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Estabelecimento In Vitro de
Explantes de Cultivares de
Seringueira

Vanessa dos Santos Queiroz
Regina Caetano Quisen

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de agentes
desinfestantes no estabelecimento in vitro de explantes de seringueira,
sendo realizados ensaios com explantes foliares e segmentos de
integumento interno de sementes imaturas de diferentes cultivares. O
tratamento de assepsia com integumento resultou no controle total da
contaminacao com imersao dos explantes em alcool e hipoclorito de
sédio. Os ensaios com pré-tratamento de explantes foliares em solucdes
de Cercobin®, Agrimicina® e PPM® por 12 horas, seguidos de alcool,
hipoclorito de s6dio comercial e HgCl,, nao foram eficientes, resultando
em 100% de contaminagdo. Também resultou em perda total dos
explantes inoculados em meio suplementados com Dithane®, Vitavax® e
Viper®, assim como no ensaio com 6leos essenciais de pimenta-de-
macaco (Piper aduncum) e alecrim-pimenta (Lippia sidoides) adicionados
ao meio a 0,3 yl mL". Quando essa concentracdo foi aumentada para
0,6 ulmL"; 0,9 ul mL" ou 1,2 ul mL" de mesmos dleos, obteve-se maior
eficiéncia no controle da contaminacao, associada ou nao ao antibidtico
estreptomicina. Ao final da fase de estabelecimento, observou-se
alteracao da coloracao inicial dos explantes, com
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possibilidade de comprometimento da capacidade morfogénica desses
tecidos devido a fitotoxicidade do meio, sugerindo-se a suplementacao
com agentes antioxidantes em ensaios posteriores.

Palavras-chave: cultura de tecidos de plantas, Hevea spp., assepsia,
fungicidas, 6leos essenciais.

Introducao

A contaminacdo na cultura de tecidos de plantas é considerada um dos
grandes entraves no estabelecimento in vitro de espécies tropicais, pois
além de causar grandes prejuizos no processo de micropropagacao, ao
deixar o explante inapto para o subcultivo e levando-o a morte, pode
constituir-se na maior barreira para a definicdo de tecnologias de
propagacao em escala de producao, assim como na aplicacao de
técnicas de melhoramento genético in vitro de espécies florestais.
Dantas et al. (2002) reforcam a ideia de que medidas de controle e
prevencao da contaminacdao microbiana adotadas devem proporcionar
um ambiente desfavoravel para o crescimento de microrganismos, como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, sem, no entanto, causar
prejuizos ao desenvolvimento do explante.

Assim como para muitas espécies tropicais de interesse comercial,
poucos sao os relatos sobre o desenvolvimento de protocolos de
desinfestacao para o estabelecimento de explantes de seringueira
(Hevea spp.), aspecto este que se caracteriza como entrave na adocao
de técnicas de propagacao de plantas in vitro no programa de
melhoramento genético dessa cultura.

Considerando a importancia da cultura de tecidos como ferramenta de
grande valor frente aos gargalos tecnolégicos enfrentados pela
heveicultura e visando contribuir com subsidios para o desenvolvimento
de técnicas in vitro para Hevea spp., este trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes métodos de assepsia em explantes de clones
produtivos de seringueira.
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Material e Métodos

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
da Embrapa Amazoénia Ocidental, no Municipio de Manaus, Estado do
Amazonas. Foram utilizados como explantes segmentos de folhas e do
integumento interno de sementes imaturas de clones de seringueira, os
quais foram submetidos a diferentes agentes desinfestantes visando ao
controle da contaminacao dessas culturas apds estabelecimento in vitro.
Em todos os ensaios utilizou-se como meio de cultura a formulacao
basica de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da
concentracao original de sais, suplementado com sacarose (3%) e
geleificado com &agar (0,6%), sendo o pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem a 121 °C por 15 minutos a 1,3 atm de pressao.

Todas as culturas foram mantidas em sala de crescimento na auséncia
de luz a 26+ 2 °C, onde permaneceram por 15-20 dias, sendo ao final
de cada periodo realizadas avaliagcoes que consistiram no registro da
ocorréncia de contaminantes, sobrevivéncia e oxidacao de explantes.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a
5% de significancia para a comparacédo de médias dos tratamentos.

Ensaio | — Integumento interno de sementes imaturas
de clones de seringueira

Em ambiente asséptico de fluxo laminar, frutos imaturos de dois clones
de seringueira (CPAA CO1 e CPAA CO6) foram imersos em &lcool 70%
por 30 segundos, depois 10 ou 30 minutos em hipoclorito de sédio
comercial a 50% (v/v), e enxaguados abundantemente em agua estéril.
Com auxilio de pinca e bisturi, os frutos foram abertos e
cuidadosamente isolados os segmentos do integumento interno com
dimensdes aproximadas de 1 cm’, os quais foram lavados em
hipoclorito de sédio comercial a 0,5% (v/v), enxaguados em agua estéril
e inoculados em meio basico MS/2.
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Os tratamentos foram testados em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticoes, sendo a unidade experimental
representada pela placa de petri com seis explantes.

Ensaio Il - Segmentos de folhas de clones de
seringueira: imersdo em PPM® e fungicidas

Folhas de dois clones de seringueira (C13 e C60) foram lavadas com
dgua e sabdo e cortadas em tiras com 1 cm de largura (regiao da
nervura central) e imersas em solucdes de Cercobin® e Agrimicina®,
ambos a 0,2% (p/v), consistindo o tratamento 1, e em PPM® a 3%
(v/v), tratamento 2. Apés 12 horas, os explantes foram levados para
ambiente asséptico de fluxo laminar e imersos em éalcool 70% por 60
segundos, seguidos 20 minutos em hipoclorito de sédio comercial a
50% (v/v), e em bicloreto de mercurio (HgCl,) a 0,25% (p/v) por 30
segundos, sendo, ao final, enxaguados abundantemente em agua
estéril. Antes da inoculacdo em meio basico MS/2, os explantes foram
reduzidos a dimensdes menores (segmentos de 1 cm?).

Os tratamentos foram testados em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticoes, sendo a unidade experimental
representada pela placa de petri com seis explantes.

Ensaio lll - Segmentos de folhas de clones de
seringueira: inclusdo de fungicidas no meio de cultura
Folhas do clone de seringueira CNS AM 7905 foram lavadas com &gua
e sabao e cortadas tiras com 1 cm de largura (regido da nervura
central), e em ambiente asséptico de fluxo laminar imersos em alcool
70% por 60 segundos, seguidos 30 minutos em hipoclorito de sédio
comercial a 50% (v/v), sendo ao final enxaguados abundantemente em
4gua estéril. Os explantes foram reduzidos a segmentos de 1 cm?,
sendo inoculados em meio basico MS/2, suplementados com os
fungicidas Dithane® (tratamento 1), Vitavax® (tratamento 2) e Viper®
(tratamento 3), todos a 0,2%.
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Os tratamentos foram testados em delineamento inteiramente
casualizado com 11 repeticoes, sendo a unidade experimental
representada pela placa de petri com sete explantes.

Ensaio IV — Segmentos de folhas de clones de
seringueira: 6leos essenciais — clone CSN AM 7905
Folhas do clone de seringueira CNS AM 7905 foram lavadas com &gua
e sabao e cortadas tiras com 1 cm de largura (regido da nervura
central), e em ambiente asséptico de fluxo laminar imersos em alcool
70% por 60 segundos, seguidos 30 minutos em hipoclorito de sédio
comercial a 50% (v/v), sendo ao final enxaguados abundantemente em
4gua estéril. Os explantes foram reduzidos a segmentos de 1 cm?,
sendo inoculados em meio basico MS/2, suplementados com 0,3 ul mL"
dos 6leos essenciais de pimenta-de-macaco (Piper aduncum) — 6leo 1, e
Lippia sidoides — 6leo 2, na presenca ou auséncia de uma gota do
mesmo 6leo sobre o explante, além dos tratamentos controle (1) — meio
sem o6leo e (2) — meio sem 6leo e com emulsificador Tween 80°,

Os tratamentos foram testados em delineamento inteiramente
casualizado com dez repeticdes, sendo a unidade experimental
representada pela placa de petri com quatro explantes.

Ensaio V — Segmentos de folhas de clones de
seringueira: 6leos essenciais — clone C06

Folhas do clone de seringueira CO6 foram lavadas com agua e sabdo e
cortadas tiras com 1 cm de largura (regidao da nervura central), e em
ambiente asséptico de fluxo laminar imersos em éalcool 70% por 60
segundos, seguidos 30 minutos em hipoclorito de sédio comercial a
50% (v/v), sendo ao final enxaguados abundantemente em agua estéril.
Os explantes foram reduzidos a segmentos de 1 cm?, sendo inoculados
em meio basico MS/2 e suplementados com 0,3 ul mL" e 0,6 ul mL"
dos 6leos essenciais de pimenta-de-macaco (P aduncum) — 6leo 1, e L.
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sidoides — 6leo 2, na presenca ou auséncia do antibidtico
estreptomicina a 150 mg L', além dos tratamentos controle (1) meio
sem 6leo e (2) meio sem 6leo e com emulsificador Tween 80© .

Os tratamentos foram testados em delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticoes, sendo a unidade experimental
representada pela placa de petri com dois explantes.

Ensaio VI - Segmentos de folhas de clones de
seringueira: 6leos essenciais — clone CPAA CO1

Folhas do clone de seringueira CPAA CO1 foram lavadas com agua e
sabao e cortadas tiras com 1 cm de largura (regido da nervura central),
e em ambiente asséptico de fluxo laminar imersas em alcool 70% por
60 segundos, depois 30 minutos em hipoclorito de sédio comercial a
50% (v/v), sendo ao final enxaguados abundantemente em agua estéril.
Os explantes foram reduzidos a segmentos de 1,0 cm? sendo
inoculados em meio basico MS/2, suplementados com 0,3 ul mL", 0,6
ulmL" e 1,2 ul mL" dos 6leos essenciais de pimenta-de-macaco (P
aduncum) - 6leo 1, e L. sidoides — 6leo 2, na presenca ou auséncia do
antibiético estreptomicina a 150 mg L.

Os tratamentos foram testados em delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticoes, sendo a unidade experimental
representada pela placa de petri com quatro explantes.

Resultados e Discussao

No ensaio de assepsia com integumento interno de sementes imaturas
dos clones CPAA CO1 e CPAA CO6 nao houve a infestacao por
microrganismos nas culturas estabelecidas, haja vista a eficacia da
metodologia e agentes desinfestantes utilizados para esse tipo de
explante. A utilizacao de tecido interno e protegido pelo fruto como
fonte de explante influenciou em grande parte o sucesso do controle da
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contaminacgado, entretanto os tratamentos prévios a inoculacao
(lavagem, alcool e hipoclorito de sédio) foram igualmente importantes
para a eliminacao dos microrganismos exdgenos.

Contréario ao sucesso obtido nesse primeiro experimento, nos ensaios Il
e lll, nos quais foram utilizados o PPM® e os fungicidas Cercobin® e
Agrimicina® nos banhos dos explantes e como suplementacdo ao meio
de cultura (Dithane®, Vitavax® e Viper®), os resultados obtidos
demonstraram baixa eficiéncia da desinfestacao, resultando em 100%
de contaminacao dos tecidos em ambos os tratamentos do ensaio Il g,
no ensaio Ill, de 100%, 93,5% e 96% para os tratamentos 1, 2 e 3,
respectivamente. Nesses casos, deve-se considerar que a dosagem
utilizada e a falta da especificidade dos fungicidas podem ter
influenciado os resultados. O PPM® (Ensaio 2), biocida de amplo
espectro, e de acordo com Barrueto Cid e Jordan (2006), apresenta alto
poder biocida, também néo foi capaz de controlar a contaminacao,
mesmo associado ao cloreto de mercurio.

No Ensaio IV, apesar de menos agressiva, a contaminacao ocorreu em
100% dos explantes em todos os tratamentos.

Os tratamentos aplicados no Ensaio V (Tabela 1) diferiram
estatisticamente entre si, onde a pimenta-de-macaco apresentou
elevadas taxas de contaminacao por fungos,e o éleo de alecrim-pimenta
controlou o aparecimento de microrganismos na desinfestacao de
explantes foliares de seringueira. Oliveira et al. (2008) igualmente
comprovaram que o 6leo de L. sidoides reduziu significativamente e de
maneira progressiva o desenvolvimento de fungos como controle
alternativo de contaminantes encontrados em laboratério de cultura de
tecido de plantas.

Apesar da eficiéncia da acdo do 6leo na assepsia, observou-se que
100% dos segmentos foliares apresentaram alteracao na coloracéo dos
explantes, com comprometimento da capacidade morfogénica desses
tecidos devido a fitotoxicidade do meio, sugerindo-se a suplementacao
com agentes antioxidantes em ensaios posteriores.
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Tabela 1. Estabelecimento in vitro de segmentos foliares de Hevea spp.
em meio MS/2, suplementados com 6leo essencial de pimenta-de-
macaco (P aduncum) e alecrim-pimenta (L. sidoides).

Espéci Oleo  Estreptomicina Perda em %
specie (gl mL™") (mg L") Bactéria Fungo™
0,6 0 100,0 a 4,2
Pimenta-de-macaco 0,9 0 83,3 ab 0,0
1,2 0 83,3 ab 0,0
0,6 150 0,0c 0,0
Alecrim-pimenta 0,9 150 0,0c 0,0
1,2 150 0,0c 0,0
0,6 0 50,0 abc 0,0
Pimenta-de-macaco 0,9 0 4,2 c 0,0
1,2 0 33,3 be 0,0
0,6 150 0,0c 0,0
Alecrim-pimenta 0,9 150 0,0c 0,0
1,2 150 0,0c 0,0

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Conclusoes

Nas condicdes testadas no presente trabalho, pode-se concluir que:

e A sequéncia de desinfestacao para o estabelecimento de
integumento interno de frutos imaturos de Hevea spp. foi 100%
eficiente.

e A utilizacdo do biocida PPM® e dos fungicidas Cercobin®,
Agrimicina®, Dithane®, Vitavax® e Viper® ndo controlaram o
crescimento de microrganismos em explantes foliares de Hevea spp.,
seja na forma de banhos dos explantes, seja como suplemento ao
meio de cultura.
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1

e Concentracdes de 6leo de alecrim-pimenta superiores a 0,6 yl mL
controlaram a contaminacao de explantes foliares de Hevea spp.
associados ou nao ao antibiético estreptomicina.

e A capacidade morfogénica dos tecidos foliares foi comprometida
devido a fitotoxicidade do meio como consequéncia da elevada
concentracao dos 6leos essenciais, sugerindo-se a suplementacao
com agentes antioxidantes em ensaios posteriores.
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