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
de cultura basico de MS (Murashige &
Skoog, 1962) com 3 % de sacarose. Os
seguintes tratamentos foram testados: meio
MS sélido + 0,3 % de carvao ativado (CA);
meio MS sélido + 0.3 % de CA + 0,025 %
de dcido ascorbico (AA); meio MS sdlido
+ 0,025 % de AA; meio MS sélido+ 0,1 %
de polivinilpirrolidona (PVP); meio MS
liguido + 0,3 % de CA; meio MS liquido +
0.025 % de AA e meio MS liquido+ 0,1 %
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de PVP; combinados com dois estadios de
desenvolvimento da espata (jovem e
madura), perfazendo um total de 14

tratamentos.
g .

Para os tratamentos correspondentes ao
meio MS sélido foram adicionados 0,6 % de
dgar, e nos tratamentos com meio MS liquido
foram utilizadas pontes de papel filtro. O pH
dos meios de cultura MS e 2 MS foi ajustado
para 5,8, e todos os tratamentos foram
submetidos a esterilizacdo em autoclave a
120°C durante 15 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura variando de
26°C = 2°C, umidade relativa do ar média
em torno de 70 % e sob auséncia total de luz.

O delineamento estatistico utilizado foi
o inteiramente casualizado, com 14 tratamentos
e com cinco repeti¢des, sendo cada unidade
experimental constituida de cinco tubos de
ensaio contendo um explante cada.

Aos 15 dias ap6s a inoculagido, foram
avaliadas a intensidade de oxidagdo (Ox) e
o numero de explantes contaminados por
fitopatégenos. Para a quantificagido da
intensidade de oxidacdo, foi observado o
percentual de oxidacdo da superficie dos
segmentos de raquilas, por meio de uma
escala de notas: 1- baixa intensidade de
oxidagdo (Ox =< 30 %); 2- nivel médio de
oxidacgido (30% < Ox <70 %); 3- nivel alto
de oxidagdo (Ox = 70 %).

Foi realizada a andlise de varidncia
ndo-paramétrica pelo teste de Kruskal-
Wallis (Siegel & Catellan Jr., 1988), ao nivel
de 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor de H= 65,6135 foi altamente
significativo (p= 0,00001), ou seja, foram
detectadas diferengas significativas
entre os tratamentos. Os segmentos
de rdquilas obtidos de inflorescéncias
jovens e cultivados em meio MS
s6lido suplementado com os diversos
antioxidantes testados apresentaram menor
oxidagdo (Ox=1),
mantendo-se vidveis por periodos de até trés

intensidade de

meses, sem a necessidade de repicagens
(Tabela 1).

Guerra & Handro (1998) também
observaram maior oxida¢do em explantes
de Euterpe edulis Mart. obtidos de
inflorescéncias em estaddios mais proximos
ao da abertura das flores. Possivelmente, o
estadio fisiolégico e o desenvolvimento do
explante devem estar relacionados com a

maior ou menor liberacio de metabolitos
pelo explante no meio de cultura.

A adicio de carvdo ativado ao meio
de cultura também reduziu a oxidagdo de
explantes de Cocos nucifera L., Elaeis
guineensis Jacq., Phoenix dactylifera L.,
Bactris gasipaes Kunth. e Euterpe edulis
Mart. (Blake, 1983; Nwankwo & Krikorian,
1983; Tisserat, 1984; Stein & Stephens,
1991; Guerra & Handro, 1998). Neste caso,
o principal efeito do carvio ativado no meio
de cultura estd relacionado com a
capacidade de adsorver metabdlitos
produzidos pelo explante in vitro (Fridborg
et al., 1978), como compostos fendlicos,
bem como diminuir os efeitos téxicos da
interacdo de altas concentragdes de
reguladores de crescimento, adicionados ao
meio de cultura, com substincias secretadas
pelo explante (Stein & Stephens, 1991).

Tabela 1 - Médias da intensidade de oxidagdo de segmentos de rdquilas (SR) de Euterpe
oleracea Mart., cultivados em meio MS em fun¢io do estddio de desenvolvimento
da espata e diferentes meios de cultura aos 15 dias de inoculagdo. Embrapa
Amazonia Oriental, Belém(PA), Brasil, 2001.

Intensidade de oxidacdo

Meios de Cultura

MS sélido + 0,3 % CA

MS solido + 0,3 % de CA + 0,025 % AA
MS solido + 0,025 % AA

MS sélido + 0,1 % PVP "

MS liquido + 0,3 % CA

MS liquido + 0,025 % AA

MS liquido + 0,1 % PVP

SR Jovem SR Madura
1,0bA 1,0bA
1.0bA 1,0bA
1.0bB 2,6aA
1,0bB 2.4aA
3,0aA 3,0aA
3,0aA 3,0aA
2,0aA 2,9aA

Nota: Médias seguidas por letras mindsculas na coluna, e por letras maitisculas na linha, nao diferem estatisticamente

entre si ao nivel de 1 % pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Em rdquilas jovens. todos os
antioxidantes testados quando associados ao
meio MS liquido ndao apresentaram um
efeito satisfatério no controle da oxidacio
(Tabela 1). Estes resultados discordam dos
relatos de Blake (1983), onde o meio liquido
poderia liberar e diluir substincias
inibitérias ao desenvolvimento dos
explantes no meio de cultura e de Reynolds
(1982), que associa a oxidag@o a presenca
de agentes geleificantes como o dgar no
meio de cultura.

Alguns trabalhos com outras
palmeiras demonstram a eficiéncia do meio
liquido. Explantes de inflorescéncias jovens
de Cocos nucifera L., cultivados em meio
liquido com 0,1% de PVP, apresentaram
menor percentagem de oxidagdo (Siqueira
& Inoue, 1991). Guerra & Handro (1998)
também contornaram a oxidag¢io em
culturas de inflorescéncia de Euterpe edulis
Mart. com a inoculagio inicial em meio
liquido com carviao ativado.

Desta forma, a intensidade de
oxidacido, além de estar relacionada com o
tipo e idade fisiolégica de explante, meio
de cultura, presenga de reguladores de
crescimento, endogeno de
fitorreguladores e de agentes geleificantes,
dentre outros fatores, também depende da
espécie a ser cultivada in vitro. Esta hipétese
pode ser reforcada pelo fato de que a
eficiéncia de antioxidantes no meio de
cultura tem variado entre diversas palmeiras
€ entre explantes da mesma espécie. Nio
f#oi observada a contaminagio dos explantes
por fitopatégenos, o procedimento de
desinfestacio empregado foi eficiente.

nivel
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4 CONCLUSAO

a) Os segmentos de rdquilas obtidos
de inflorescéncias jovens apresentaram
menor intensidade de oxidagdo;

’ ‘.

b) o meio de cultura MS sélido,
suplementado com todos os antio-
xidantes testados, foi eficiente no
controle da oxidagdo de segmentos de
raquilas jovens;

c) o meio de cultura MS sélido
suplementado com carvido ativado, na
presenca ou auséncia de acido ascérbico,
foi satisfatério no controle da oxidagio de
segmentos de raquilas maduras;

d) o meio de cultura MS liquido ndo
apresentou efeito sobre o controle da
oxidagdo dos explantes;

e) o procedimento de desinfestacio
das espatas foi altamente satisfatério.
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