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Cultivo in Vitro de Espécies
Florestais Tropicais — Controle de
Contaminacao e Estabelecimento de
Castanha-do-Brasil (Bertholletia
excelsa)

Marcos Cauper Duarte Veltilari
Regina Quisen

Resumo

O sucesso da introducao de explantes in vitro depende das condicdes
de assepsia em geral. A inobservancia desse fator constitui um dos
principais entraves ao avanco da micropropagacao de espécies
tropicais, ja que pode ocorrer perda de material vegetativo e do meio de
cultura. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo
desenvolver uma metodologia de desinfestacdao de explantes de
espécies florestais de interesse econémico como subsidio para o
desenvolvimento de protocolos de micropropagacéao e embriogénese
somatica. Para tal, foram desenvolvidos ensaios com segmentos
foliares e nodais retirados de mudas de castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa), que foram submetidos a varios tratamentos de assepsia com
diferentes agentes desinfestantes, concentracdes e tempos de
exposicao dos tecidos. Os explantes foram inoculados em meio MS
suplementado com sais, sacarose e agar e mantidos em ambiente
escuro com temperatura de 26 °C = 2 °C. Dentre os diversos
aplicados nos diferentes experimentos avaliados, observou-se tolerancia
dos explantes de castanheira ao tratamento com cloreto de mercurio.
Os resultados obtidos demonstraram a necessidade da ampliacdo de
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testes com combinacdes de principios ativos e tempos de exposicao
para o sucesso do estabelecimento de explantes assépticos de
castanheira-do-brasil.

Palavras-chave: cultura de tecidos vegetal, espécies lenhosas.

Introducao

O uso da técnica de cultura de tecidos vegetais em diversas espécies
florestais indica a possibilidade de obtencao, num curto espaco de
tempo, de grandes quantidades de novas plantas a partir de um Unico
explante em subcultivos periddicos. No entanto, essa alternativa para a
conservacao e utilizacdao do potencial econdmico dessas espécies ainda
necessita de pesquisas basicas e do desenvolvimento de protocolos de
multiplicacdo in vitro para seu perfeito entendimento e utilizacdo no
setor de producao.

Dentre os grandes beneficios da aplicacao dessa técnica no
melhoramento genético florestal e na propagacao de espécies esta a
possibilidade de identificar e fixar componentes aditivos e nao aditivos
da variabilidade genética por meio da propagacao clonal, principalmente
para aquelas espécies de grande valor econdmico e ecoldgico cuja
producao de mudas apresenta algum tipo de limitacao (GUERRA e
NODARI, 2006).

Na cultura de tecidos de plantas, que consiste num conjunto de
técnicas nas quais um tecido (explante) é isolado e cultivado sob
condicoes de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial (HARTMAN
et al., 2005), um dos principais entraves para seu desenvolvimento é a
contaminacdo do meio nutritivo por fungos, bactérias, leveduras, virus e
viroides. Esse tipo de contaminacao estabelece-se no meio e/ou material
vegetal, que pode ser patogénico para as plantas in vitro, ou latente,
competindo pelos nutrientes, produzindo substancias téxicas e inibindo
desenvolvimento do explante, ocasionando, assim, a sua perda.
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Em principio, existem quatro fontes de contaminacao: a fonte de
explante, o meio nutritivo, o ambiente e o operador (habilidade). O mais
importante destes é o explante que deve ser submetido a desinfestacao
antes de sua inoculacao, a fim de eliminar microrganismos exégenos.
Neste sentido, para prevenir ou eliminar a contaminacgao, vérias
pesquisas tém sido realizadas, as quais vao desde os estudos de
medidas de assepsia (ERIG e SCHUCH, 2003) até o uso de meio de
cultura com produtos antimicrobianos (SILVA et al., 2003; PEREIRA e
FORTES, 2003; HANDA et al., 2005). Entre as substancias com acéao
germicida, as mais comuns sao o etanol e os compostos a base de
cloro, tais como o hipoclorito de sédio e de célcio. Outros agentes
incluem o cloreto de mercurio, o acido cloridrico, o cloreto de
benzalcénio e o peréxido de hidrogénio. Também sao citados acidos ou
bases como o isopropanol e algumas substancias do grupo das bases
quaternarias, como os triquartenarios de aménio (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

A maioria das pesquisas relata o uso de substancias como hipoclorito
de sddio e etanol 70% e, em alguns casos, a adicdo de antibiéticos ao
meio de cultura (GARCIA e RAFAEL, 1990; LEIFERT et al., 1991;
BUCKLEY et al., 1995; TANPRASET e REED, 1998; REED et al., 1998).
Entre as espécies florestais tropicais, citam-se metodologias assépticas
com canjarana (ROCHA, 2005), cedro (NUNES et al., 2002) e Miconia
sp. (CID et al., 1997). Mais recentemente novos produtos estdo sendo
testados como o PPM® (Plant Preservative Mixture) que apresenta
restricdo quanto a seu uso em associacao a autoclavagem, utilizado
apenas para prevenir contaminagoes apés o processo (ERIG e SCHUCH,
2002).

Além dos produtos citados, para minimizar as contaminacoes é
recomendavel cultivar a planta matriz da qual serdo coletados os
explantes, em condicdes parcialmente controladas, como telados com
cobertura plastica ou casa de vegetacao. O cultivo de plantas nesses
ambientes permite maior controle de irrigacdo, adubacao e de pragas e
doencas.
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Portanto, esses avancos na geracao de informacdes no que se refere as
metodologias de assepsia e inoculacao de tecidos in vitro tem
contribuido de maneira significativa para as pesquisas de propagacao de
espécies tropicais de interesse econdmico e ecoldgico. E assim, dentro
desse cenario, este trabalho teve como objetivo testar diferentes
concentracoes de solucdes desinfestantes, combinacdes de principios
ativos e tempos de exposicdo na desinfestacao de explantes de
castanha-do-brasil (B. excelsa), como primeira etapa da pesquisa do
desenvolvimento de protocolos de micropropagacao e embriogénese
somatica da referida espécie.

Material e Métodos

Os ensaios descritos abaixo foram desenvolvidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Amazénia Ocidental,
localizado no Km 29 da Rodovia AM-010, Manaus, Amazonas.

Para os experimentos de assepsia relacionados foram utilizados
explantes (segmentos de folhas e nodais) coletados de mudas de
castanha-do-brasil (B. excelsa), mantidos em casa de vegetacao e
viveiro. Apds coleta, os explantes foram colocados em solucdo de dgua
e sabao e levados para ambiente de laboratério. Apdés nova lavagem em
agua estéril e detergente, os tecidos foram reduzidos a segmentos
menores e tratados nos diferentes ensaios estabelecidos, conforme
detalhado na Tabela 1.

Todos os procedimentos foram aplicados em ambiente asséptico de
camara de fluxo laminar, sendo que, apés a desinfestacao, os explantes
foram novamente reduzidos e transferidos para tubo de ensaio
contendo 10 mL meio de cultura com pH de 5,8 previamente
autoclavado a 121 °C durante 15 minutos, composto pela formulacao
MS (MURASHIGUE e SKOOG, 1962) com reducdo a metade da
concentracdo original de sais inorganicos, suplementado com 3% de
sacarose e 0,6% de agar.
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Tabela 1. Materiais e métodos utilizados na desinfestacdo de explantes de castanha-do-
brasil (B. excelsa). Embrapa Amazonia Ocidental, fevereiro, 2010.

Ensaio Assepsia e Meio de cultura

Imersédo de 30 explantes/tratamento em PPM® a 1% para folha e a 3% para
segmento nodal por 16 h seguido de HgCl,0,5% por 1 min + assepsia padrdo*

A (*alcool 70% por 1 minuto; hipoclorito 50% por 15 minutos; 3 lavagens com
agua estéril). Inoculacdo em meio MS/2 + carvao ativado a 0,2% + agrimicina®
e cercobin® (250 mg L cada).

Imersdo de 50 segmentos foliares / tratamento em PPM® 3% por 16 h seguido
dos tratamentos: T1 - HgCl, a 0,5% por 1Tmin + assepsia padrao; T2- Biocida
completo®** a 5% por 10 minutos + assepsia padrdo. Inoculacdo em meio MS/2
+ carvao ativado a 0,2% + Agrimicina® e Cercobin® (0,5% cada). * *Biocida
completo: PPM® + MgCl, e Mg(NO,) 2% a 2,3% cada, C,H,KO, e NaC,H,CO, a
2%.

Segmentos foliares retirados de mudas estabelecidas em viveiro telado tratadas
por cinco dias consecutivos de agrimicina® e cercobin® (0,2% cada) (G1).
Tratamento controle (sem aplicacdo) (G2). Vinte explantes/tratamento submetidos
c a imersdo em PPM® 3%/16 h seguido dos tratamentos com HgCI2 0,5% por 1
minuto (T1), 3 minutos (T2) e 5 minutos (T3) + assepsia padréo. Inoculacdo em
meio MS/2 + carvéo ativado a 0,2% + agrimicina® e cercobin® (0,5% cada).

20 segmentos foliares / tratamento submetidos a agitacdo por 4 horas em meio
MS liquido com 5% de PPM® (T1); solucdo antioxidante por 2 horas + meio MS
liquido com 50% de PPM® por 10 minutos (T2); PPM® a 1% por 16 h + HgCI2 a
0,5% por 2 minutos + assepsia padrdo (T3); solucédo antioxidante por 3 horas +
D HgCl, a 0,5% por 2 minutos + assepsia padréo (T4); PPM® a 1% por 16 h +

HgCl2 a 0,5% por 2 minutos + assepsia padrdo (T5). Explantes da assepsia T1 e
T2 inoculados em meio MS/ 2 + carvéao ativado 0,2% e, explantes da assepsia
T3, T4 e T5 inoculados em meio MS/ 2 + carvéao ativado 0,2% sem (T5) e com
(T3 e T4) agrimicina® e cercobin® (0,5% cada).

Imersdo de 10 segmentos foliares / tratamento em PPM® a 1% por 16 h seguido
de: assepsia padrédo (T1 e T6); HgCl2 a 0,5% por 1 min (T2 e T7) ou 2 min (T3 e
T8) + assepsia padrdo; HgCI2 a 0,5% por 1 minuto (T4 e T9) ou 2 min (T5 e

E T10) + assepsia padrdo + antioxidante por 15 min. Explantes da assepsia T1,
T2, T3, T4, T5 foram inoculados em meio MS/2 + carvao ativado a 0,2%.
Explantes da assepsia T6, T7, T8, T9, T10 foram inoculados em meio MS/2 +
carvéo ativado a 2% + agrimicina® e cercobin® (0,5% cada).

Imersé@o de 75 segmentos foliares / tratamento imersos em PPM® 1% por 16 h
seguido de: HgCI2 a 0,5% por 2 min (T1) ou 4 min (T2) + assepsia padrao.

F Inoculacdo em meio MS/2 + carvéo ativado a 0,2% + agrimicina® e cercobin®
(0,5% cada).
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Apés inoculacao, as culturas foram mantidas em ambiente escuro em
sala de crescimento com temperatura de 26 °C +2 °C. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com nimero
diferenciado de repeticOes por tratamento para cada experimento. Ao
final de 15-20 dias, as culturas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia
de explantes e a ocorréncia de contaminacao e de oxidacao.

A definicao desses ensaios tomou como base os resultados obtidos em
dois testes preliminares com segmentos nodais tratados com PPM®
(3%) por 16 horas, seguidos de imersdo em cloreto de mercurio (0,5%)
por 1 minuto, alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio comercial a
50% por 15 minutos e lavagem triplice em &gua estéril. Esses
tratamentos resultaram em 52% e 48% de explantes livres de
contaminantes quando inoculados em meio meio MS/2 suplementado
com carvéo ativado 2 g.L", PPM® 0,5% ou agrimicina® e cercobin® 250
mg.L", respectivamente.

Os valores encontrados foram submetidos a andlise estatistica
descritiva e a analise de variancia utilizando como nivel de significancia
a margem de erro de 5% e, quando encontrada diferenca
estatisticamente significante, foi aplicado o teste de comparacao
multipla de Tukey (5%).

Resultados e Discussao

A associacdo do PPM®, cloreto de mercurio, agrimicina® e cercobin®,
utilizada no ensaio A, resultou em 87% e 90% de explantes livres de
contaminantes para segmentos nodais e foliares, respectivamente. Na
eficiéncia dessa associacao ressalta-se a tolerancia dos tecidos de B.
excelsa ao contato com o metal pesado, cloreto de mercurio,
considerado altamente téxico tanto as plantas como aos animais
podendo ser encontrado no solo, 4gua e atmosfera (CATHUM et al.,
2005). Também a imersao em biocida e a adicao de
fungicida/bactericida ao meio de cultura contribuiram para a
porcentagem de explantes assépticos obtidos.
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No ensaio B, por sua vez, essa associacdo nao repetiu a mesma
eficiéncia, visto que no tratamento 1 de mesma composicao do ensaio
anterior o controle da contaminacéao foi de somente 18%. O tratamento
2, que utilizou um biocida sem a presenca de metal pesado como
alternativa menos poluente e téxica, nao apresentou efeito algum sobre
os fungos contaminantes, com perda total dos explantes. Atribui-se
esse resultado ao fato de a coleta de explantes ter sido realizada em
periodo de elevada precipitacao pluviométrica na regiao, e a exposicao
das plantas matrizes ao excesso de umidade.

A descontaminacao de explantes coletados de plantas matrizes
pulverizadas com agrimicina® e cercobin® (Ensaio C) resultou em altos
indices de contaminacado, com 90% em G1T1, 95% em G1T2, 85% em
G1T3, 100% em G2T1, 90% em G2T2 e 95% em G2T3. Esses
resultados demonstraram a dificuldade da descontaminacao de plantas
doadoras que nao estejam protegidas de precipitacédo direta, como no
caso de plantas de populacao nativa, e reforcando a necessidade de
estabelecimento de matrizes em casa de vegetacao associado a pré-
tratamentos destas, visto que a forma de manejo e a origem das plantas
matrizes sdo determinantes para o controle da contaminacao por
microorganismos, principalmente quando relacionada aos
microorganismos endofiticos.

Os resultados obtidos no ensaio D (Tabela 2), também implementado
durante o periodo chuvoso, nao resultaram em valores considerados
eficientes, apesar da diferenca significativa entre os tratamentos. A
suplementacdo do meio de cultura com agrimicina® e cercobin® reduziu
a contaminacao nos tratamentos 3 e 4, apesar da perda devido a
oxidacdo (40%). Comportamento similar a este foi observado por
Cordeiro et al. (2009) com erva-mate (/lex paraguariensis), que afirmam
que a maior dificuldade em estabelecer essa espécie in vitro seja a
existéncia de microorganismos endofiticos associados, além da
oxidacao dos explantes. Em razdao do observado no presente trabalho,
sugere-se a realizacao de novos testes com outros agentes
antioxidantes e em menores concentracdes, evitando a fitotoxicidade
dos agentes descontaminantes.
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Tabela 2. Perda de explantes foliares de castanha-do-brasil (B. excelsa)
apods inoculagéo in vitro, submetidos a diferentes condicoes de
assepsia. Embrapa Amazénia Ocidental, fevereiro, 2010.

Ensaio Contaminacéo (%)

T1- 100 a
T2- 100 a
D T3-85b
T4- 60 c (40% oxidacéo)
T5- 100 a

T1- 100 a

T2- 100 a

T3- 100 a

T4- 100 a

T5- 100 a

T6-60b

T7-40c

T8-40c

T9- 10 e0 (90% oxidacao)
T10- 20 d

T1 - 41a (2% oxidacao)
T2 - 67a

Médias seguidas de mesma letra nado diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Para o ensaio E, alguns tratamentos surtiram maior efeito no controle
da contaminacdo, como no tratamento 10 (imersdo em PPM® a 1% por
16 h seguido de assepsia padrao e HgCI2 a 0,5% por 2 minutos) com
apenas 20% de perdas de explantes. O tratamento 9, por sua vez,
apesar de baixa porcentagem de contaminantes, apresentou elevada
oxidacdo (90%). A elevacao do periodo em contato com o cloreto de
mercurio no ensaio F apresentou maior perda por contaminantes.



Anais da VIl Jornada de Iniciacdo Cientifica da
Embrapa Amazdnia Ocidental

Problemas semelhantes foram observados por Philip et al. (1992) na
assepsia de pimenta-do-reino, em que a eficiéncia do melhor tratamento
com cloreto de mercurio foi de 20%, em razao de toxidez deste aos
explantes. Assim, recomenda-se a ampliacdo de ensaios visando ao
equilibrio entre a eficiéncia da assepsia e a viabilidade dos explantes.

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

e Os resultados obtidos confirmam a grande dificuldade de limpeza de
tecidos de espécies arbdreas tropicais para o cultivo in vitro devido a
elevada presenca endbégena e exdégena de microrganismos.

¢ Nenhum dos tratamentos testados nos diferentes ensaios controlou
completamente o crescimento de microorganismos no
estabelecimento in vitro de explantes de B. excelsa.

e Apesar da taxa de contaminacao observada, a utilizacao de
fungicidas/bactericidas (agrimicina®, cercobin® e PPM®) foi essencial
tanto nos pré-tratamentos laboratoriais como na assepsia dos
explantes foliares de castanheira.

Adicionalmente, sao pontos de relevancia a serem considerados para o
sucesso de trabalhos futuros de estabelecimento de explantes
assépticos de castanha-do-brasil; as condicdes de manutencao da
planta-matriz e a ampliacdo nas combinag¢des de principios ativos e
tempos de exposicao dos tecidos vegetais.
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