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Introducao

A cultura de tecidos abrange varias tecnicas,
utilizadas para propagar plantas sob condi¢des
controladas, capaz de produzir um grande nimero de
plantas geneticamente idénticas, e tem sido utilizada
com sucesso para espécies do género Eucalyptus.
Esta técnica de clonagem in vitro é realizada em
condic¢des de laboratério, em frascos contendo meio
de cultura com concentragdes determinadas de
macro e micronutrientes, uma fonte de carboidrato
e um agente solidificante, podendo ainda conter ou
nao reguladores de crescimento vegetal, vitaminas
e outros componentes.

A micropropagacao envolve varias etapas, incluin-
do o estabelecimento dos explantes (partes da planta)
no cultivo in vitro, a regeneracgao de brotos e sua mul-
tiplicagéo, e o enraizamento que pode ser feito in vitro
ou ex vitro, em casa-de-vegetagdo. O processo tem
inicio com a sele¢ao de uma planta doadora saudavel
da qual os explantes (partes da planta) s&o retirados.
Apods serem esterilizados, estes sao introduzidos no
meio de cultura para dar inicio ao processo.

A clonagem por micropropagacao oferece varias
vantagens, especialmente no contexto da silvicultura
comercial. Uma das principais € a possibilidade de
producdo em larga escala de mudas geneticamente
idénticas, o que garante uniformidade nas plantacdes,
resultando em arvores com caracteristicas desejaveis,
como tolerancia a pragas, rapido crescimento e alta

produtividade de madeira. Além disso, a micropropa-
gacao permite a multiplicagéo de gendtipos superiores
que, de outra forma, poderiam ser perdidos devido a
baixa disponibilidade de sementes ou a dificuldade de
propagacao por métodos convencionais. Isso & parti-
cularmente relevante na clonagem de plantas com ca-
racteristicas superiores, selecionadas em programas
de melhoramento. Outro beneficio importante é a pos-
sibilidade de realizar um controle rigoroso das condi-
¢oes de cultivo in vitro, 0 que minimiza a contaminagao
por fungos, bacterias e leveduras.

Eucalyptus benthamii € uma espécie nativa da
Australia que tem atraido a atengéo devido ao seu
rapido crescimento, tolerancia a geadas e as pro-
priedades da sua madeira, adequadas para diversas
aplicagdes, tais como fins energéticos e obtengao
de pecas rolicas para diversos usos. Esta espécie é
relativamente nova em plantagdes florestais, haven-
do limitagbes na produgao de sementes e mudas; e
quando as sementes estdo disponiveis, os pregos
costumam ser altos. A auséncia de protocolos efi-
cientes de clonagem tem limitado avangos nos pro-
gramas de melhoramento utilizando esta espécie
(Brondani et al., 2012). Embora seja um componen-
te importante de plantagbes florestais em regides
frias, sua utilizagao é limitada pela dificuldade em se
obter plantas clonais, especialmente devido a baixa
capacidade de enraizamento (Brondani et al., 2012).



A multiplicacéo de E. benthamii por propagagao
vegetativa é essencial, especialmente quando se
busca a produgao em larga escala e a manutengao
das caracteristicas desejaveis da planta, e pode
ser realizada por meio de varios métodos, incluindo
estaquia e micropropagacgéao. A estaquia vem sendo
aplicada para a propagagcdo vegetativa desta
espécie, no entanto, as taxas de enraizamento
variam muito dependendo da época do ano, daidade
da estaca, do gendtipo, das condigdes ambientais e
da presencga de hormdnios de crescimento.

A micropropagacdo ¢é bastante explorada
para o género Eucalyptus. No entanto, existem
poucos relatos na literatura sobre a utilizagao
desta técnica para E. benthamii (Brondani et al.,
2009, 2011, 2012; Baccarin et al., 2015) e para
o género (Oliveira et al., 2015, 2016; Gallo et al.,
2017; Di Gaudio et al., 2020). Nestes trabalhos,
entre os parametros avaliados, estdo o meio de
cultura e os reguladores de crescimento vegetal.
O enraizamento costuma ser um gargalo mesmo
utilizando esta técnica, sendo necessarias etapas
de alongamento e enraizamento, com reguladores
de crescimento especificos, além daqueles ja
utilizados na etapa de multiplicagao.

Otimizar os meios e as condicbes de cultivo
pode se complexo e exigir extensiva tentativa e
erro. Diferengas entre espécies e até variedades/
clones podem levar a respostas variaveis exigindo
a otimizagdo de meios para cada gendtipo. A etapa
de enraizamento, assim como na estaquia, costuma
ser um gargalo. A etapa de aclimatagdo também
pode representar um desafio.

Além disso, a fidelidade genética das plantas
regeneradas pode ser uma preocupacgao, ja que a
variagdo somaclonal — variagdes genéticas que
ocorrem em cultura de tecidos — pode levar a
diferengas em relagdo ao gendtipo original, podendo
afetar a uniformidade e a qualidade do material
plantado. Esse fator normalmente é diminuido com
0 manejo adequado do sistema, mantendo-se o
controle rigoroso do numero maximo de subcultivos
(tempo no meio de multiplicacdo) e utilizando-se a
menor quantidade de reguladores de crescimento
vegetal, antes de enraizar o material e leva-lo para
a casa-de-vegetacao.

Vale ressaltar que a técnica de micropropagagao
exige equipamentos especializados, ambiente
controlado e conhecimento técnico, o que pode
resultar em altos custos iniciais e operacionais.

O presente estudo apresenta um protocolo
de micropropagacédo de E. benthamii, no qual o
alongamento e o enraizamento das microestacas
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ocorrem no mesmo meio de multiplicagdo, com a
adicao de carvao ativado.

Materiais, equipamentos e
reagentes necessarios

O protocolo de micropropagacgéao descrito nesta
metodologia necessita da estrutura basica de um
laboratdrio de cultura de tecidos, com os seguintes
equipamentos: capela de fluxo laminar, balancga,
pHmetro, agitador magnético, autoclave, BOD
ou sala climatizada. S&o necessarias vidrarias e
outros materiais, como: pipetas, beckers, provetas,
tubos de ensaio, potes de vidro autoclavavel com
tampa, placas de Petri, pingas e bisturis.

Os materiais devem ser previamente limpos e
autoclavados, com excegao das tampas dos potes de
vidro e as vidrarias graduadas. Para a esterilizagao,
as tampas sdo lavadas com agua e sabao e imersas
em agua clorada 5% (50 mL de hipoclorito de
sédio comercial para 1.000 mL de agua) por, pelo
menos, 2-3 horas. E recomendado que as tampas
sequem em capela de fluxo laminar, sob luz UV.
Para o preparo dos meios de cultura utilizados neste
protocolo, sdo necessarios os seguintes reagentes:
sais e vitaminas do meio Woody Plant Medium (WPM;
Lloyd e Mc Cown, 1981), (Tabela 1), sacarose,
6-Benzilaminopurina (BAP), acido naftaleno acético
(ANA), carvdo ativado, agar e &gua destilada
autoclavada. Para a assepsia, sdo necessarios
também: hipoclorito de sédio e etanol 70%.

Tabela 1. Concentracéo final dos reagentes no meio de
cultura WPM.

Reagentes Concentragao (mg/L)

Microelementos

CuS0O,5H,0 0,25
FeNaEDTA 36,70
H,BO, 6,20
MnSO,H,0 22,30
Na,MoO,2H,0 0,25
ZnSO,7H,0 8,60
Macroelementos

CaCL, 72,50
Ca(NO,),2H,0 471,26
KH,PO, 170,00
K,SO, 990,00
MgSO, 180,54
NH,NO, 400,00
Vitaminas

Glicina 2,00

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Reagentes Concentragao (mg/L)
Vitaminas

Mio-inositol 100,00

Acido nicotinico 0,50
Piridoxina HCI 0,50
Tiamina HCI 1,00

Preparo do meio de cultura
de germinagao de sementes
(para 1 L de solugao)

Adicionar os macro e microelementos e as
vitaminas do meio WPM (Tabela 1) em um Becker
de 2 L. Adicionar 30 g de sacarose e dissolver, sob
agitagdo, em 700 mL de agua destilada. Ajustar
o pH em 5,6-5,8 e, em seguida, adicionar 7 g de
agar e completar para 1 L com agua deionizada,
utilizando-se uma proveta ou baldo volumétrico.
Apds o preparo, distribuir o meio em tubos de ensaio.
A quantidade dependera da capacidade do frasco,
respeitando a propor¢ao de aproximadamente V2 do
volume com meio de cultura. Tampar os frascos e
autoclava-los sob temperatura de 120 °C e 1 atm de
presséao, por 20 minutos, antes do uso.

Observagéo — ao invés de sementes, podem ser
usadas microestacas de casa-de-vegetacao intro-
duzidas no cultivo in vitro.

Preparo do meio de
cultura de multiplicacao
(para 1 L de solugao)

Em um Becker de 2 L, adicionar os macro
e microelementos e as vitaminas do meio WPM
(Tabela 1). Acrescentar 30 g de sacarose, 0,1 g
de mio-inositol, 2,2 uyM de 6-Benzilaminopurina
(BAP), 0,27 uM de acido naftaleno acético (ANA)
e dissolver, sob agitacdo, em 700 mL de &gua
destilada. Na sequéncia, o pH deve ser ajustado
em 5,6-5,8. Em seguida, adicionar 7 g de agar e
completar para 1 L com agua deionizada, utilizando-
se uma proveta ou balao volumeétrico. Verter o meio
em frascos de cultivo, com 30 mL/frasco, fechar e
autoclavar sob temperatura de 120 °C e 1 atm de
pressao, por 20 minutos.

Preparo do meio de cultura de
alongamento e enraizamento
(para 1 L de solucgao)

Os procedimentos para o preparo deste meio
sdo os mesmos do meio anterior. No entanto, antes
de adicionar os 700 mL de agua, adicionar 1,5 g/L
de carvao ativado.

E importante que os meios estejam frescos e
que sejam usados em até duas semanas. Devem
ser mantidos em local fresco, sob temperatura am-
biente e preferencialmente no escuro.

Protocolo de micropropagacao

Assepsia e inoculagao de sementes

Para a desinfestacdo das sementes de
E. benthamii, deixa-las em um Becker coberto
com uma peneira e manté-las sob agua corrente
por 30 minutos. Em seguida, levar as sementes
a camara de fluxo laminar onde sao imersas
em um Becker contendo 250 mL de etanol 70%,
por 50 segundos. Em seguida, as sementes sao
imersas em um Becker contendo 250 mL de uma
solugdo de hipoclorito de sdédio (NaOCl) 5%,
por 20 minutos, agitando-se a cada 1 minuto.
Finalmente, as sementes devem ser lavadas
por trés vezes, em frascos contendo 250 mL
de agua deionizada autoclavada, para eliminar
o residuo do NaOCIl. Apds a assepsia, as
sementes devem ser inoculadas em tubos de
ensaio contendo 15 mL de meio de cultura de
micropropagacao. Apos a inoculagao, os tubos de
ensaio devem ser monitorados diariamente, para
a retirada e descarte de sementes contaminadas.
As culturas devem ser mantidas sob temperatura
de 23°C = 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e
intensidade de luz de 40 umol m?/s, em equipamento
BOD ou em sala climatizada.

Nos estudos realizados no laboratério de Cultu-
ra de Tecidos e Transformagédo da Embrapa Flores-
tas, utilizando-se este protocolo de assepsia, a con-
taminagéo por fungos e bactérias foi inferior a 7%.

Multiplicagao in vitro

Apb6s a germinagédo in vitro, as raizes das
plantulas devem ser cortadas em capela de fluxo
laminar, com auxilio de pinga e bisturi, sobre placa
de Petri, previamente esterilizada por autoclavagem.
As partes aéreas (microestacas) devem ser, entao,



colocadas no meio de cultura de micropropagacao.
Apdés um més sera observado o surgimento de
novas brotagbes. Para a clonagem, as brotacdes
(microestacas) devem ser individualizadas, se
tiverem comprimento maior que 0,5 cm. Caso ainda
nao tenham atingido este tamanho, ndo deverao ser
individualizadas, mas repicadas para meio fresco
de mesma composicao. A repicagem (transferéncia
para meio de cultura novo, de mesma composi¢ao)
devera ser realizada a cada 30 dias, sendo sempre

C
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individualizados os explantes de aproximadamente
0,5 cm de comprimento. Para as repicagens, tanto
a parte apical quanto as porgdes inferiores das
microestacas podem ser utilizadas, mantendo-se um
comprimento minimo de 0,5 cm (Figuras 1A e 1B).
No caso de serem utilizadas miniestacas de
casa-de-vegetagcdo para a introdugdo do material
no cultivo in vitro, apés aproximadamente um més,
das estacas que tiverem a formagao de novas bro-
tacdes, estas deverao ser retiradas e colocadas no

D

Figura 1. Etapas da micropropagacéo de Eucalyptus benthamii. Fase de multiplicagédo in vitro mostrando brota¢ées
multiplas em um explante apds 1 més de cultivo (A); fase de multiplicagdo e de alongamento e enraizamento in vitro (B);
explante no meio de alongamento, apos 1,5 més de cultivo (C); detalhe do comprimento do explante em meio de alonga-

mento e enraizamento (D).

meio de multiplicagdo, conforme descrito no para-
grafo anterior. A partir de entdo, seguir com o proto-
colo conforme descrito.

Alongamento e enraizamento

Apods a obtengcao de um numero suficiente de
brotacées no meio de multiplicagdo, as brotagdes
com comprimento minimo de 0,5 cm devem ser in-
dividualizadas e colocadas no meio de alongamento
e enraizamento. Apos transferidas para este meio,
podem permanecer entre um e dois meses até que
sejam observados o alongamento e enraizamento
das microestacas (Figuras 1B, 1C e 1D).

Todo o protocolo devera ser conduzido em sala
de crescimento sob temperatura de 23°C + 2°C,

com fotoperiodo de 16 horas e intensidade de luz
de 40 pmol m?/s.

Resultados prévios obtidos nos estudos basicos
para este protocolo indicaram que é possivel manter
as plantas sem subcultivos e sem perda de viabili-
dade do material vegetal, por até dois meses, sem
repicagem para o novo meio de cultura de multipli-
cagao. Utilizando-se este protocolo, foi observada a
formagao de novas brotagdes em 95% dos brotos ini-
ciais ja no primeiro subcultivo. Em relagéo ao nimero
médio de brotagdes por explante e altura média das
brotagdes em trés subcultivos, foi observada uma
taxa de multiplicagao de até 6,67 brotagdes por més
e um comprimento médio de 0,82 cm por brotagdo, a
cada subcultivo.
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O alongamento e o enraizamento das brotacées
ocorreram no meio de multiplicagdo acrescido de
carvao ativado. Apés um més no meio, as brotagdes
apresentaram até 2,35 cm de comprimento em até
35% dos explantes.

No protocolo de micropropagagdo aqui
apresentado €& possivel, em poucos passos e
com a utilizagdo de reagentes de menor custo,
como o carvao ativado, obter o alongamento e
0 enraizamento de E. benthamii sem a adi¢ao de
reguladores de crescimento extras, como o acido
giberélico e o acido indol-butirico, utilizados em
protocolos convencionais. Além disso, o protocolo
nao necessita de uma etapa de alongamento, uma
vez que o alongamento e o enraizamento ocorrem
no mesmo meio de cultura.

Esse trabalho apresenta uma metodologia de
clonagem in vitro de eucalipto, que pode ser usada
para atingir niveis mais elevados de produtividade
desta cultura, indicando o uso eficiente dos
recursos naturais, com forte alinhamento a uma das
metas do ODS 12 (Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel estabelecidos pela Agenda 2030 das
Nagdes Unidas (ONU).
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