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Resumo

A sacaca ¢ uma planta medicinal do bioma Amazonico e tem sido considerada como substituta do pau-rosa
(Aniba rosaeodora) na produgao de linalol. Este trabalho objetivou avaliar a propagag@o vegetativa in vitro de
sacaca, incluindo o estabelecimento de propagulos do campo, protocolos de descontaminagao e a determinago
de taxas de multiplicagdo, além de descrever aspectos limitantes da cultura durante os trabalhos in vitro. Foram
utilizadas microestacas de 1,0 cm, com uma gema axilar, coletadas de plantas adultas do campo. Tratamentos de
desinfestacdo foram testados no estabelecimento, além de se avaliar a influéncia do més do ano da coleta sobre
as taxas de contaminagdo. Apos desinfestadas, as microestacas foram inoculadas em tubos de ensaio com meio
MS, suplementado com BAP (0, 1,2 e 3 mg L") e AG, (0 e 0,5 mg L™"). Foi obtido o estabelecimento in vitro da
sacaca com 41,9% das microestacas brotadas. A taxa de contaminagao alcangou 58,1% (65,4% de origem fingica
e 34,6% de origem bacteriana), com maior ocorréncia quando os propagulos foram coletados entre os meses de
outubro € janeiro, os mais chuvosos da regido amazonica. O aumento nas concentragdes de BAP e AG, no meio
de cultura melhorou as taxas de multiplicagdo do material. Apesar dos resultados obtidos, a espécie apresenta
uma série de peculiaridades e limitagdes ao cultivo in vitro que foram identificadas e relatadas neste trabalho.

Palavras-chave: Amazonia; Croton spp.; Contaminagdo microbiana; Linalol; Plantas medicinais;
Organogénese

Abstract

In vitro propagation of sacaca (Croton cajucara): insights about difficulties for developing
micropropagation protocols. Sacaca is a medicinal plant from the Amazonian biome and it has been regarded
as a substitute for rosewood (4niba rosaeodora) to produce linalool. This paper aimed to evaluate in vitro
vegetative propagation of sacaca, including the establishment of propagules from the field, decontamination
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protocols, and determination of multiplication rates, besides describing limiting aspects for the culture during in
vitro experiments. We used 1.0 cm microcuttings with an axillary bud, collected from adult plants in the field.
Disinfestation treatments were tested in the establishment, and there is an evaluation of the collecting month
influence on the contamination rates. After disinfestation, microcuttings were placed in test tubes containing MS
medium, added with BAP (0, 1, 2 and 3 mg L") and GA, (0 and 0.5 mg L*"). In vitro establishment of sacaca
with 41.9% of sprouted microcuttings was obtained. The contamination rate reached 58.1% (65.4% caused by
fungi and 34.6% by bacteria), with greater occurrence when propagules were collected between October and
January, the rainiest months in the Amazon region. The increased BAP and GA, concentrations in the culture
medium provided significant improvements in the material multiplication rates. In spite of the results obtained, the
species shows peculiarities and limitations to in vitro cultivation that were identified and described in this paper.

Key words: Amazon; Linalool; Medicinal plants; Microbial contamination; Organogenesis

Introducao

Por caracterizar-se como um dos paises possuidores
da maior biodiversidade do planeta, abrigando inimeras
plantas detentoras de propriedades medicinais, aromaticas
e principios ativos de usos ainda ndo identificados, o
Brasil e a Regido Amazonica em particular, apresentam
caréncia de resultados de pesquisa, especialmente na area
agrondmica de plantas aromaticas e medicinais nativas
da regido (LEWINSOHN; PRADO, 2002).

Muitas dessas espécies aromaticas ocorrem em
ecossistemas diversos e estdo sob forte pressdo ambiental
face a agdo antropogénica, seja pela ma exploracao dos
recursos florestais, ou pelos desmatamentos e queimadas
produzidos pelo proprio desenvolvimento. Isso significa
dizer que ¢ urgente a iniciativa de se conhecer melhor a
relacdo dessas espécies com o ambiente para se manejar
corretamente, promover sua exploragao ecologicamente
correta e, por conseguinte, sua exploragdo economica
(CALIXTO, 2000).

Entre os diversos exemplos de substancias oriundas
de plantas, podem-se mencionar as obtidas de Croton
cajucara, vulgarmente conhecida como sacaca. A sacaca
foi sugerida como um substituto do pau-rosa (4niba
roseada), em vias de extingdo, pois € produtora do linalol,
um isolado aromatico com potencial econémico de
interesse para as indistrias de perfumarias, cosméticos e
de produtos de limpeza. Além do linalol, a sacaca produz
pineno, sabineno, estragol, linearisina e magnoflorina,
principios ativos destinados as industrias de produtos
farmacéuticos (SILVA et al., 2012; AZEVEDO et al.,
2013). Na medicina, popular, o cha das folhas ou da
casca ¢ usado para distarbios hepaticos e renais, além

de reduzir o colesterol e a taxa de acticar dos diabéticos
(MACIEL etal.,2002; COSTA et al., 2007). No entanto,
mesmo de uso consagrado pelas populacdes locais, os
trabalhos fitotécnicos com a sacaca ainda sdo incipientes
e sobre a propagacao in vitro nao se encontram dados
na literatura. A sacaca multiplica-se precariamente por
rebentos de raizes, sendo que a reproducao por via sexual
¢ problematica por produzir baixos indices de sementes
férteis (KALIL FILHO et al., 1998).

A técnica de multiplicagdo vegetativa mais
usada para a clonagem de plantas lenhosas tem sido
a estaquia que, embora seja utilizada com sucesso em
varias espécies, para outras, pode apresentar resultados
insatisfatorios (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). Diante
disso, a cultura de tecidos tem se apresentado como
uma alternativa para a clonagem de espécies lenhosas.
Muito mais que a possibilidade de se multiplicar em
escala geométrica e em ciclos relativamente curtos,
grande nimero de plantas a partir de um tnico explante,
a cultura de tecidos ¢ uma ferramenta pela qual se
pode obter preciosas informagdes que facilitam o
entendimento de espécies, seja no aspecto fisioldgico,
bioquimico ou molecular (MARIMUTHU; KUMAR,
2001; SUSSEX, 2008).

Particularmente para a sacaca, o inicio de
estudos da espécie sob condigdes in vitro parece de
fundamental importancia, pois pode resultar, num
futuro préximo, o melhor entendimento dos produtos do
metabolismo secundario da planta e, consequentemente,
o aproveitamento biotecnoldgico mais eficiente da
espécie.

Em razdo da importancia da sacaca como planta



aromatica e medicinal e da deficiéncia de estudos que
proporcionem um melhor conhecimento da espécie,
esse trabalho teve como objetivo avaliar a propagacao
vegetativa in vitro de sacaca, incluindo o estabelecimento
de materiais propagativos de plantas do campo, o
desenvolvimento de protocolos de descontaminagao,
a estimag¢do de taxas de multiplicacdo, além de indicar
e descrever aspectos limitantes do cultivo in vitro da
espécie.

Material e Métodos

O material propagativo utilizado nos experimentos
in vitro foi proveniente de material vegetal obtido
de brotagdes apicais coletadas de plantas adultas de
sacaca em condigdes de campo, localizadas em latitude
10°00°53”S e longitude 67°43°07”GRW, a partir de 2004.

Uma vez colhidos, os ramos (5 a 10 cm de
comprimento) foram envoltos em papel toalha umedecido
e levados para o laboratoério onde foram desfolhados e
subdividido em microestacas de 0,8 a 1,0 cm com uma
gema axilar.

Para o ensaio de estabelecimento in vitro dos
materiais provenientes de plantas do campo, as
microestacas foram submetida a desinfestagdo por
imersdo em alcool 70% por um minuto, 20 minutos
em solucdo de hipoclorito de s6dio (NaOCI) 50%
(v/v produto comercial) e triplice lavagem com agua
destilada e autoclavada. Em seguida, as microestacas
tiveram cortadas as extremidades e foram colocadas
individualmente em tubos de ensaio (20 x 150 mm) com
10 mL de meio de cultura, formado pelos sais e vitaminas
de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado
com diferentes concentragdes de benzilaminopurina
(BAP) (0, 1,2 e 3mg L") e 4cido giberélico (AG,) (0 e
0,5 mg L). O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8+0,1 antes da adigdo do solidificante agar (7 g.L")
(Merck, Darmstadt, Germany), sendo posteriormente
autoclavado a 121°Cpor 15 minutos e 1,3 atm de pressao.

Na primeira semana, o cultivo foi mantido no
escuro para minimizar possiveis problemas de oxidacdo
dos explantes. Posteriormente, desenvolveu-se sob
temperatura de 2542 °C, fotoperiodo de 16 h e radiagdo
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luminosa de 30 mmol.m?s! fornecida por lampadas
fluorescentes brancas frias (Phillips, 40w).

Ap6s quatro semanas de cultivo, foram avaliadas
as seguintes variaveis: percentual de contaminacao
geral, contaminagao fiingica, contaminagdo bacteriana,
porcentagem de brotagdes desenvolvidas, altura das
brotagoes, taxa de multiplicacdo e niimero de folhas
formadas. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com cinco repetigdes por
tratamento, sendo cada parcela composta por quatro
tubos de ensaio com uma microestaca.

Em razdo dos problemas de contaminacao
observados no estabelecimento, foi realizado um
experimento visando avaliar protocolos de desinfestagdo
do material proveniente do campo. Neste ensaio, as
microestacas foram submetidas a oito protocolos de
descontaminagdo, sendo que o tratamento testemunha
passou apenas pelo processo de triplice lavagem com
adgua destilada e autoclavada e foi denominada de ‘T’
Os demais tratamentos foram constituidos de acordo

com a Tabela 1.
TABELA 1: Tratamentos de desinfestagio usados em
microestacas de sacaca oriundas de plantas do
campo visando o estabelecimento in vitro.

Tratamentos de desinfestacao
alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio
1 (NaOCl) 1,25% (v/v) por 15 minutos;
alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de célcio —
2 Ca(OCl), 1% (p/v) por 15 minutos;
alcool 70% por 2 minutos e NaOCl 1,25% (v/v) por
3 20 minutos;
alcool 70% por 2 minutos e Ca(OCl), 1% (p/v) por 20
4 minutos;
alcool 70% por 30 segundo, bicloreto de mercurio
T, (HgCl,) 0,25% (p/v) por 10 minutos, alcool 70% por
30 segundo ¢ NaOCl 1,25% (v/v) por 10 minutos;
alcool 70% por 30 segundo, HgCl, 0,25% (p/v) por 10
T, minutos, alcool 70% por 30 segundo e Ca(OCl), 1%
(v/v) por 10 minutos;
alcool 92% por um minuto e NaOCl 50% (v/v) por 15
7 minutos.

Ao final de cada protocolo de desinfestagdo,
as microestacas passaram por triplice lavagem em
agua destilada e esterilizada e foram inoculadas,
individualmente, em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
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com 5 mL de meio de cultura MS, solidificado com
5,0 g.L't de Agar. Os ajustes de pH e esterilizagdo,
além das condi¢oes de manutengdo do material foram
idénticos aos experimento de estabelecimento.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des por
tratamento. Cada parcela foi representada por cinco
tubos de ensaio com uma microestaca. A avaliacdo do
experimento quanto ao nimero de microestacas brotadas,
altura das brotagdes, taxa de multiplicacdo, numero de
folhas por explantes e percentual de contaminacdo
foi realizado quatro semanas apos a instalacdo do
experimento.

Para se determinar a melhor época para a coleta
de material propagativo de sacaca em campo, por dois
anos consecutivos entre os meses de agosto e janeiro,
brotagdes apicais de sacaca foram coletadas sob
condig¢des de campo, e em laboratério foram desfolhadas
e desinfestadas. O processo de desinfestacdo foi o mesmo
utilizado no experimento de estabelecimento in vitro.
As microestacas foram inoculadas em tubos de ensaio
(20 x 150 mm) contendo 5 mL de meio de cultura de MS.

Durante 28 dias de cultivo, em intervalos de
sete dias, foram avaliadas as seguintes variaveis:
percentual de contaminagdo total, contaminagao fiingica,
contaminag¢ao bacteriana e porcentagem de brotagdes. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos ao
acaso com cinco repeti¢cdes. Cada parcela foi composta
por oito tubos cada um contendo uma microestaca. Os
ajustes de pH e esterilizagdo, além das condi¢des de
manutengdo do material foram idénticos em todos os
experimentos.

Os contaminantes fingicos e bacterianos foram
isolados e submetidos a identificacdo por testes
morfolégicos e bioquimicos caracteristicos. Os
isolados fingicos foram identificados no Laboratorio
de fitopatologia da Embrapa Acre, enquanto que os
contaminantes bacterianos foram identificados pela
Fundagdo André Tosello em Campinas, estado de Sao
Paulo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia
e de regressdo, ¢ as médias comparadas pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade, com o auxilio do

programa estatistico Sanest (ZONTA; MACHADO,
1984). Os dados expressos em percentagem (x) foram
transformados segundo arco seno+/x/100 enquanto que
para taxa de multiplicacdo (x) foram transformados

segundo ,/x+0,5.

Resultados e Discussao

Apesar de para muitas especies de plantas o AG,
promover a brotagdo e o crescimento (MADEIRA et al.,
2005; VIDAL et al., 2013), neste trabalho, a adigdo de
AG,no meio de cultura ndo influenciou a brotagdo das
microestacas de sacaca estabelecidas (Figura 1A). De
maneira geral esses resultados também foram observados
quando se avaliou a taxa de multiplicagdo do material
estabelecido in vitro, com exce¢do da concentragdo
de 3,0 mg L' de BAP, onde a taxa multiplicagdo foi
significativamente superior quando se usou AG, quando
comparado ao tratamento em que ndo se adicionou
AG, no meio de cultura, sugerindo que para ambas as
variaveis avaliadas o efeito do BAP parece ter sido mais
pronunciado do que a combinagdo com 0 AG, (Figura 1B).

Assim, para percentagem de brotacdo, diferencas
significativas s6 foram observadas para niveis de BAP,
uma vez que o aumento nas concentragdes deste regulador
proporcionou um comportamento ascendente na curva
de regressdo para esta variavel até aproximadamente
1,8 mg L' de BAP, onde nesta concentragdo 58,9% das
microestacas apresentaram brotagdo, apds 30 dias de
cultivo (ponto de maxima eficiéncia calculada). Apos
essa concentracdo, incrementos nos valores de BAP
corresponderam a queda nas taxas de brotagdo (Figura 2).
Nas concentragdes 0 ¢ 3 mg L' de BAP foi onde as
microestacas apresentaram as menores taxas de brotagdo,
com cerca de 30% dos explantes brotados, sugerindo
que o BAP foi importante para promover a brotacdo das
microestacas, embora em concentracdes mais elevadas
pode ser menos efetivo, toxico ou ainda ndo ser a
citocinina ideal para ao cultivo (FRAGUAS et al., 2004).

Possivelmente, o efeito mais pronunciado das
giberelinas in vitro seja o alongamento das partes aéreas
(FIGUEIREDO et al., 2001). Mas de modo geral, para
a sacaca as concentragdes de BAP e AG, testadas ndo
proporcionaram diferencas significativas para altura
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das brotagdes desenvolvidas a partir das microestacas
estabelecidas. Apos 30 dias de cultivo as brotagdes
apresentaram altura média de 0,6 cm. No entanto, se 0s
tratamentos com BAP € AG, ndo apresentaram influéncia
sobre altura de brotacdes, o aumento nas concentracoes
de BAP no meio de cultura, proporcionou acréscimos
lineares na taxa de multiplicacdo do material estabelecido
invitro (Figura 1B). Assim, na concentragdo de 3,0 mg L*!
de BAP as taxas de multiplicagdo observadas em relagdo
as concentrag¢des 0 € 0,5 mg L' de AG, foram de 2,8 ¢
3,7 respectivamente, valores esses, significativamente
diferentes (Figura 1A). Estes resultados confirmam o
papel fundamental das citocininas na estimulagdo da
divisdo celular, bem como na indugéo e proliferagdo de
gemas adventicias (RATHORE et al., 1992; PEREIRA
et al., 1995).

Monfort et al. (2012) descrevem que a adigdo
de BAP no meio de cultura foi determinante para
o aumento do nimero de brotagdes em alfavaca
(Ocimum selloi), uma planta medicinal. Em Crossandra
infundibulisformis Nees, cv. Mona Wallhead, Almeida
et al. (2009) também verificaram que o BAP foi
significativamente superior quando comparado ao 2iP
para maior acumulo de brotagdes. Resultados benéficos
semelhantes ao verificados acima, quanto ao efeito
do BAP na multiplicagdo, também foi observado por
Cordeiro et al. (2014) em Eucalyptus globulus que,
de modo geral, verificaram que as melhores respostas
quanto a proliferacdo de gemas axilares foram obtidas
quando os explantes foram cultivados em meio nutritivo
suplementado com 0,7 mg.L"! de BAP.

FIGURA 1: Efeito de concentragdes de AG, em meio de cultura com BAP sobre a percentagem de explantes brotados durante o
estabelecimento in vitro de microestacas (%) de sacaca (A) e na taxa de multiplicagdo de brotos (B). Médias seguidas por
letras idénticas dentro de cada concentracdo de BAP testada ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan a 5%

de probabilidade.
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FIGURA 2: Brotagdo de microestacas de sacaca em resposta as diferentes concentragdes de BAP no meio de cultura de MS e taxa de
multiplicagdo de microestacas de sacaca em funcdo das diferentes concentragdes de BAP € AG, no meio de cultura de MS.
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O estabelecimento in vitro da sacaca foi obtido
com um percentual de 41,9% dos explantes brotados,
sendo que a contaminacdo atingiu 58,1%. Deste
total, 65,4% foi ocasionada por fungos e 34,6% por
bactérias. Apesar de ndo terem sido feito testes mais
aprofundados, este alto indice de contaminacdo
observado nos explantes sdo em grande parte devido a
contaminantes endégenos aos tecidos de sacaca, uma
vez que a sacaca pertence a familia Euphorbiaceae, a
mesma da seringueira, o que lhe confere a exsudacgio
de um latex caracteristico que provavelmente seja uma
importante fonte de microrganismos (VARRICCHIO
et al., 2008). Outro fator a considerar no cultivo da

sacaca refere-se a superficie do material propagativo
utilizado que apresenta grande quantidade de pélos
superficiais (dados nao apresentados), caracteristica que
dificulta a completa exposicao dos explantes aos agentes
antimicrobianos. Contudo, de modo geral, a introducdo
de espécies diretamente do campo para condigdes de
cultivo in vitro é reconhecidamente problematicas em
razdo dos importantes problemas de contaminagao
provocados por fungos e bactérias (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; SCHERWINSKI-PEREIRA
et al., 2003). Bianchi et al. (2003) verificaram que
o tipo de explante influenciou significativamente a
taxa de contaminacdo durante o estabelecimento do
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marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.) e concluiram que
meristemas sdo mais propicios para o estabelecimento
por apresentarem menores taxas de contaminagao total
(36,0%) quando comparado a segmentos nodais onde
a contaminagdo atingiu 70,6% dos explantes. Oliveira
e Silva (1997), trabalhando com o estabelecimento de
bananeira, cv. Grand Naine, tiveram até 40,6% dos
explantes apresentando algum tipo de contaminagao.
Portanto, quando se avalia estes dados, verifica-se que os
indices de descontaminag@o alcangados nos explantes de
sacaca nao foram demasiadamente diferentes aos obtidos
por outros autores quando se trata de estabelecimento in
vitro de material proveniente do campo.

Cerca de 30 dias apos o estabelecimento, as
brotagdes desenvolvidas comegaram a apresentar a
queda de folhas. Um dos primeiros trabalhos a relatar
problemas de desfolhamento de plantas durante etapas
da micropropagacdo foi o desenvolvido por Broome e
Zimmerman (1984), que observaram que para algumas
cultivares de macieira, apds trés a quatro semanas em
cultura, as partes aéreas comecavam a senescer até
ocorrer a queda de folhas e o escurecimento da zona de
abscisdo do peciolo. De acordo com Shukor et al. (2008),
a desfolhagdo ¢ um fenomeno comum em Azadirachta
excelsa que geralmente impede a produgdo de mudas
por micropropagagao.

Assim, é possivel que a queda de folhas observado
nos explantes de sacaca possa estar relacionada
ao tempo de subcultivos, que pode influenciar a
condi¢do ambiental dos cultivos de diferentes maneiras,
especialmente quanto a producdo ou acimulo de etileno
(PEREIRA-NETTO, 2001; PEREIRA-NETTO et al.,
2003; SHUKOR et al., 2008; KUMAR et al., 2009). De
fato, determinadas espécies nao sdo tolerantes a dilatagdo
do prazo do subcultivos, como relatado em Eucalyptus
gunnii para o qual transferéncias a cada 15 a 21 dias
foram necessarias para evitar a necrose apical e morte
dos tecidos (BOULAY, 1984). Em mangaba (Hancornia
speciosa), Sa et al. (2012) também determinaram um
tempo Otimo para o subcultivo da espécie, uma vez que
subcultivos de 65 dias promoveram mais intensamente
a abscisdo foliar de microbrotos, quando comparados
aqueles subcultivados a cada 50 dias. Portanto, para
determinadas espécies, sobretudo as lenhosas, as plantas
in vitro ao entrarem em crescimento ativo, podem dentro
de poucas semanas entrarem em fase de senescéncia e
simplesmente pararem a multiplicacdo, com consequente
queda das folhas. No entanto, verificou-se em sacaca que
apos a completa queda das folhas, houve a formagao de
um tecido celular superficial na quase totalidade dos
explantes, a partir do qual, apos aproximadamente um
més, novas multibrotagdes foram originadas (Figura 3).

FIGURA 3: Brotagdes de sacaca durante desenvolvimento in vitro: A) Aspecto de brotagdo de sacaca estabelecida in vitro; B) brotagdo
apresentando queda de folhas; C) inicio da formagdo de tecido celular superficial na brotagdo, apds queda das folhas; D)
aspecto de brotacdo praticamente tomada por tecido celular superficial, apos queda de folhas; E) aspecto de brotacdo em
estadio de superbrotamento, apds a fase de queda das folhas e formagdo de tecido celular superficial in vitro.
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As contaminagdes representam um dos problemas
de maior importancia na fase de estabelecimento
de materiais in vitro. O aparecimento de fungos e
bactérias apos alguns dias de cultivo, normalmente
deve-se a presenca endogena destes agentes no tecido,
especialmente se todas as medidas preventivas visando
a descontaminacdo inicial dos explantes tiverem sido
tomadas (FORTES; PEREIRA, 2001; SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2003). Por isso, um grande numero
de trabalhos tem sido realizado para descontaminagao
de explantes oriundas de plantas do campo (CALDAS;
TAKETOMI, 1993; FORTES; PEREIRA, 2001; SATO
et al., 2001; ABREU et al., 2003; ERIG et al., 2003).
De modo geral, a desinfestagdo dos diversos segmentos
da planta (brotos, microestacas, folhas, botdes florais) ¢
feita utilizando alcool etilico comercial na concentragao
de 50 a 70%, por um periodo de 1 a 3 minutos, seguido
de um tratamento com hipoclorito de sodio ou calcio
a 0,5 a 2% (p/v) por 5 a 20 minutos, seguidode 3 a 5
lavagens com agua destilada estéril. O uso de cloreto
de mercurio, embora mais raro devido a sua toxidez,
também pode dar bons resultados, numa concentragio
de 0,05 a 0,2% (p/v), por um periodo de 5 a 20 minutos,
seguido de 3 a 5 lavagens com agua destilada estéril.
Neste trabalho, entre os tratamentos de desinfestacao
testados, os mais eficientes foram o ‘T5’ e ‘T6’ que
proporcionaram um percentual de descontaminagao de
50% dos explantes (Tabela 2), ambos que continham
em seus protocolos a presenga de HgCl,. Resultados
positivos quanto a utilizagdo de HgCl, também sdo
citados por Ribas et al. (2003) na desinfestagdo de
Aspidosperma polyneuron em concentragdo de 0,05%
e tempo de imersdo de 10 minutos.

No entanto, quando avaliado o percentual de
brotagdo dos explantes tratados com estes tratamentos,
observou-se que as microestacas apresentaram
percentuais de brotagdo de 30% e 50%, respectivamente
(dados ndo mostrados). Tais resultados possivelmente
tenham ocorrido pela agdo toxica do HgCl, uma vez
que este tipo de substancia, apesar de seu poder de
desinfestagao, apresenta elevada toxicidade a tecidos
de plantas, potencializado pela agdo do NaOCl ja
que como citado previamente, na comparagao com o
Ca(OCl), foi ainda mais toxico no que diz respeito a

capacidade de brotagdo das microestacas. Nos demais
tratamentos, devido a elevada taxa de contaminagdo
observada, ndo foi possivel avaliar a porcentagem de
explantes brotados.

TABELA 2: Percentual de contaminagdo de explantes
de sacaca durante a avaliagdo de diferentes
protocolos de desinfestacao.

Contaminacio
Tratamentos (Yo)**
To 3 lavagem em agua destilada e 100 a
autoclavada
T1 1 min alcool 70% + 15 min NaOCI* 94,7 ab
T2 1 min 4lcool 70% + 15 min Ca(OCl), 98,6 ab
T3 2 min alcool 70% + 20 min NaOCl 88,3b
T4 2 min alcool 70% + 20 min Ca(OCl), 100,0 a
30 seg. alcool 70% + 10 min HgCl,
T3 0,25% + 10 min NaOCI S0,0¢
30 seg. alcool 70% por + 10 min
0 HgCl 0,25% + 10 min Ca(OCI), 30.0¢
T7 1 min alcool 92% + 15 min NaOCl) 94,7 ab
C.V. 16,4%

* ap6s os tratamentos todo o material propagativo sofreu triplice
lavagem com agua destilada e esterilizada. **M¢dias seguidas por
letras minusculas distintas na vertical e dentro de cada variavel
analisada, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Duncan.

Na avaliacao da época do ano na coleta de materiais
de sacaca em campo ¢ estabelecimento in vitro, verificou-
se que de maneira geral, os meses de agosto e setembro
apresentaram um indice menor de contaminagdes,
assim como maior numero de brota¢des desenvolvidas
(Tabela 3). Este fato deve estar relacionado com o clima
da regido nesta época. A partir de outubro até janeiro,
a contaminacdo ¢ bastante elevada, principalmente
a fungica, o que leva a morte das microestacas. Na
regido Amazonica este periodo corresponde ao inverno
Amazonico caracterizando-se pela grande ocorréncia de
chuvas, fato que pode influenciar no estabelecimento das
microestacas. Os fungos isolados dos explantes de sacaca
foram classificados como pertencentes aos géneros
Aspergillus spp., Penicillium spp. e Talaromyces flavus.
Jé as bactérias foram identificadas como pertencentes as
espécies Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia
e Brevundimonas vesicularis.



TABELA 3: Avaliagdo da influéncia da época de coleta do
material em campo no estabelecimento in vitro

de sacaca.
Meses do Contan.nnag:ao ("/c:)* : Brotadas***
ano Total Bacteriana** Fungica**
Agosto 76,5 45,8 54,2 39,3
Setembro 47,6 0,0 100a 52,6
Outubro 99,7 3,5 96,5 0,0
Novembro 97,8 0,0 100a 2,1
Dezembro 100 0,2 99,8 0,0
Janeiro 100 0,0 100 0,0

* Média de dois anos consecutivos; ** Contaminagdo fingica e
bacteriana em relagdo ao percentual total de contaminagdo; *** em
relagdo ao total inoculado e que ndo apresentando contaminagio
durante o periodo avaliado.

Este trabalho constitui-se num dos primeiros relatos
sobre a tentativa de se propagar esta importante espécie
medicinal in vitro. Com os resultados obtidos, conclui-se
que o uso de microestacas com gema Uinica constitui-se
como um material promissor para o estabelecimento e
multiplicagdo in vitro de sacaca e que a presenga de 3,0
mg L' de BAP ¢ 0,5 mg L' de AG, no meio de cultura
de MS promove melhorias nas taxas de multiplicagao
in vitro da sacaca. A utilizacdo de microestacas
provenientes de brotacdes apicais de sacaca coletadas
em campo apresenta elevada taxa de contaminagdo pela
associacdo de microrganismos endofiticos aos tecidos,
especialmente os fungos Aspergillus spp., Penicillium
spp. e Talaromyces flavus e as bactérias Bacillus cereus,
Stenotrophomonas maltophilia e Brevundimonas
vesicularis. Os meses mais chuvosos do ano na Regido
Amazonica (outubro a janeiro) s30 0s que proporcionam
as maiores taxas de contaminac¢do dos explantes no
estabelecimento in vitro da sacaca.
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