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Resumo

A seringueira, fonte natural da borracha, apresenta sementes recalcitrantes, que perdem o poder
germinativo rapidamente. Sendo a propagagao vegetativa o método mais recomendado de obtencdo de
mudas em grande quantidade, além de manter a integridade genotipica dos clones estabelecidos. Dentro
deste contexto, o desenvolvimento de técnicas que permitam a propagacdo em massa de clones desta
espécie torna-se indispensavel para a viabilidade da cultura. O presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo para obtencdo de culturas assépticas de seringueira (Hevea ssp.) a partir de
plantas provenientes do campo, visando seu cultivo in vitro. Foram coletadas gemas axilares dos clones
CNSAM-7905, PX e FDR-5788 (Jardim Clonal — Embrapa/Acre). As secc¢des caulinares foram
desinfestadas com NaOCl(2,5%) e HgCI2(0,05%), durante 5, 10, 15 e 20 minutos. Os explantes foram
inoculados em meio de cultura WPM e mantidos em sala de crescimento a 25+2°C, expostas a
fotoperiodo de 16 horas de luz (38umol.m*.s'). Apés 30 dias, ndo foi observado explantes sadios em
nenhum dos tratamentos; observou-se a ocorréncia de grande contaminacdo. O tratamento com NaOCI
por 15 minutos nos clones CNSAM-7905 e FDR-5788 foi mais efetivo para o controle da contaminagao
por fungos, apesar da oxidacao nos explantes do clone CNSAM-5788 e a presenca de bactéria juntamente
com oxida¢do no clone FDR-5788 terem provocado a morte dos mesmos. Pelos resultados aqui
apresentados, verifica-se a grande dificuldade na primeira etapa do processo de estabelecimento do
cultivo in vitro da seringueira. Trabalhos futuros devem ser realizados no intuito de controlar a
contaminagdo e a oxidacdo nesta espécie.
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Abstract

The rubber tree, natural source of rubber, has recalcitrant seeds, which lose their germination capacity
quickly. Vegetative propagation is the most recommended method to raise seedlings in large quantities
while maintaining the integrity of genotypic clones established. Within this context, the development of
techniques for mass propagation of selected clones of this species is essential for the viability of this
culture. This study aimed to establish a protocol to obtain aseptic cultures of rubber tree (Hevea spp.)
from plants in the field to in vitro cultivation. Auxiliary buds of CNS-AM-7905, PX-5788 and FDR
clones were collected (Clone Garden - Embrapa Acre). The stem sections were sterilized with NaOCI
(2.5%) and HgCl, (0.05%) for 5, 10, 15 and 20 minutes. The explants were inoculated in a WPM growth
medium and kept in a growth chamber at 25 + 20C, exposed to a photoperiod of 16 hours of light
(38umol.m2.s1). After 30 days, no healthy explants were observed in any of the treatments; there was an
occurrence of heavy contamination. Treatment with NaOCI for 15 minutes in CNS-7905-AM-5788 and
FDR clones was more effective in controlling fungal contamination, although the oxidation in CNS
explants of AM-5788 clone and the presence of bacteria with oxidation in the FDR-5788 clone provoked
their deaths. The results presented here show that there is great difficulty in the first establishment stage
of in vitro cultivation of the rubber tree. Future work should be carried out to control for contamination
and oxidation in this species.
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Introducio

A descoberta do processo de fabricagdo da borracha a partir de polimeros derivados de petréleo veio
diminuir consideravelmente a demanda de borracha natural no mundo. Apesar da borracha sintética, que ¢
um derivado do petrdleo, possuir quase as mesmas propriedades fisicas que a borracha natural (IAC,
2008), esta possui melhor elasticidade, resisténcia a friccdo, impermeabilidade a liquidos e gases, bem
como isolamento térmico, o que demonstra que a borracha natural ocupa papel de grande destaque como
matéria-prima mundial.

Com o preco elevado do petroleo, a borracha sintética, apesar de ser mais barata que a natural, fica
menos competitiva. Além deste fato, se tem a pressao pelo uso de produtos naturais e a necessidade de se
criar alternativas para o desenvolvimento sustentdvel, ja que o petréleo ¢ um recurso natural nao
renovavel e, portanto suas reservas mundiais podem se esgotar. Outro fator importante a se considerar, ¢ a
queda de producdo dos seringais asiaticos (Belfort, 2009) que sdo os principais produtores de borracha
natural do mundo e a substituicdo dos seringais por dendezeiros que tem ocorrido na Malasia. Com isso,
ird ocorrer em um futuro préximo um crescimento na procura pela borracha natural.

A seringueira, espécie arborea pertencente ao género Hevea (familia Euforbiaceae) ¢ a principal
fonte natural da borracha, sendo considerada matéria-prima estratégica na induastria de pneumaticos,
material bélico, transporte e outros. Cerca de 80% da produ¢do mundial da borracha natural ¢ originaria
do Sudoeste Asidtico (Tailandia, Indonésia e Malasia) e, apesar da producdo estar atendendo a demanda
do mercado, se tem perspectivas da necessidade de aumento (Martins et al., 2000) e, como conseqili€éncia
aumento no preco.

O Brasil que no inicio do século XX foi o maior produtor de borracha natural do mundo, passou a
ser comprador (Gongalves et al., 1983), importando cerca de 63% do seu consumo interno, produzindo
apenas 1% da producdo mundial (IAPAR, 2008). A expansdo da heveicultura pode proporcionar uma
alternativa econdmica, ja que se tem uma perspectiva de aumento do preco e da demanda da borracha
natural no mercado internacional, € minimizar a importacao no Brasil, além de ser um recurso renovavel,
promover a reducao do efeito estufa e proteger o meio ambiente (Gongalves, 2002; Jacovine et al., 2006).

A seringueira ¢ uma planta aldgama com alto grau de segregacdo, suas sementes sdo recalcitrantes
e perdem o poder germinativo rapidamente. Tendo-se deste modo dificuldades na obtencdo de mudas em
grande quantidade. Portanto, a propagacdo vegetativa ¢ o método mais recomendado, além de manter a
integridade genotipica dos clones estabelecidos (Martins et al., 2000).

Diante do exposto acima, o desenvolvimento de técnicas que permitam a propagacao em massa de
clones selecionados desta espécie torna-se indispensavel para a viabilidade desta cultura. Dentre as
metodologias existentes, a cultura de tecidos in vifro surge como uma ferramenta que possibilita a
multiplicagdo rapida de plantas de um mesmo genotipo a um custo reduzido e com menor tempo do que
os sistemas convencionais, além da alta qualidade sanitaria (George, 1996).

O cultivo de tecidos vegetais ¢ fundamentado em alguns principios, sendo os mais importantes: a
capacidade de totipoténcia celular, ou seja, cada célula pode gerar uma nova planta com as mesmas
caracteristicas da planta matriz, e a hipotese do balango hormonal, onde o desenvolvimento do explante
depende do controle da interagdo entre as concentracdes de auxinas e citocininas (George, 1996).

Diversos trabalhos tém sido realizados em cultura de tecidos de espécies lenhosas (Bassan et al.,
2006; Campos et al,. 2006; Mantovani et al., 1999; Mendanha et al., 1998; Paranjothy e Gandhimathi,
1976, Rocha et al., 2007; Soares et al., 2007). Paranjothy e Gandhimathi (1976) foram os primeiros a
obter culturas de brotos apicais em Hevea, embora estes ndo terem apresentado sistema radicular. Depois
disso, plantulas com brotos e raizes puderam ser desenvolvidas com sucesso por varios autores
(Senevirante e Flegmam, 1996; Mendanha et al.,1998).

Segundo Nayanakantha e Senevirantne (2007), explantes derivados de clones elite de arvores
adultas de Hevea sdo altamente recalcitrantes, somente em poucos estudos a micropropagacao de material
clonal tem sido relatada com sucesso. Estes autores enfatizam que ainda ndo existe um protocolo que seja
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eficiente para a propagacdo de clones elites em larga escala. Explantes oriundos de plantas adultas
apresentam dificuldades tanto no estabelecimento da cultura como na proliferacdo celular in vitro. A
seringueira ¢ uma planta de clima tropical, sendo que a principal limitagdo para seu cultivo in vitro estd na
presenca de contaminagdo por bactérias e fungos sistémicos. Varios estudos tém sido realizados
localizando a efetiva desinfestacdo de explantes desta planta (Enjarlic et al., 1987; Asokan et al., 1988).

Apesar dos avancgos verificados nos estudos de micropropagagao em Hevea spp., ainda ¢ limitada
a compreensdo dos estimulos e condi¢cdes necessarias para o estabelecimento do cultivo in vitro para a
indugdo e o controle da organogénese direta nesta espécie. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
protocolo para obteng@o de culturas assépticas de seringueira (Hevea ssp.) a partir de plantas provenientes
do campo, visando seu cultivo in vitro.

Material e Métodos

Este experimento foi conduzido no Laboratorio de Morfogénese e Biologia Molecular do Centro de
Pesquisa Agroflorestal do Acre (CPAFAC). Utilizou-se como fonte de explantes gemas axilares de
seringueira (Hevea ssp.) provenientes dos clones CNS AM 7905, PX e FDR 5788 do jardim clonal da
Embrapa Acre.

Ap0s a coleta no jardim clonal, as se¢des caulinares dos clones supracitados foram conduzidas ao
laboratdrio e entdo as gemas axilares foram lavadas em agua corrente acrescidas com algumas gotas de
detergente comercial durante 10 minutos, seguida de dois enxagiies com agua destilada. Posteriormente,
foi realizada imersdo dos explantes em alcool etilico a 70% (v/v), durante um minuto.

O processo de desinfestacao foi realizado em camara de fluxo laminar, em condigdes assépticas,
utilizando vidrarias previamente esterilizadas. Os explantes foram mergulhados nos seguintes tratamentos
de desinfestacdo: T1(4gua destilada por 10 min); T2 (Hipoclorito de sdédio (NaOCl) (2,5%) por 5 min); T3
(NaOCl (2,5%) por 10 min); T4 (NaOCl (2,5%) por 15 min); T5 (NaOCl (2,5%) por 20 min); T6 (Cloreto
de mercurio (HgCl,) (0,05%) por 5 minutos); T7 (HgCl,) (0,05%) por 10 minutos); T8 (HgCl,) (0,05%)
por 15 minutos); T9 (HgCl,) (0,05%) por 20 minutos), sendo em seguida realizadas trés lavagens em agua
destilada e autoclavada.

Apo6s a desinfestacdo os explantes foram introduzidos em tubos de ensaio contendo meio de
cultura. WPM (Wood Plant Médium, elaborado por Lloyd & McCown, 1980), suplementado com
sacarose (30 g.L™") e solidificado com Agar (6 g.L™"). As culturas foram mantidas em sala de crescimento
a temperatura controlada de 25+2°C, dispondo de lampadas fluorescentes Philips TDL (38 pmol.m*.s™),
expostas ao fotoperiodo de 16 horas de luz.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2X4
com seis repetigdes, totalizando 48 parcelas, sendo um explante por parcela. As avaliagdes foram
realizadas ao final de 30 dias.

Resultados e Discussao

A micropropagacao de espécies lenhosas tem sido um dos grandes desafios para a area da Biotecnologia,
principalmente na fase inicial do estabelecimento do cultivo in vitro. Tem-se dificuldades na obtencao de
tecidos livres de contaminagdes provocadas por fungos, bactérias e também a oxidagdo provocada pelos
compostos fenolicos (Grattapaglia & Machado, 1998; Teixeira, 2008). Teixeira (2008) comenta que além
da contaminacdo superficial, também se tem a contamina¢do endogena, que ¢ mais freqiiente em
explantes derivados de plantas cultivadas no campo. Este autor recomenda para a obtengao de explantes,
o cultivo da planta em casa de vegetagao ou telados, onde se tem condigdes ambientais mais controladas.

No presente estudo a ocorréncia de grande contaminacdo por fungos e bactérias e oxidagao
fendlica promoveram a morte de todos explantes dos trés clones (Figura 1). Os tratamentos T4, T5 e T9
do Clone PX nao foram realizados por falta de material.

Verificou-se que o tratamento dos explantes com hipoclorito de sédio (2,5%) por 15 minutos (T4)
nos clones CNS AM 7905 e FDR 5788 foi mais efetivo para o controle da contaminagdo por fungos,
apesar da oxidagdo nos explantes do clone CNS AM 5788 e a presenca de bactéria juntamente com
oxidacdo no clone FDR 5788 terem provocado a morte dos mesmos.
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A liberagdo dos compostos fenolicos ocorre devido ao dano causado as células durante a excisdao
dos explantes, comprometendo o desenvolvimento do explante. Andrade et al. (2000) comentam que as
plantas lenhosas acumulam polifendis e produtos da oxidagdo tais como melanina, suberina, lignina
dentre outros, em torno da superficie incisada do explante, as quais modificam a composicao do meio de
cultura e a absor¢do de metabdlitos, fato este observado no presente estudo

Pelos resultados aqui apresentados, verifica-se a grande dificuldade na primeira etapa do processo
de estabelecimento do cultivo in vitro da seringueira. Trabalhos futuros devem ser realizados no intuito de
controlar a contaminacao e os efeitos da oxidacao nesta espécie. Este trabalho tem carater pioneiro, visto
que a utilizagdo de explantes de plantas oriundas do campo ¢ pouco relatada na literatura e apresenta um
grau de dificuldade muito maior do que a utilizagdo de material provindo de casa de vegetacdo e/ou
germinagao in vitro.

Noleto e Silveira (2004) realizaram varios experimentos com o intuito do estabelecimento in vitro
de copaiba (Copaifera lanhsdorffi), onde foram feitos testes com sementes e segmentos nodais de plantas
adultas. Eles verificaram que o estabelecimento in vitro de explantes de plantas adultas ndo foi bem
sucedido, pois os diferentes tratamentos de desinfestagdo provocaram escurecimento € morte dos
explantes. Ja o estabelecimento do cultivo in vitro pelas sementes foi satisfatorio para a formagdo de
brotos.

Viérios autores t€ém obtido sucesso na organogénese direta de espécies lenhosas tendo como fonte
de explantes segmentos caulinares (nodais). O que se observa ¢ que em todos os casos as plantas
fornecedoras de explantes estavam em locais onde as condi¢des ambientais eram controladas ou em casa
de vegetagdo (Almeida et al., 2008; Enjalric e Carron,1982; Mantovani et al., 2001; Melo et al., 1999), ou
a partir de plantulas germinadas in vitro (Bassan et al., 2006; Campos et al,. 2006; Cerdas et al., 1998;
Mantovani et al., 1999; Mendanha et al., 1998; Paranjothy ¢ Gandhimathi;1976 Rocha et al., 2007).

Conclusoes

O tratamento utilizado para a desinfestagdo dos explantes de seringueira ndo foram efetivos para o
controle das contaminagdes. A oxidagao fendlica prejudica os explantes.
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Figura 2. Porcentagem de contaminagao em explantes
de seringueiras (clones PX, CNS AM 7905 3 FDR 5788)
submetidos a diferentes tratamentos de desinfestagao.
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