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RESUMO

A micropropagacdo apresenta-se como uma alternativa promissora para resgatar e
conservar o germoplasma de genétipos de interesse, constituindo-se em alternativa valiosa para a
manutencdo de colegdes de plantas matrizes que podem ser incorporadas em programas de
melhoramento de espécies florestais.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito dos meios de cultura MS, WPM e JADS no
estabelecimento in vitro de gemas epicérmicas de Eucalyptus cloeziana, procedentes de arvores
de 26 anos de idade.

A avaliagdo do experimento foi realizada 25 dias ap6s a introdugao in vitro, sendo que o
meio de cultura MS apresentou os melhores resultados quanto ao nimero de gemas induzidas e
baixos percentuais de contaminacdo por fungos e bactérias, constituindo a melhor formulagéo
nutritiva para o resgate e a conservagao in vitro destes materiais genéticos.

Palavras chaves: Micropropagacao; Eucalyptus; Conservacgéo in vitro; Meio de cultura.

SUMMARY

Micropropagation is a promising alternative to rescue and conserve the germplasm of
interest genotypes, constituting a valuable alternative for the plant collections maintenance of
matrices that can be incorporated into breeding programs of forestry species.

This work aimed to evaluate the effect of the medium culture MS, WPM and JADS on the
in vitro establishment of the epicormic buds from trees with 25 years old of Eucalyptus cloeziana.

The experiment evaluation was performed 25 days after the in vitro introduction, and the
MS medium showed the best results to induce buds number and with low rates of fungi and bacteria
contamination, showed the best nutritional formulation for in vitro rescue and conservation of these
genetics materials.
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INTRODUCAO

Dentre as espécies de Eucalyptus, o E. cloeziana tem despertado o interesse por parte
de diversos setores da atividade florestal em razdo das caracteristicas tecnolégicas da madeira, de
grande durabilidade, de excelente qualidade para serrarias, para a producao de carvdo e uso ha
construcao civil (Almeida et al., 2007).

O E. cloeziana tem a particularidade de constituir a Unica espécie do subgénero
Idiogenes. No Brasil, esta espécie foi introduzida h4 mais de 50 anos (Golfari et al., 1978),
apresentando bom crescimento nos locais onde foi plantado, destacando-se como uma das
melhores espécies. Embora diferentes procedéncias dessa espécie tenham sido testadas no pais,
ainda ha caréncia de maiores estudos quanto a variabilidade destas entre e dentre locais.

Entretanto, ainda residem dificuldades que tém limitado a propagagédo de forma plena na
silvicultura clonal por meio da estaquia, principalmente para o E. cloeziana. Alfenas et al. (2009),
afirmam que até o presente momento, esta espécie tem sido considerada de dificil enraizamento,
pelos baixos indices de sucesso neste processo, comparada a outras espécies de Eucalyptus.

Esse entrave traz sérias consequéncias para os programas de melhoramento florestal
que se baseiam na multiplicagdo de genétipos adultos selecionados (Watt et al., 2003).

Nesse contexto, técnicas alternativas como a micropropagacdo, visando o
rejuvenescimento clonal, se constituem como alternativa valiosa para a manutencdo de colecdes
de plantas matrizes que podem ser incorporadas em programas de melhoramento florestal da
espécie. A micropropagacdo via proliferacdo de gemas axilares tem sido a mais utilizada, em
Eucalyptus (Borges et al,, 2011), com aplicagdes comprovadas na érea florestal (Xavier et al.,
2009).

O estabelecimento in vitro inicia-se com 0 manejo das plantas matrizes e a selecdo dos
explantes mais adequados para a micropropagacéo e finaliza-se com a obtenc&o de uma cultura
adaptada as condicdes in vitro (Borges et al., 2011). Dessa forma, a desinfestagdo dos segmentos
nodais tem papel relevante para o sucesso do estabelecimento in vitro (Almeida et al., 2009).

Dentre as substéancias utilizadas para a desinfestacdo dos explantes, o cloro em
associagdo com o etanol é o principio ativo mais utilizado (Brondani et al., 2009). Nesta fase, a
contaminacdo por fungos e bactérias e a recalcitrancia de alguns materiais genéticos tem sido os
principais problemas encontrados (George e Debergh, 2008).

Os meios de cultura utilizados na micropropagacao fornecem as substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padréo de desenvolvimento in
vitro. Na micropropagacao de Eucalyptus, o meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) tem
sido o mais utilizado (Sobrosa e Corder, 2003; Watt et al., 2003; Glocke, et al., 2006; Brondani et
al., 2009; Borges et al., 2011). O meio JADS (Correia et al., 1995) também tem sido testado com
sucesso em alguns trabalhos de micropropagagédo com as espécies do género (Andrade et al.,
2006; Bravo et al., 2008), bem como o meio WPM (Brondani et al., 2012).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um protocolo para o
resgate de material adulto de arvores matrizes de Eucalyptus cloeziana, visando a sua utilizagao
para a conservacgao ex situ de germoplasma via micropropagagao.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 4 matrizes de E. cloeziana, com idade de 26 anos de uma
populacao base de progénies de 25 arvores (CSIRO 14425, Lat. 26°18’, Long. 152°18", Alt. 600 m
— Gympie — Queensland), cujas sementes foram coletadas em 1983 na Austrélia para o programa
da EMBRAPA - Banco de Conservagdo Genética.
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A selecéo das matrizes foi feita de acordo com o diametro a altura do peito (DAP), altura,
forma do fuste, formato da copa e auséncia de doengas. As arvores matrizes selecionadas
encontram-se plantadas na Estagdo Experimental de Ciéncias Florestais de Anhembi, Sdo Paulo
(ESALQ/USP).

O resgate no campo das arvores selecionadas de E. cloeziana foi realizado, conforme
relatado por Almeida et al. (2007), por meio da retirada de galhos situados na posicdo mais baixa
da copa, para minimizar os efeitos da idade ontogenética.

Os galhos podados foram seccionados em segmentos (megaestacas) de
aproximadamente 0,60 m de comprimento. Estas foram colocadas em condigbes de casa de
vegetagao, sob nebulizagdo, na posigdo vertical dentro de vasos de polipropileno (3L) preenchidos
com areia lavada para a indugéo de gemas epicérmicas.

O material utilizado como explante foram gemas epicormicas desenvolvidas nas
megaestacas. Antes da coleta das gemas, fez-se a aplicagdo do fungicida Orthocide 500° (Captan
50% como principio ativo) a 2,4 g L ™.

Gemas epicormicas, medindo entre 15 e 30 mm, foram coletadas retirando-se as folhas
do segundo né (quando existentes), e reduzindo pela metade as folhas apicais. Apds a coleta, os
explantes foram imersos em agua desionizada e transportados ao laboratério.

Inicialmente os explantes foram lavados em agua corrente durante vinte minutos com
duas gotas de Twenn 20, procedendo-se em seguida com lavagem em agua desionizada
autoclavada.

Na sequéncia os explantes foram colocados em solugédo do fungicida contendo 2,4 g Lt
de Orthocide®, por 15 minutos, ao final dos quais realizou-se trés lavagens em agua desionizada
autoclavada.

Em seguida, os explantes foram imersos em solugdo de &lcool (70%) durante 20
segundos, sendo depois, colocados em NaOCI 1% (v/v) Brilhante® por 5 minutos, adicionados de
trés gotas Tween 20. Ao final desse tratamento os explantes foram lavados em agua desionizada
autoclavada por quatro vezes.

Apos a desinfestagdo, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (10 x 2,5 cm)
contendo 10 mL de meio de cultura.

Foram utilizados os meios de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), WPM (Lloyd e
McCown, 1980) e JADS (Correia et al.,1995) (Tabela 1), adicionados de sacarose (30,0 mg.L'l) e
agar (4,5 mg.L'l). Os mesmos foram mantidos em camara de crescimento a 26+2°C e fotoperiodo
de 12 horas e irradiancia de 50+2 pmol m? s™, por 30 dias.

O numero de gemas formadas por explante, a porcentagem de contaminagdo fingica e
bacteriana foram avaliados ao fim de 30 dias de subcultivo.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial
(4x3), avaliando-se quatro clones e trés meios de cultura, contendo quatro repeticdes com seis
explantes cada uma das repeti¢oes.

Os dados foram analisados por meio das médias e desvio padréo das médias.
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Tabela 1

COMPOSIGAO BASICA DOS MEIOS DE CULTURA MS, WPM E JADS UTILIZADOS NO
ESTABELECIMENTO IN VITRO DOS QUATRO CLONES DE E. cloeziana.

Composicio Concentragdo (mg L™)

posi¢ MS™ WPM® JADSY
Macro e micronutrientes
NH4NO3 1650,0 400,0 320,0
KNO3 1900,0 - 809,0
CaCl, . 2H,0 440,0 96,0 -
Ca(NOg); . 4H,0 - 556,0 1118,0
KH,PO,4 170,0 170,0 408,0
K2S04 - 990,0 -
MgSO, . 7TH,O 370,0 370,0 739,5
MnSO, . 7H,0 16,9 16,9 16,9
CuSO;, . 5H,0 0,025 0,25 1,25
ZnS0, . 7TH,0 8,6 8,6 4,32
FeSO, . 7TH,0 27,8 27,8 55,6
Na,EDTA . 2 H,O 37,3 37,3 74,5
H3BOs 6,2 6,2 31
Na;MoO;, . 2H,0 0,25 0,25 0,15
CoCl, . 6H,0 0,025 - 0,25
Kl 0,83 - -
Vitaminas
Tiamina HCI 0,10 1,0 5,0
Piridoxina HCI 0,50 1,0 0,5
Acido Nicotinico 0,50 1,0 0,5
Pantotenato de Ca* - 1,0 2,4
Biotina - 0,01 -
Fonte de aminoacido
L-cisteina - - 5,0
Glicina 2,0 1,0 -
Fonte de carbono
Mio Inositol 100,0 100,0 100,0
Sacarose 30000,0 30000,0 30000,0

W Adaptado segundo Murashige e Skoog (1962)
@ Adaptado segundo Lloyd e McCown (1980)
@ Adaptado segundo Correia et al. (1995).

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que os genétipos de E. cloeziana tiveram respostas
bastante similares quanto as caracteristicas avaliadas no estabelecimento in vitro nos diferentes
meios de cultura.

Os valores médios da contaminagdo bacteriana foram menores no meio de cultura MS
para os quatro clones, com valores abaixo de 1,5% (Figura 1).

A contaminagdo por bactérias teve uma amplitude de variagédo de 0,75% (clone 5) a 2,0%
(clone 6), apresentando assim para todos os clones, independentemente do meio de cultura, baixo
percentual de contaminagéo.

Portanto, a contaminagao bacteriana néo representou um entrave para o estabelecimento
da cultura e para a emissdo de brotagbes axilares nos explantes, permitindo a seu
desenvolvimento mesmo nos explantes com manifestacéo bacteriana.
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Figura 1
MEDIAS DE EXPLANTES CONTAMINADOS POR BACTERIAS EM QUATRO CLONES DE E. cloeziana EM
TRES DIFERENTES MEIOS DE CULTURA (MS, WPM E JADS), AOS 25 DIAS APOS A INOCULAGAO.

A contaminagdo flingica ocorreu em menor proporcdo comparativamente a bacteriana
nao sendo constatada para os clones 5 e 13 (Figura 2). Os maiores percentuais de contaminagéo
fangica foram encontrados para o clone 6 no meio JADS (6%) e WPM (3,8%). O clone 15
apresentou também contaminag&o fungica no estabelecimento in vitro dos explantes nos meios de
cultura MS e WPM, porém com percentuais inferiores a 1,8%.
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Figura 2
MEQIAS DE EXPLANTES CONTAMINADOS COM FUNGOS EM QUATRO CLONES DE E. cloeziana EM
TRES DIFERENTES MEIOS DE CULTURA (MS, WPM E JADS), AOS. 25 DIAS APOS A INOCULAGAO

Em relagdo ao processo de inducdo de gemas axilares nos explantes, o nimero de
gemas obtidas foi semelhante entre os clones nos diferentes meios de cultura. Independentemente
do clone o nimero médio de gemas foi maior no meio de cultura MS (Figura 3).

As gemas obtidas nos meios de cultura MS e WPM apresentaram bom vigor vegetativo,
sendo aptas para serem transferidas para a fase de multiplicacdo in vitro. As gemas axilares
iniciaram seu desenvolvimento a partir do sétimo dia de cultivo in vitro, sendo observado na regido
axilar das folhas.
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Figura 3
NUMERO MEDIO DE GEMAS POR EXPLANTE DE QUATRO CLONES DE Eucalyptus cloeziana EM TRES
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA (MS, WPM E JADS), AOS. 25 DIAS APOS A INOCULAGAO.

DISCUSSAO

O presente estudo objetivou a determinagdo de uma metodologia de resgate e
estabelecimento in vitro de clones de E. cloeziana. Para tanto, os resultados demonstraram
sucesso no desenvolvimento de um eficiente protocolo de micropropagacdo clonal via proliferacao
de gemas axilares ndo apenas para a conservacdo de germoplasma destes gendtipos, mas
também para a sua multiplicagdo massal e posterior utilizagdo em programas de melhoramento
genético da espécie.

O protocolo de desinfestacdo dos explantes com NaOCI revelou-se eficiente para o
controle da contaminagdo flngica e bacteriana para os clones, com excecdo do clone 6, que
apresentou o maior percentual de contaminacdo fingica, porém, ndo suficiente para impedir o
estabelecimento e multiplicag&o in vitro. A contaminag&o fangica constitui em um dos principais
fatores responsaveis pela maior perda de material na fase de estabelecimento in vitro.

Por se tratar de material de proveniente do campo, o risco de ocorrer este tipo de
contaminagdo no estabelecimento in vitro aumenta-se consideravelmente. Dessa forma, a
aplicagdo de fungicida nas brotagdes epicérmicas ainda na casa de vegetagdo é recomendada
para minimizar esse fator.

Brondani et al. (2009) observaram alta contaminacdo por fungos (41,3%) no
estabelecimento in vitro de clones de Eucalyptus benthamii x E. dunnii. Da mesma forma, Almeida
et al. (2007) obtiveram alta contaminag&o por fungos (superior a 25%) no estabelecimento in vitro
de E. dunnii.

O processo de desinfestacdo e as condi¢gbes de cultivo in vitro tém papel preponderante
na contaminag&o bacteriana. Embora a contaminagdo tenha ocorrido de maneira reduzida, isso
ndo afetou o desenvolvimento das gemas epicérmicas in vitro, o que reforca o sucesso do
protocolo de estabelecimento in vitro de material adulto de E. cloeziana. Borges et al. (2011)
encontraram elevada contaminag&o bacteriana para clones hibridos de E. globulus, ndo afetando,
porém, a emissédo de brotacdes axilares.

No presente estudo, as respostas dos clones de E. cloeziana, em relagdo aos meios de
cultura foram bastante similares para as caracteristicas avaliadas. Sharma e Ramamurthy (2000),
estudando o estabelecimento in vitro de Eucalyptus tereticornis, também encontraram grandes
variagdes entre os gendtipos estudados.
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O numero de gemas induzidas por explante, no estabelecimento in vitro das brotagfes
epicormicas das arvores matrizes, variou de 1 a 6. As gemas epicérmicas induzidas na megaestaca
desenvolveram-se em aglomerados emergidos em pontos aleatorios, apresentando bom vigor
vegetativo. Todavia, ao longo do tempo de permanéncia na casa de vegetagdo, observou-se um
declinio nesse vigor, 0 que tornou necessaria a introdugao in vitro até no maximo 20 dias apés a
sua emisséo. Esse declinio possivelmente ocorreu em razdo da competicdo entre as gemas por
reservas.

Dentre os fatores determinantes para o sucesso da micropropagacao destaca-se 0 meio
nutritivo, sendo que diversas formulacdes tem sido empregadas, diferindo entre si, basicamente em
relacdo a concentragdo de sais. Ha uma especificidade dos materiais genéticos ao meio de cultura,
sendo que para cada espécie ha uma formulagao nutritiva ideal. A composi¢cdo do meio de cultura
tem papel fundamental na multiplicag&o in vitro, uma vez que deve-se levar em conta ndo apenas
os teores totais de nutrientes presentes no meio, mas o quanto destes sdo disponibilizados para
serem absorvidos pela microplanta.

O meio de cultura MS apresentou os melhores resultados constituindo-se na formulagéo
nutritiva mais apropriada para o resgate e o estabelecimento in vitro dos clones de E. cloeziana. O
que corrobora os resultados obtidos por Arya et al. (2009), que estabeleceram o meio MS como o
melhor para introducdo de material adulto de Eucalyptus camaldulensis Dehn x E. tereticornis Sm e
Eucalyptus torelliana F.V. Muell x E. citriodora Hook.

Desta forma, a micropropagacéo via proliferacdo de gemas axilares constituiu-se em um
método de clonagem com alta fidelidade e estabilidade genética, ao se empregar gemas pré-
formadas, diminuindo os riscos de variagdo somaclonal.

Portanto, a metodologia mostra-se como alternativa para a conservacgao e intercambio de
material genético in vitro de E. cloeziana, além de fornecer subsidios para o estabelecimento de
protocolos de conservacédo e melhoramento de outras espécies do género Eucalyptus com igual ou
maior valor genético.

CONCLUSAO

O meio de cultura MS apresentou os melhores resultados quanto ao nimero de gemas
induzidas e com baixos percentuais de contaminacao flngica e bacteriana, constituindo na melhor
formulag&o nutritiva para o resgate e o estabelecimento in vitro de E. cloeziana.
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