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introducéo

Com o crescimento da demanga por produtos de origam
florestal, tem-se uma maior procura por florestas
plantadas. Dentre as espécies exdticas, as do génsro
Eucalyptus esto difundidas por mals de BB palses,
demonstrando ssu potencial como matériz-prima de
produtos florestais como celulose & madeira (KHUSPE et
al., 1987). Entretanto, nem todas as espécies de
Eucalypius adaptam-se a climas com baixas
temperaturas. Entre as que mostram tolerdncia ao frio,
como Fucalyptus macarthurii, £, smithii e E. benthamii,
este Gltimo tem mostrado excelente potencial em plantios
experimentais realizados pela Embrapa Florestas,
Colombo, PH, principalmente devido ao ssu rapido
crescimento (PALUDZYSZYN FILHO, 2003}

Entre as vantagens da adocdoc da propagacéo vegetativa
como método de producdo de mudas de sspécies
florestais, Hartmann et al. {1887) citam a fixagéo de
gendtipos selecionados, uniformidade de propagagéo,
facilidade de propagac&o, antecipacdo do periode de
Horescimento, combinac8o de mais de um gendtipo numa

planta matriz @ maior controle das fases de
desenvolvimento. A propagacdo vegetativa é vista como
de vital importéncia para programas de melhoramento
gengtico. Entretanto, as téonicas convencionais de
propagacidc vegetativa, como a estaguia ¢ a miniestaguia,
nem sempre permitem o rejuvengscimeanto necessario
para a recuperacao de material adulto, no gual as suas
potencialidades (3 estéo reconhecidas. Desse modo, a
propagacac clonal por meic da cultura de tecidos tem o
potencial necessério para promaver ¢ rejuvenescimento e,
conseglientemente, o resgate vegetativo de individuos
adultos selecionados (LE ROUX & VAN STADEN, 1881},

Um dos obstdcuios da micropropagacéo na recuperacio
de plantas adultas € o estabelecimenic doe material, Os
principais problemas com os explantes, na fase de
estabelecimento, sdo 8 oxidacas e a2 contaminagéo por
fungos e/ou bactérias. Os propagulos vegetais
comumente utilizados para a introducéo /n vitro sdo
provenientes de mudas formadas por enxertia ou
estaguia, na eventual busca de menores taxas de
contaminacac. Os sxplantes normalmente utilizados séo
os segmentos nodais que se constituem de uma porgdo
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da brotacdo, abaixo do dpice, contendo uma gama com
aproximadamente 1 om de comprimento de entrend
{(Figura 1), Os segmentos nodals de Fucalypius
recuperados em campo apresentarm grande taxa de
contaminacio na fase de estabelecimento, ocasionando,
as vezes, a perda total do material introduzido. A
utilizacdo de métodos severos de desinfestaciio, como ¢
tratamento com hipoclorite de céleio saturado
[Ca(ClIC}, | por 75 min., seguido de quatro horas de luz
ultravioleta, reduzem & contaminacio, mas podem
inviabilizar a regeneracio de novas brotactes (HOLDEN &
PATON, 1881,

Sendo a fase de estabelecimento do explante uma das
etapas preponderantes para a proliferacio e produgdo de
mudas i1 vizro, tem-se como altermnativa de fonte de
explante, o dpice caulinar, gque é menos suscetivel 3
contaminagdo, mesmo guando os explantes sdo
recuperados de matrizes estabelecidas em campeo. Este
consiste do meristema apical com primdrdios foliares
subjacentes gue, em algumas situacdes, inclui as folhas
amergentes {TORRBES et al., 1898) (Figura 1 ¢ 3H). A
estrutura fisica, na qual o dpice caulinar esta protegide
por folhas emergentes, dificulta a contaminacio por
agentes como fungos e bactérias, que sdo diticeis de
serem eliminados por tratamentos desinfestantes, Desse

maodo, a desinfestagio do material ndo precisa ser severa,

viabilizando o explante para a proliferacdo e producéo de
mudas,

Esse trabalho tem por objetives demonstrar a viabilidade
do sistema de estabelecimento de apices caulinares,
frente ac uso dos tradicionais segmentos nodais, no
resgate de matrizes adultas de £ benthamyi dirgtamente
do campe e ilustrar os passos do procedimento para a
introducdo i witro dos apices caulinares,

Metodologia

O delineamento experimental utilizado fol inteiramenis ao
acaso com dez repeticdes, tendo dez explanias por
repeticac.

Os explantes foram retirados de brotacdses originarias de
decepa de plantas matrizes de £ benthamil, com 17 anos
de idade, localizadas no campo experimental da Embrans
Filorestas, Colombo, PR, No laboratdrio, os explantes
foram desinfestadoes da seguinte manesira: imerséo em
Aleont 70% {1 min) e NaCi0 2% {10 min} para o
segmento nodal e NaClO 2% (5 min! para o dpice
caulinar. Posteriormente, ambos foram enxaguados com
agua autociavada trés vezes, 8 introduzidos em meio de
cultura WPM (McCOWN & LLOYD, 1881) acrescido ds

Apices Caulinares como Alwernativas parg o Resgate de Matrizes Adultes de Eucalvprus benthami Diretsmente do Campo - Resultados Prefiminares

50 mg L7 de polivinilpirrolidona (PVP 40000); 0,05 umot
U de dcido-T-naftaleno acdtico {ANAY & 0,8 pmol L7 de
&-benzil-aminopuring (BAP) {Tabela 1},

Tabela 1. Composicéo do melo de cultura WPM utilizado
no estabelecimento e na fase de proliferacéo dos épices
caulinares de E. benthamil.

Compestos WRPM fmg L)
NHNO2 400
Calla. 2H20 96
CalNGaje, 4H20 5E6
K250 a80
KH2POx 170
HaBO: 6.2
NasMio(Qu. 2H:0 .25
MinS0a. HO 22,3
MgSOs. 7H0 370
CuS04. 6H0 5,25
Zn804. 7H0 8,6
NazEDTA . 2H:0 37,8
FeS0a, 7H20 27.8
Tiamina HTE 1,0
Glicina 2.0
Acido nicotinico 0,8
Piridoxina. HCl 0.5
Mio-inosite!l 100
Sacarose 20000
Agar 7000
PVP 46000 50

Acido-1-nafialenc acético ANA) 0,08 umol L
0,80 pmol L7

pH 5.8

G-henzil-aminopuring 1BAP)

Resultados e discusséo

Aos 30 dias de cultive, a taxa de contaminacdo por
fungos ou bactérias nos segmentos nodais (SN} fol de
95% contra somente 3% nos explantes de édpice caulinar
{AC) {Figura 7). Com relacdo a oxidac@o, esta foi maior
nos AC {20%). isto era esperado, uma vez gue, nNa sua
excisdo, esses sofrem ferimentos, onde ocorre & oxidacio
imediata. A oxidacio nos SN foi baixa (3%) devido &
rusticidade dos tecidos e a desinfestacdo branda.
Conseglentemente, a proporcdo de explantes sadios fol
superior nos AC (77%), contra somente 2% nos SN,
Todos estes resultados sdo significativos pelo teste F ao
nivel de < 0,01,
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Figura 1. Parcentagens de explantes sadios, contaminados e
exidados origindrios ds uma arvore adulta de £ benthami apds
30 dias de estabelecimento. Sdc mostrados em detalhe os tipos

de explantes utilizados. A barra indica 1 om.

(Os épices caulinares gue sobreviveram Saguiram para a
etapa de proliferacfo, constatando-se a viabilidade de
cultivo /n vitro por um perfodo de 11 meses, com um
sub-cultivo por més. A resposta sos fitorreguladores BAP
e ANA naz proliferacio fol nula até ¢ sexto més, quando
ccorreu umsa elevacio na producdo de novas brotacdss, 4
brotos por explante. No més seguinte essa diminuiu para
1 broto por explante, aumentando gradativamente nos
subcultivos seguintes para 1,5 e 2,0 brotos por explants,
aproximadamente, guando no 11° més ocorreu o
estacionamento na producdo de novos brotos (Figura 2).
Esses resultados demonstraram a estabilizacio do material
in vitro por periodo aproximada de um ano, e aponiaram
gue os dpices caulinares sdo melhores fontes de
explanies do gue os segmenios nodais, no gue tange a
contaminacéo, e que o seu sub-cultivo /i vitro, na fase de

Brotagdes por explante
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Sub-cultivos
Figura 2. Razdo da producio de brotacles de dpice caulinar
durante a fase de proliferacic do material. Sub-cultives 4 cada
30, dias aproximadamente

Considerando o estabelecimento do explante uma etapa
determinante do processo 8, sendo asse bem sucedido,
as etapas subseglentes de proliferacdo, alongamento,
enraizamento e aclimatizac8o poderfio ser devidamente
estudadas com o objetivo final de criar um protocolo para
o resgate de material aduito selecionado e produgdo de
mudas de Eucalvpius henthamil.

A utilizacdo do apice caulingr no resgate de érvores
adultas de £. benthamii diretamente do campo
apresentou-se promissora para a producdo de mudas via
micropropagacao. Embora sejam resultados preliminares,
nada existe em relacio a esta espécie e nem tampouco a
técnica de cultivo de dpices caulinares na Hieraturs,

Passos para o estabelecimento dos
apices caulinares in vitro

Apds a selecdo da planta matriz gue se deseja resgatar, a
brotacdo apical € seccionada e acondicionada em um
frasco com tampa contendo dgua autoclavada (Figuras
34, B e C) No laboratdrio, as brotacdes séo transferidas
para cémara de fluxe laminar, onde a desinfestacioc
superficial ¢ realizada {Figura 3D). Durante o manuseio do
material na camara de fluxo laminar, devem ser fomados
cuidados extras para evitar contaminacdes no material,
como o uso de mascaras de pd e a higiene das méos
{lavagem com sabonete e assepsia com alcool 70% )

Apts a desinfestacio, o primelvo corte da brotacio apical
é feito na base {Figuras 3E e F). Sucessivos cortes séo
realizados, sendo normalmente, trés suficientes para se
abter o dpice caulinar (Figura 3G). O terceire corte € feito
com o auxilic de uma lupa para facilitar a visualizacdo do
material e diminuir os danoes ao explante, 0 gue podsria
causar perdas por oxidacdo no estabelecimento. Apds o
terceiro corte, o dpice caulinar (Figuras 3G e H} é
introduzido em placas de Pein {dez explantes por placa,
Figura 31} contento 10 mb do meio de cultura WPM com
adicdo de polivindipirrolidona (PVP) e fitorreguladores. Apds
a incculacdo dos apices caulinares, as placas de Petri séo
transferidas para sala de crescimento, sendo acondicionadas
com a base voltada para cima, na auséncia de luz, por um
perindo de cince dias. Nos cinco dias subsegiientes, as
placas 880 gradativamanie expostas & luz (foto-periodo de
16 horas com intensidade luminosa de 84 pmolm? 57 &
temperatura de 27 °C). A transferéncia de meio € feita a
cada 15 dias ¢, apds a seqgunda fransferéncia (30 dias), os
sxplantes sdo retirados das placas e introduzidos em wibos
ce ensaio {10 mbL de meic WPM + fitorreguladores +
PP para a fase de proliferag8o, na gual a transferéncia e/
ou repicagem & realizada a cada 30 dias, aproximadamente.
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Figura 3. Esquema da introducdo i virre do dpice caulinar de uma
arvers adulta de £ benthamii. {A) matriz selecionada; (B} corte da
brotacao apical; {C) acondicionamento em agua autaclavada; (D)
camara de fluxo faminar; (B} primeiro corte da brotago aplcal; {(F)
detaihe da brotacdo apds a primeira excislo; (G} trés cortes
sucassivos da brotaclo apical; (H) dpice caulinar aumentado 80
vezes; {1} placa de Petri com 08 explantes introduzidos. A barra nas

tfotos E, Fe G indica 1 cm,
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