Cultivo in vitro de explantes removidos de plantas cultivadas a campo visando a
micropropagacao de Eucalyptus citriodora

In vitro culture of explants removed from field-cultivated plants for
micropropagation of Eucalyptus citriodora

Cultivo in vitro de explantes removidos de plantas cultivadas a campo para la
micropropagacion de Eucalyptus citriodora

Lorrayne Guimaraes Bavaresco
Mestranda em Agronomia

Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, Brasil
Igbavaresco@hotmail.com

Rafael Pasquali

Graduado em Agronomia

Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, Brasil
rafaelpasquali0O@hotmail.com

Antonio Fluminhan
Professor Doutor
fluminhan@hotmail.com



RESUMO

Eucalyptus citriodora apresenta diversas finalidades silviculturais e muitas vantagens em relagdo a adaptabilidade,
rapidez de crescimento, qualidade da madeira e extragdo de dleo essencial. Porém, sua multiplicagdo comercial no
Brasil ainda é limitada pela baixa disponibilidade de sementes e pelo dificil enraizamento em estacas e miniestacas
na produgdo clonal. O presente trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo experimental para o cultivo in
vitro, avaliando métodos para obtenc¢do e descontaminagao de explantes, emprego de diferentes meios de cultura e
de um composto antioxidante visando a micropropagacdo desta espécie. Foram utilizados como explantes
segmentos nodais com 1 a 2 cm, originados de rebrotas de plantas matrizes adultas mantidas a campo, submetidas
a tratamento fitossanitario periddico. Apds a limpeza e assepsia, os explantes foram cultivados em meios JADS,
WPM e MS, suplementados com acido ascdrbico, prolina, glutamina, acido aspartico e arginina. Foram avaliadas as
taxas de sobrevivéncia, contaminagdo fungica e bacteriana e grau de oxidagdo dos explantes. O tratamento de
descontaminagdo de plantas matrizes otimizou o protocolo de assepsia, sendo eficiente para a instalagdo das
culturas. Foi notada uma grande interagdo gendtipo x meio de cultura, que afetou o seu estabelecimento in vitro e
com reflexo na longevidade das culturas.

PALAVRAS-CHAVE: Silvicultura. Biotecnologia. Cultivo in vitro.

ABSTRACT

Eucalyptus citriodora has several silvicultural purposes and many advantages in relation to the adaptability, speed
of growth, quality of the wood and extraction of essential oil. However, its commercial multiplication in Brazil is still
limited by the low availability of seeds and by the difficult rooting of cuttings and minicuts in clonal production. The
present research aimed to establish an experimental protocol for in vitro culture, evaluating methods for obtaining
and decontaminating explants, using different culture media and an antioxidant compound for the
micropropagation of this species. Nodal segments with 1 to 2 cm originated from regrowths of adult matrices
maintained in the field, submitted to periodic phytosanitary treatment, were used as explants. After cleansing and
asepsis, the explants were cultured in JADS, WPM and MS media, supplemented with ascorbic acid, proline,
glutamine, aspartic acid and arginine. The survival rates, fungal and bacterial contamination and degree of oxidation
of the explants were evaluated. The decontamination treatment of matrix plants optimized the asepsis protocol,
being efficient for the installation of the cultures. A great interaction genotype x culture medium was observed,
which affected the in vitro establishment and reflected on the longevity of the cultures.

KEYWORDS: Forestry. Biotechnology. In vitro culture.

RESUMEN

Eucalyptus citriodora presenta diversas finalidades silvicolas y muchas ventajas en relaciéon a la adaptabilidad,
rapidez de crecimiento, calidad de la madera y extraccién de aceite esencial. Sin embargo, su multiplicacién
comercial en Brasil todavia esta limitada por la baja disponibilidad de semillas y por el dificil enraizamiento en
estacas y minizas en la produccidn clonal. El presente trabajo tuvo por objetivo establecer un protocolo
experimental para el cultivo in vitro, evaluando métodos para obtencion y descontaminacién de explantes, empleo
de diferentes medios de cultivo y de un compuesto antioxidante para la micropropagacién de esta especie. Se
utilizaron como explantes segmentos nodales de 1 a 2 cm, originados de rebrotes de plantas matrices adultas
mantenidas a campo, sometidas a tratamiento fitosanitario peridédico. Después de la limpieza y asepsia, los
explantes fueron cultivados en medios JADS, WPM y MS, suplementados con acido ascdrbico, prolina, glutamina,
4cido aspartico y arginina. Se evaluaron las tasas de supervivencia, contaminacion fungica y bacteriana y grado de
oxidacién de los explantes. El tratamiento de descontaminacion de plantas matrices optimizé el protocolo de
asepsia, siendo eficiente para la instalacién de los cultivos. Se notd una gran interaccidon genotipo x medio de
cultivo, que afectd su establecimiento in vitro y con reflejo en la longevidad de las culturas.

PALAVRAS-CLAVE: Silvicultura. Biotecnologia. Cultivo in vitro.



INTRODUCAO

O género Eucalyptus engloba o maior nimero de espécies florestais conhecidas, sendo
atualmente de grande importancia econémica, devido ao fato de apresentar inumeras
caracteristicas vantajosas, tais como: rapido crescimento, grande variedade de espécies,
adaptabilidade a diversas condi¢des edafoclimaticas e alto potencial para a producdo de
madeira e derivados (ABRAF, 2013).

A espécie de Eucalyptus citriodora ocorre nas regidoes norte e central da provincia de
Queensland na Austrdlia, em altitudes varidveis, de clima quente Umido ou sub umido,
tolerando varios tipos de solo, preferindo solos bem drenados, resistindo a geadas leves e
apresentando boa resisténcia a deficiéncia hidrica. Esta espécie ocorre principalmente em
florestas abertas ou matas em formacdo (BOLAND et al, 1984).

A planta apresenta tronco ereto com casca lisa e decidua, cinza, branca ou résea, com porte
entre 15 a 30m de altura (LORENZI et al., 2003). Segundo Pereira et al. (2000) a madeira possui
alta densidade, variando de 0,73 g/cm3 a 0,99 g/cm3 e é amplamente cultivada em
florestamento para producdo de madeira (construcdo, caixotaria, postes, mourdes, dormentes,
lenha e carvao). Em adicdo, as suas folhas sdo muito utilizadas para a producdo de dleos
essenciais para industria de perfumaria e desinfetantes, em funcdo da sua producdo de éleo
citronela entre 1,60 a 1,65% (VITTI; BRITO, 1999; BOLAND et al, 1984).

O cultivo do E. citriodora tem sido ampliado no Brasil, ano apds ano, pelas suas caracteristicas
de rapido crescimento e adaptacdo edafoclimaticas, além das caracteristicas silviculturas,
qualidade de sua madeira e dleo essencial (MORAIS et al, 2010). Pelas caracteristicas de alta
adaptacdo a diferentes regides do Brasil e atividades agregadas a esta espécie, pode-se afirmar
que ha uma grande possibilidade de selecdo de populacGes geneticamente superiores e
resistentes a geadas e seca, e que poderiam ser submetidos a micropropagagdo para
multiplicacdo destes materiais (FERREIRA; SANTOS, 1997). Por se tratar de uma planta de uso
multiplo e de importancia comercial, se torna promissora a propagacao in vitro e manipulagdo
genética desta espécie.

Devido a limitacdes referentes a obtencdo de mudas homogéneas e a dificuldade de
enraizamento por meio de estaquia convencional, torna-se apropriada a utilizagdo de técnicas
de micropropagacao para a producdo massal desta espécie. A micropropagac¢do, ou propagacao
vegetativa in vitro, consiste na reproducdo de plantas idénticas a planta made pelo cultivo
asséptico de partes das plantas em condi¢gdes controladas de nutricdo, umidade, luz e
temperatura (QUISEN; ANGELO, 2008; MALYSZ et al., 2011; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
A crescente busca pelo melhoramento genético e selecdo de gendtipos superiores de espécies
lenhosas permitiu a difusdo de técnicas de biotecnologia voltadas a propagacao in vitro, em
especial a clonagem vegetativa. Bonga; Von Aderkas (1992) ressatam que, entre as técnicas de
cultivo in vitro, a micropropagacdo se destaca entre aquelas de maior interesse cientifico e
econdmico, pois possibilita alto indice de multiplicagdo em escala, reproducdo de plantas
idénticas a planta mae, propagacao de material livre de patdgenos e virus, multiplicacdo de
espécies de dificil propagacdo vegetativa in vivo e exigindo espaco reduzido para a



multiplicacdo de mudas. Conforme Ferreira; Santos (1997) esta técnica permite a obtencdo de
populacdes de individuos com estabilidade genética, maior produtividade e resisténcia, e a
rapida multiplicacdo de gendtipos com caracteristicas econdmicas favoraveis. Aliada a estas
aplicacdes, Bonga e Von Aderkas (1992) citaram também a possibilidade da criopreservagao de
tecidos por longos periodos, a remoc¢do de patdgenos de propdgulos e o maior controle das
condi¢Ges ambientais durante a multiplicagcdao das mudas.

As técnicas de propagacgao in vitro tém sido largamente difundidas e aplicadas na area florestal
possibilitando a manutencdo do gendtipo e do fendtipo das variedades selecionadas,
oferecendo propagacdo comercial de plantas geneticamente idénticas e fisiologicamente
uniformes, possibilitando a obtencdo de grande numero de individuos, maiores indices de
enraizamento, com excelente estado fitossanitario, a partir de poucas matrizes, em curto
espaco de tempo e em reduzida drea de laboratério (BONGA; VON ADERKAS, 1992). Pode
também auxiliar em programas de melhoramento, possibilitando a antecipacdo em décadas
dos resultados finais e regeneracdo de plantas com dificuldade de reproducdo natural (PAIVA;
GOMES, 1995; XAVIER et al., 2007).

No entanto, uma das grandes limitacdoes da micropropagacdao é o alto investimento em
instalagdes e manutencdo de um laboratdrio, resultando em um aumento de custo de
producdo das mudas e também, a necessidade de desenvolvimento de protocolos especificos
para diferentes espécies ou grupos de clones, bem como a recalcitrancia de espécies lenhosas a
propagacao in vitro e os riscos de contaminacdo das culturas por microrganismos e oxidagoes
dos explantes, dificultam sua multiplicacdo em larga escala (XAVIER et al., 2009; DUTRA et al.
2009; CORDEIRO, 2013). Efetivamente, um dos maiores entraves no estabelecimento in vitro de
espécies lenhosas esta a dificuldade de se obter tecidos livres de contaminag¢des provocadas
por fungos e bactérias e a frequente ocorréncia de oxidagGes provocadas por compostos
fendlicos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para Cordeiro (2013) o gasto na execucdo desta técnica é altamente compensatério quando
empregados em plantas com alto valor agregado e com grande demanda de mercado, como é
o caso do eucalipto, justificando assim, os estudos para aperfei¢coar a micropropagac¢ao em
beneficio de necessidades especificas e comerciais.

De acordo com Dutra et al. (2009) o eucalipto é o género florestal que mais possui estudos
referente a micropropagacao, sendo aquele o primeiro relato de sucesso com o cultivo in vitro
em regeneracdo de plantulas em espécie de Eucalyptus citriodora. A alta taxa de multiplicacdo
proporcionada pela micropropagacao possibilita a clonagem de hibridos e gendtipos
selecionados de Eucalyptus de alto valor e de dificil enraizamento (BRONDANI et al., 2009).

As etapas da micropropagacdao seguem um procedimento padrdao, no qual os explantes
oriundos de material vegetal sdo selecionados e coletados no campo ou em cultivo protegido,
desinfestados, esterilizados e utilizados para inoculagdo em meios de cultura. Diversos tipos de
explantes podem ser utilizados para iniciar a propagacao in vitro. Assim, a selecao dos
explantes deve ser realizada, preferencialmente, a partir de brotagdes fisiologicamente ativas
em estadio primario de crescimento (OLIVEIRA et al., 2013).

Em espécies lenhosas, existe um gradiente de juvenilidade em dire¢do a base da arvore,



podendo este variar entre as espécies (WENDLING 2002). A maior juvenilidade da regido basal
das plantas se deve ao fato de que os meristemas mais proximos da base formaram-se em
épocas mais proximas a germinacdo que o das regides terminais (HARTMANN et al., 1997).
Para isso o emprego do procedimento de rejuvenescimento através de decepa de arvores
adultas doadoras tem se mostrado eficiente para a indugdo de caracteristicas juvenis (OLIVEIRA
etal. 2013).

OBIJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral estabelecer um protocolo experimental para o
cultivo in vitro de Eucalyptus citriodora, avaliando métodos de descontaminacdo de explantes,
a utilizacdo de diferentes meios de cultura para a micropropagacdo desta espécie.

Foram avaliados também a eficiéncia de utilizacdo de segmentos nodais dos meristemas
apicais como explantes, os quais foram oriundos da decepa de plantas matrizes adultas
mantidas a campo.

Foram testados os meios de cultivo JADS, WPM e MS, e avaliados os efeitos da adicdo de
antioxidante e aminodcidos nos mesmos, para verificar qual a combinacdo mais adequada
entre as composicdes dos meios para o estabelecimento in vitro da espécie.

MATERIAL E METODOS
Material biolégico

Os explantes utilizados foram coletados em area de povoamento comercial da decepa de
plantas matrizes de Eucalyptus citriodora localizada no municipio de Alvares Machado-SP.
Essas plantas foram originadas a partir de plantio por sementes, possuindo cerca de 20 anos
de idade, e sendo a madeira destinada para construcdes rurais (curral, mourdes, tabuas). Para
a obtenc¢do das matrizes, foram escolhidas 5 arvores de altura média ao redor de 20 m e DAP
(diametro a altura do peito) médio de 47 cm, com copas bem formadas a que ndo
apresentavam sintomas de deficiéncia nutricional ou ocorréncia de ataque de pragas e
doengas.

As plantas escolhidas foram cortadas, deixando-se uma cepa de cerca de 25 cm de altura. Com
o inicio das brotacGes, foram realizados tratamentos preventivos com fungicidas Recop®
(Oxicloreto de cobre) a 2 g.L™}(p.c) e Cercobin® 700 WG (Tiofanato-Metilico) a 1g.L™ (p.c) a cada
15 dias.

Apds 90 dias do corte das plantas, as brota¢des jovens com aproximadamente 60 cm de
comprimento total tiveram as suas extremidades, com dimensdo de aproximadamente 12 cm,
coletadas. As coletas ocorreram nas primeiras horas da manha, sendo acondicionadas em
frasco pldstico contendo agua, colocados em isopor com gelo, e transportados até o
Laboratério localizado em Presidente Prudente-SP, acarretando um tempo de transporte de
aproximadamente 30 minutos.



Protocolo de descontaminac¢ao de explantes

Em laboratério, as brotacdes foram pré-lavadas em dgua de osmose reversa para remocao de
impurezas. Apds esta limpeza inicial, foram removidas cuidadosamente as folhas e seccionados
os explantes contendo um par de gemas axilares com aproximadamente 1 a 2 cm de
comprimento (Figura 1- A e B).

FIGURA 1 - Obtencdo de explantes para iniciacdo da micropropagacao in vitro de Eucalyptus
citriodora: (A) Remocdo das folhas das brotacdes, (B) Segmento nodal com comprimento
aproximado de 1a2cm.

Fonte: Os autores

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, a desinfestacdo superficial dos explantes foi
realizada com a imersdo em solucdo de hipoclorito de sddio a 0,4% durante 20 minutos,
enxaguados por duas vezes com agua (deionizada e autoclavada). Em seguida os explantes
foram submetidos a solugdo de alcool 70% por 30 segundos e enxaguados novamente por
duas vezes com agua deionizada e autoclavada (Figura 2 A) (para detalhes, veja: GRATTAPA-
GLIA; MACHADO, 1998; MALYSZ et al., 2011; NAVROSKI, 2011).

Composigcoes dos Meios de Cultura

Apds a etapa da desinfestacdo, os explantes de E. citriodora foram inoculados em frascos de
vidro transparente, contendo 40 mL dos tratamentos sendo (T1) controle experimental com
meios basicos de cultura JADS (CORREIA et al. 1995), WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981) e MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Tabela 1), isentos de reguladores de crescimento e contendo
agar geleificante na concentracdo de 9 g.L™, e (T2) idéntica composicdo aos anteriores, mas
suplementados com composto antioxidante - acido ascérbico (176 mg.L™) e os aminoacidos:
prolina (115 mg. mg.L), glutamina (146 mg.L™), 4cido aspartico (133 mg.L'™") e arginina (174
mg.L™), tal como descrito por Melo et al. (2014).



FIGURA 2 - Processo de desinfestacdo superficial dos explantes em cadmara de fluxo laminar:
(A) Aspecto geral dos materiais utilizados durante a desinfestagdo dos explantes. (B) Frasco
contendo quatro explantes de segmentos nodais inoculado em meio de cultura.
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Fonte: Os autores

A inoculagdo dos explantes em meios de cultura também foi realizada em camara de fluxo
laminar, sendo tomado o devido cuidado durante o manuseio dos materiais biolégicos e
vidrarias, com o emprego de mascaras, luvas, pingas e solucao de etanol a 70% para assepsia
da bancada, de modo a prevenir a ocorréncia de contaminag¢des. O pH dos meios de cultura foi
ajustado para 6,3 utilizando-se KOH 1N, antes do acréscimo do agar, e a sua esterilizagao foi
realizada por meio de autoclavagem a temperatura de 1212C ou 1 atm, e sob pressdo de 1,05
kg.cm™ por 30 minutos.

Delineamento Experimental, Parametros Avaliados e Analises Estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3 x 2, sendo
trés meios bdasicos de cultura (JASD, WPM e MS) e dois tratamentos, onde T1 refere-se ao
controle experimental consistindo dos meios de cultura originais e T2 aos meios de cultura
suplementados, com quinze repeticdes por tratamento, constituido por frascos contendo
quatro explantes de segmentos nodais cada um (Figura 2B).

Aos 30 dias de cultivo apds a inoculagcdo, por meio de analise visual, foi avaliada a ocorréncia
de contaminagdo fungica ou bacteriana e, aos 60 dias de cultivo, a taxa de sobrevivéncia dos
explantes e a ocorréncia de oxidagdo. Esses parametros foram utilizados para o célculo do
percentual de estabelecimento in vitro das culturas, necessdrio para o posterior
desenvolvimento dos primérdios foliares nos explantes, com a emissao de folhas ou brotos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias dos tratamentos
foram analisadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, todas elas por meio de
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). Como medida de dispersdo dos dados, foram
calculados os coeficientes de variagdo (C.V.%) para cada caracteristica avaliada.



TABELA 1- Composi¢do e descri¢do das concentragdes de cada elemento utilizado nos meios
de cultura JADS, WPM e MS.

Componentes Peso Molecular JADS WPM MS
Macronutrientes g. L* mg. L? mg. L? mg. L*
NH4NO3 80,04 320 400 1650
KNO3 101,11 809 1900
CaCl,.2H,0 147,02 96 440
Ca (NO5)2.4H,0 236,15 1181 556
KH,PO, 136,09 408 170 170
K,SO, 174,26 990
MgS0,.7H,0 246,48 739,5 370 370

Micronutrientes

Na, EDTA .2H,0 372,24 74,5 37,3 37,3
FeS0,.7H,0 278,02 55,6 27,8 27,8
MnS0O,.H,0 169,01 16,9 16,9 16,9
ZnS0,.7H,0 287,54 4,32 8,6 8,6
H3BO, 61,83 3,1 6,2 6,2

KI 165,99 0,83
CuS0,.5H,0 249,68 1,25 0,25 0,025
Na,Mo00,.2H,0 241,95 0,15 0,25 0,25
CoCl,.6H,0 237,93 0,25 0,025
Vitaminas

Tiamina HCl 337,3 5 1 0,1
Piridoxina HCI 205,6 0,5 1 0,5
Acido Nicotinico 123,11 0,5 1 0,5
Pantotenato Ca”" 476,54 2,4 1

Biotina 244,3 0,01

Aminoacidos

Cisteina 121,16 5 .
Glicina 75,07 1 2

Outros componentes

Mio-inositol 180,16 100 100 100
Sacarose 342,3 30.000 30.000 30.000
Fonte: JADS adaptado segundo (CORREIA et al. 1995), WPM adaptado segundo (LLOYD; MCCOWN, 1981) e MS
adaptado segundo (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com os procedimentos para descontaminacdo de segmentos nodais de
plantas de E. citriodora cultivadas a campo, utilizados como explantes para o cultivo in vitro
foram satisfatérios, atingindo percentuais considerados baixos de contaminagdo flngica e por
bactérias endofiticas.



Em relacdo a contaminacdo fungica, os dados apresentados na Tabela 2 mostram que houve
variagdo significativa ao nivel de 5% de probabilidade entre os diferentes meios de cultura
avaliados. Foram observadas menores taxas de contaminagdo para os meios JADS T1 e MS T1,
gue em média, apresentaram efeitos aproximados, sendo os melhores resultados observados
para o meio JADS (T1), atingindo assepsia de cerca de 55% dos explantes. Dados semelhantes
foram obtidos por Malysz et al. (2011) que, ao avaliarem métodos de desinfestacdo em E.
dunnii, constataram indice de assepsia de 80,2% em tratamento de matrizes a campo com
bactericida agrimicina + fungicida captan, seguido de assepsia dos explantes com alcool 70%
mais 20 minutos em hipoclorito de sédio (0,5%). Rassalta-se que os resultados obtidos pelos
mesmos autores, foram superiores a 95,8% de contaminac¢do quando excluido o tratamento
anti-fingico a campo.

TABELA 2 - Médias de ocorréncia de contaminagdo fungica (%), contaminagao bacteriana (%),
oxidagdo apods 60 dias de cultivo in vitro (%) e viabilidade de explantes (%) de Eucalyptus
citriodora analisados pelo teste de Tukey para os meios de cultura JADS, MS e WPM - (T1)
composicdes originais e (T2) - com adicdo de acido ascdrbico e os aminodcidos: prolina,
glutamina, acido aspartico e arginina.

Contaminagdo  Contaminacdo  Oxidacdo Apds Viabilidade dos

PV Fungica (%) Bacteriana (%) 60 dias (%) Explantes (%)
Tratamentos Médias Médias Médias Médias
JADST1 44,94 a 37,52a 67,22 ab 27,25 a
JADS T2 67,22 ab 40,60 a 59,79 a 29,23 a
MS T1 52,37 a 44,94 a 74,64 b 19,39b
MS T2 59,79 ab 44,94 a 67,22 ab 23,97 ab
WPM T1 74,64 b 37,52 a 87,02 b 9,34c
WPM T2 87,02b 30,10a 74,64 b 18,71b
Média Geral 62,93 40,60 71,76 21,31
C.V. (%) 43,44 27,77 22,33 31,18

Médias seguidas por letras minusculas iguais ndo apresentam diferencgas entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para Heimann et al. (2008) a maior dificuldade no estabelecimento in vitro de explantes de
eucalipto reside em obterem-se individuos sadios. Assim como no presente trabalho, os
autores observaram em estabelecimento in vitro de apices caulinares de clone E. dunnii, taxas
superiores de contaminacdo por fungos em meio de cultura WPM, desinfestados com
hipoclorito de sddio a 2 % durante 5 min.



A importancia do tratamento fitossanitdrio preventivo realizado em plantas matrizes a campo
com utilizacdo periddica de fungicidas de acdo por contato e sistémica, tem for objetivo
manter os agentes contaminantes exdgenos e endofiticos a niveis baixos, para otimiza¢do da
etapa seguinte de desinfestacdo em laboratdrio, promovendo assim melhor assepsia dos
explantes. Este fato é corroborado por Brondani et al. (2009) que, no estabelecimento de
segmentos nodais de E. benthamii x E. dunnii, a partir de minicepas cultivadas em sistema
semi-hidropoénico, realizando aplicacdo de fungicida Kumulus DF® (enxofre como principio
ativo) a 3 g.L-1 (p/v), constataram o percentual médio de 41,33% de contaminagdo fungica. Os
autores atribuiram este resultado ao tratamento fungicida de plantas matrizes, visto que, as
diferentes concentracbes de cloro ativo testados nao diferiram para descontaminacdo dos
explantes.

Analisando a descontaminagdo de segmentos nodais de Eucalyptus por outros autores, em
situacbes em que ndo ocorreram a realizacdo de tratamento com antibidticos das plantas
matrizes, nota-se maiores taxas de contaminacdo dos explantes. Hansel et al. (2005) em
estabelecimento com explantes de E. benthamii originados de decepa de plantas matrizes de
17 anos de idade cultivadas a campo, obtiveram 95% de contaminacdo por fungos e bactérias,
ao realizarem somente a desinfestacdo em laboratério, com imersdao de segmentos nodais em
alcool 70% (1 min) e NaOCl, 2% (10min). Joshi et al. (2003), ao trabalharem com segmentos
nodais coletados de arvores de E. tereticornis x E. grandis de 30 anos de idade, obteve 50% de
segmentos nodais ndao contaminados quando expostos durante 20 min na concentragcao de
30% (v/v) de NaOCl,.

Além do tratamento realizado a campo, a retirada das brotagdes apds 90 dias do corte da
planta matriz, permitiu a auséncia de tricomas foliares nos explantes, proporcionando a
intensificacdo do efeito exercido pelos agentes utilizados na descontaminac¢do para diminuicdo
de microrganismos presentes em toda a superficie da epiderme dos explantes. Almeida (2012)
observou atingir 90 a 93% de contaminagdo fungica e/ ou bacteriana em explantes de E.
citriodora provenientes de mini jardim clonal, sendo esta alta taxa de contaminacdo atribuida
a presenca de tricomas foliares que dificultaram a descontaminagdo dos explantes.

Niveis inferiores de contaminacdo foram obtidos por Pinedo et al. (1990), em segmentos
nodais de plantas novas de E. citriodora cultivadas em casa de vegetag¢do, observando
eficiéncia no controle da contaminagdo ao mergulhar os explantes em fungicida Benlate®
(Carbamato) 0,5 g.L™* por 5 minutos antes da descontaminagio dos expantes por hipoclorito de
sodio. Este método pode ser associado ao protocolo de desinfestagdo para plantas
provenientes de matrizes a campo, visando aumentar o percentual de assepsia dos explantes.
O protocolo de descontaminagdo empregado também se mostrou eficaz no controle da
contaminagado bacteriana endofitica para todos os tratamentos, onde verificou-se auséncia de
efeito de meios de cultura na ocorréncia da mesma. Entretanto, a analise de médias mostrou
que os Meios MS apresentaram valores de contaminacdo bacteriana endofitica
numericamente superiores aos demais meios de cultura (Tabela 2). Este fato pode ser
atribuido a composicao deste meio, considerando que as concentragdes de nutrientes sdo as

10



mais elevadas em comparagao aos meios JADS e WPM, permitindo o crescimento acelerado
destes microrganismos no meio de cultura (YAMAZAKI et al., 1995).

Infelizmente, a sobrevivéncia e o estabelecimento dos explantes foi bastante prejudicada
devido a oxidacdo dos explantes, como apresentado na Tabela 2. A alta percentagem de
oxidacdo pode estar relacionada a concentragdo intrinseca de compostos fenélicos nos tecidos
de E. citriodora, o que eleva a tendéncia de oxidacdo dos tecidos. Este fato foi observado
através da constatacdo da liberacdo de uma exsudacao de coloracdo escura pelos explantes
poucos dias depois de sua inoculacdo nos meios de cultivo. Foi notado que os explantes
tenderam a escurecer e o meio de cultura passou a apresentar uma coloragdo marrom, sendo
este processo intensificado ao longo do cultivo in vitro (Figura 3).

FIGURA 3 - Processo de oxidacdo dos explantes de Eucalyptus citriodora durante o cultivo in
vitro: (A) Liberacdo de exsudado pela base do explante cerca de 30 dias apds a inoculagdo. (B)
Escurecimento das extremidades dos explantes cerca de 60 dias apds a inoculagado.

Fonte: Os autores

Erig e Schuch (2003) observaram este mesmo processo de oxidagdo no estabelecimento in
vitro de segmentos nodais de macieira (Malus domestica BORKH.). Segundo os autores, os
tecidos recém excisados de espécies lenhosas tendem a secretar elevadas proporcbes de
substancias fendlicas e taninos no meio de cultura, em resposta ao ferimento sofrido. Essas
substancias podem modificar a composicdo do meio de cultivo e a absor¢cdo de metabdlitos,
gerando a oxidacdo dos explantes durante o cultivo in vitro (ANDRADE et al., 2000).

Pode-se inferir que a planta-matriz possui grande influéncia no posterior comportamento das
culturas in vitro, onde a oxidacdo fendlica é altamente dependente do gendtipo, da fase de
desenvolvimento da planta e da estacdo do ano em que os explantes sdo coletados (WERNER
et al., 2009). Normalmente, a variabilidade genética influencia o comportamento e adaptacdo
ao cultivo in vitro, apresentando comportamento independente e tornando necessarios
ajustes na composi¢cdo dos meios de cultura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Tais fatores
podem ter sido determinantes na ocorréncia da oxidagdo dos explantes observada no presente
trabalho, e que as plantas matrizes utilizadas ndo se mostraram totalmente adaptadas as
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condicdes de cultivo testadas, sendo detectada uma significativa interacao entre os gendtipos
e o ambiente in vitro. Foi notado que os melhores resultados em relacdo a viabilidade das
culturas foram alcangados pelos explantes cultivados em meio JADS T2, JADS T1 e MS T2, o
gue sugere um efeito benéfico da suplementacdao com composto antioxidante e aminodcidos
avaliados nesta pesquisa. Notou-se também que todos os outros meios de cultura em que
houve a adicdo destas substancias apresentaram resultados superiores as composi¢oes
originais dos mesmos (Tabela 2).

Navroski (2011) observou esta tendéncia durante o estabelecimento in vitro de segmentos
nodais de matrizes a campo de Eucalyptus dunnii, onde a influéncia dos gendtipos testados
foram fatores limitantes no sucesso da propagacdo in vitro, devido a alta especificidade das
espécies e clones, quanto ao meio nutritivo e as condi¢ées ambientais controladas por fatores
genéticos. Logo, ao se trabalhar com novos gendtipos se faz necessdrio avaliar a resposta
desses materiais ao cultivo in vitro e posteriormente, fazer ajustes necessdrios para otimizar o
processo de micropropagacao (GAHAN; GEORGE, 2011).

Analisando-se os resultados obtidos com a adicdo do acido ascdrbico e aminoacidos em
relacdo a diminuicdo de oxidacdo dos explantes, embora a eficiéncia tenha sido relativa, foi
detectada uma interacdo com os diferentes meios de cultura, sendo obtidos valores mais
favoraveis com o meio JADS e inferiores com o meio WPM (Tabela 2). Desta forma, ndo pode
ser descartada a eficiéncia destes componentes, sendo necessarios novos estudos, com
diferentes concentragbes. As mesmas substancias poderiam ser adicionadas em outras etapas
do processo, tais como no acondicionamento do material vegetal no momento de coleta e
transporte, além da adigdo em concentragdes mais elevadas nos meios nutritivos, visando a
reducdo da oxidacdo fendlica (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Pasqual et al. (1997) ressaltam a utilizacdo de antioxidantes em meio de cultura citando o
emprego de acido ascérbico, acido citrico, carvao ativado, polivinilpirrolidona (PVP), cisteina,
rosmanol e ditiotreitol com o propdsito de evitar satisfatoriamente o processo de
escurecimento dos explantes durante o cultivo in vitro. Em estudos realizados em
micropropagacdo de espécies mais lignificadas, a redugdo da oxidacao foi alcangada com
acréscimos de 1000 mg. L™ de &cido ascérbico (GONCALVES et al., 2013), mostrando a sua
eficiéncia quando utilizado em concentra¢ées adequadas para a espécie estudada. Navroski
(2011) em micropropagacao de E. dunnii, utilizou acido ascérbico a 1% (p/v) nos frascos com
solucdo contendo as brotacdes durante o transporte do campo até o laboratério pra efeito de
minimizar o efeito de oxidagdo fendlica.

CONCLUSAO

Os tratamentos empregados neste relato mostraram-se eficientes na promog¢do de uma
assepsia adequada para segmentos nodais de Eucalyptus citriodora visando a sua utilizacdo
como explantes para o cultivo in vitro. O protocolo estabelecido envolveu o uso de fungicidas
de contato e agdo sistémica em plantas matrizes a campo, em conjunto com a desinfestagao
em laboratdrio momentos antes da inoculagdo dos explantes em meios de cultura.
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Foi observado que a oxidacdo dos explantes foi o fator determinante para o estabelecimento
de cultivo in vitro de Eucalyptus citriodora, sendo possivel avaliar a existéncia de interacao
entre os meios avaliados e a viabilidade das culturas.

Embora a presenca do composto antioxidante e aminodcidos avaliados nesta pesquisa tenha
possibilitado a deteccdo de reducao na oxidacdo dos explantes durante os primeiros 60 dias de
cultivo in vitro, ainda assim se faz necessaria a realizagdo de novos testes em relagdo as
concentracdes mais adequadas para o estabelecimento das culturas. Além disso, o emprego
essas substancias devem ser avaliadas em outras etapas do processo, tais como durante a
coleta das brotagées no campo e durante o transporte das mesmas até o laboratério, para
uma completa avaliacdo dos seus efeitos sobre a inibicdo da liberacdo de exsudados provocada
pela injuria do corte realizado nas brotagdes.
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