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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: O controle da contaminacao exégena é um dos desafios nos cultivos in
vitro, principalmente quando se trata de germinacao. ContaminacOes sao
responsaveis pelos baixos indices de germinagcao e sobrevivéncia das plantulas.
Apesar de abundante literatura alusiva a assepsia de sementes de eucalipto e outas
Myrtaceae para cultivos in vitro, o baixo percentual de germinagao parece ser uma
constante. Este estudo visa estabelecer um protocolo de assepsia de sementes de
Eucalyptus grandis que garanta bons percentuais germinativos e de sobrevivéncia
das plantulas. Para isso, sementes peletizadas foram lavadas com agua corrente
e/ou esterilizada, imersas em etanol 70%, hipoclorito de sédio 1; 2,5 e 5% e em
solucao fungicida Maxim 1%, em diferentes sequéncias e tempos, perfazendo cinco
tratamentos. Apds assepsia, cada semente foi colocada em um tubo de ensaio
contendo meio Murashige & Skoog. O experimento foi mantido em sala de
crescimento por 64 dias, com fotoperiodo e temperatura controlados. Percentual de
germinacao, contaminacao, enraizamento e de sobrevivéncia foram analisados
através de delineamento experimental inteiramente casualizado.

PALAVRAS-CHAVE: assepsia, sementes; eucalipto, contaminacao.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto (Figura 1) € uma planta arb6rea lenhosa originaria da Australia
gue possui grande importancia econdmica. Seu uso industrial € uma das atividades
que mais se expande no setor florestal mundial. Diferentes espécies de eucalipto e
seus hibridos estdao entre as principais fontes de biomassa lenhosa com alto
potencial de utilizagdo como matéria-prima para diversos setores, como o de papel
e celulose (devido a baixa concentracao de lignina e fibras de alta resisténcia),
madeireiro e energético, sendo uma alternativa as florestas nativas (Almeida et al.,
2010; Grattapaglia e Kirst, 2008).

Caracteristicas como o rapido crescimento, adaptabilidade a diferentes tipos
de solo e clima e presenca de fibras de alta qualidade contribuem para o crescente
interesse nesta arvore (Paiva et al., 2011). Além disso, o interesse nessas espécies
tem aumentado devido ao seu potencial para uso em setores emergentes, como o
de biocombustiveis e biomateriais (Bozell et al., 2007), além dos usos comuns
citados anteriormente. E. grandis, por sua vez, € a espécie mais comumente plantada
no Brasil (Canettieri et al., 2007). Estima-se que as plantacoes de eucalipto ocupem
mais de 20 milhdes de hectares ao redor do mundo (Iglesias-Trabado e Wilstermann,
2008).

O
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Figura 1 - (A) Aspecto geral do tronco lenhosos de Eucalyptus grandis evidenciando a "saia" éspéra
que ocorre na porcao inferior; (B) Frutos secos; (C) Sementes; (D) Aspecto geral das folhas; (E) e (F)
Flores e frutos.

Cultivos in vitro envolvendo inimeras espécies de eucalipto tem sido
relatados pela bibliografia, revelando que assepsias em explantes (segmentos
nodais, folhas e ramos, etc) oriundos diretamente da natureza oferecem dificuldades
praticas e sao, geralmente, ineficazes na producao de plantulas assépticas,
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principalmente quando a meta € se obter uma grande populacao de eucalipto.
Protocolos de cultura de tecidos de plantas devem, independente- mente do fim a
que se destinam, proporcionar plantas uniformes, produtivas e livres de toda classe
de patégeno (Cid e Zimmermann, 2006).

Um dos maiores desafios dos cultivos in vitro de plantas é a contaminacao
exdgena. Contaminacoes sao, em grande parte, responsaveis pelos baixos indices
nas taxas de germinacao de sementes e de desenvolvimento e sobrevivéncia das
plantulas. O estabelecimento de uma cultura asséptica € a fase mais critica da
micropropagacao. Os meios de cultura sao ricos em compostos organicos como
acucares, aminoacidos e vitaminas, os quais proporcionam condicdes favoraveis
para o desenvolvimento de bactérias e fungos (Fermino Junior et al., 2009).

Em principio, existem quatro fontes de contaminacao: a fonte de explante,
meio nutritivo, 0 ambiente e o operador (habilidade). Outro fator relacionado a
contaminacao na propagacao in vitro € o tamanho da semente (Pierik, 1997). O mais
importante destes é a fonte de explante que deve ser desinfestada antes da
inoculacao in vitro a fim de eliminar microrganismos exégenos. Contaminacdes por
fungos e bactérias comprometem potencial germinativo das sementes e podem
gerar plantulas anormais, (Corder e Borges Jr., 1999). Sendo assim, para que a
plantula formada a partir da germinacao in vitro possa ser fonte de explante
confiavel, os métodos de desinfestacao devem ser eficazes, proporcionando total
auséncia de agentes patologicos.

Detergentes neutros, surfactantes e tensoativos sao frequentemente
utilizados apos pré-lavagens. O etanol € o desinfetante mais empregado. Além da
acao germicida, o etanol tem acao surfactante e facilita a acao de outros produtos
sendo utilizado em concentragcoes de 70 a 80%. Dentre as varias substancias
germicidas a base de cloro utilizadas para desinfestacao de explantes, dentre eles,
as sementes, as mais comuns sao o hipoclorito de sodio, ou o hipoclorito de calcio.
Outras substancias tém sido adicionadas ao meio de cultivo a exemplo de
reguladores de crescimento, antibioticos, fungicidas, carvao ativo, na tentativa de
minimizar o problema. (Couto et al., 2004; Bandeira et al., 2006; Dutra et al., 2009;
Effegem et al., 2014; Houllou et al., 2014; Mamedes e Silva, 2010; Nascimento et
al.,, 2007; Sousa et al.,, 2007; Teixeira et al., 2008). Aqui, optou-se pelo uso do
fungicida Maxim e o problema que surge € quando a populacao a ser gerada se
destina aos estudos in vitro de micorrizacao, como é o caso da linha de pesquisa em
nosso laboratério. Micorrizas sao associacoes simbidtico-mutualisticas entre fungos
e raizes de plantas hospedeiras e fungos dos géneros Pisolithus e Scleroderma sao
simbidticos/mutualistas com varias espécies de Eucalyptus, os quais seriam
“contaminantes” endégenos (Rachid et al., 2015).

Em decorréncia da natureza asséptica dos cultivos in vitro, tratamentos que
visam a eliminacado dos contaminantes podem exterminar estes (micro) organismos,
tao necessarios para a germinagao de sementes e desenvolvimento das espécies
hospedeiras, provocando baixos indices germinativos e de crescimento vegetal.
Portanto, o0 controle da contaminacao, nesse caso deve atingir apenas
contaminantes exdgenos.

s
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Dessa forma, para obtencao de uma grande populacao de Eucalyptus grandis
in vitro para posteriores experimentos e destinos de infinitas naturezas, a
germinacao in vitro se coloca como um alentadora alternativa na clonagem desta
espécie, uma vez que sua semente é de facil enraizamento natural (Moura e
Guimaraes, 2003), somado ao fato de que explantes sao de dificil assepsia, além de
que aqueles provenientes das demais espécies de Eucalyptus, bem como aqueles
da maioria das espécies lenhosas, exibem recalcitrancia ao enraizamento (Almeida
et al., 2010; Batista et al., 2014; Browse, 1978; Dias et al., 2012; Fermino Junior e
Scherwinski-Pereira, 2012; Hartmann et al., 2002; Mantovani et al., 2001; Xavier et
al., 2003Xavier e Otoni, 2009).

A despeito da existéncia de varios protocolos de assepsia de sementes para
germinacao das espécies de Eucalyptus, o baixo rendimento germinativo parece ser
uma constante (Alcantara et al., 2011; Brondani et al.,, 2009; Dutra et al., 2009).
Assim sendo, este trabalho visa estabelecer protocolo de assepsia de sementes
peletizadas de E. grandis de facil, rapido e reproduzivel método de germinacao in
vitro que garanta bons percentuais germinativos, de enraizamento e sobrevivéncia
das plantulas para posterior estudos de micorrizacao.

2. MATERIAL E METODOS

Sementes peletizadas de E. grandis, foram lavadas com agua (H20) corrente
e/ou deionizada, destilada esterilizada em autoclave, imersas em etanol (EtOH) 70%,
hipoclorito de sédio (HCIO) 1%, 2,5% ou 5% e em solucao fungicida Maxim 1%, em
diferentes sequéncias e tempos de imersao, perfazendo cinco tratamentos de
assepsia (Tabela 1); todos baseados na literatura (Alcantara et al., 2011; Brondani
et al., 2009; Dutra et al., 2009; Mamedes e Silva, 2010; Nascimento et al., 2007).

Tabela 1 - Resumos dos tratamentos de assepsia de sementes peletizadas de E. grandis

Tratamentos, ~
I Lavagem Imersao ~ - Lavagem em H20
Especificagdes Imersdao em Imersao em . .
em H20 em EtOH . deionizada, destilada e
tempos e NaCIO Maxim 1%
corrente 70% autoclavada
Ordens
1 1° 2° 3° 4° 5°
Amin. 1min. 5%/10min. 10 min. 3 lavagens/1min. cada
T2 10 20 30 _ 40
Imin. Imin. 5%,/15min. - 6 lavagens/1min. cada
3 1° 2° 3° 4° 5°
Imin. 2min. 2,5%/20min. 10 min. 3 lavagens/1min. cada
T4 10 20 30 40 50
Imin. Imin. 1%/10min. 20 min. 3 lavagens/1min. cada
T5 10 20 30 _ 40
1min. 2min. 1%/5min. - 6 lavagens/1min. cada
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Todas as etapas de assepsia foram realizadas em camara de fluxo laminar, a
excecao das lavagens com agua corrente e confeccao das solucoes dos
desinfetantes. Ap6s a assepsia, cada sementes foi colocada em um tubo de ensaio
(1 semente/tubo), contendo 15 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) a 50%
da concentracao de sais e suplementado com 20g de sacarose pH ajustado para 5,8
antes da adicao de 6g.L'! de agar, vedados com tampa de papel aluminio e
autoclavados (20 minutos, a 121°C. e 1,0 Atm de pressao). Na composicao original
do meio MS, sao usados 30g.L'1. Aqui, optou-se pelo uso reduzido de sacarose
(20g.L1), com objetivo de auxiliar a diminuicao da contaminacao. Reducao da oferta
de fonte de carbono provoca efeito deletério mais contundente em microrganismos
do que nas sementes e/ou plantulas (Damiani e Schuch, 2009; Erig e Schuch, 2005).

O cultivo foi mantido por 64 dias em camara de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas/luz (lampadas brancas frias) e temperatura de 25+2°C., quando foram
tomadas as avaliacoes. A data de término do experimento foi determinada quando
75% das plantulas atingiram a tampa de aluminio do tubo de ensaio, estabelecida
em experimentos anteriores (dados nao mostrados). Os parametros avaliados foram:
percentual (%) de germinacao, de contaminacdo, de enraizamento e de
sobrevivéncia. Cada tratamento contou com 40 repeticoes e o0 experimento foi
realizado em triplicata. O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado. Os softwares utilizados foram Excell, para a confeccao dos graficos e
SPSS for Windows 22.0 para o calculo das ANOVAS, com valor critico de p<0.05 para
teste de Duncan na comparacao das médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes deram inicio a germinacao aos quatro dias apods a inoculacao,
independente do tratamento de assepsia a que foram submetidas. O pellet nada
influenciou nos resultados, pois durante as lavagens com agua corrente ele foi
totalmente removido. Foram consideradas germinadas as sementes que emitiram
radicula, conforme Souza e Cardoso (2000).

Tabela 2 - Resumos dos tratamentos de assepsia de sementes peletizadas de E. grandis

A Contaminagéo Enraizamento Sobrevivéncia
Tratamentos Germinacgao (%) %) %) %)
T1 66,67+0,48 a* 20,83+0,41 a 78,73+0,41 a 92,50+0,27 a
T2 36,67+0,49 ¢ 0,83+0,05 b 90,95+0,37 a 100,00+0,00 a
T3 00,00+0,00 e 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
T4 28,33+0,45 d 0,00+0,00 ¢ 88,38+0,32 a 100,00+0,00 a
5 41,67+0,49 b 0,00+0,00 ¢ 96,08+0,16 a 98,04+0,00 a

* Os valores representam as médias de trés replicatas independentes + DP (n = 40,
barras de erros = +DP). ANOVA aplicada com valor critico de p<0.05 e Teste de
Duncan adotado para comparacao das médias. Letras iguais nao apresentam
diferenca estatistica significativa.
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De acordo com a Tabela 2, observa-se claramente que o Tratamento 1 (T1)
foi o que apresentou os melhores rendimentos em termos de percentual de
germinacao (66,67+0,48), mas o pior em termos de percentual de contaminacao
(20,83+0,41). Mesmo assim, a contaminacao nao influenciou nos demais quesitos,
onde percentual de enraizamento e sobrevivéncia (estabelecimento das plantulas)
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, a excecao de T3, que
apresentou percentual de germinacao 00,00+0,00%, apesar do mesmo valor para
percentual de contaminacao. Estes resultados sao fortemente respaldados pelos
experimentos de assepsia de Alcantara et al. (2011), também com sementes de E.
grandis.

O tratamento 3 (T3), que emprega o maior tempo em imersao em NaClO (20
min.), embora na concentracao mediana (2,5%) nao permitiu a germinacao de
nenhuma semente, apesar de, igualmente nao exibir nenhuma contaminacao. Dessa
forma conclui-se, que o tempo de imersao das sementes de eucalipto em hipoclorito
€ um fator limitante para germinacao dentre os demais protocolos utilizados neste
experimento, desde que nao ultrapasse 15 minutos, mesmo estando o NaClO em
concentracoes comerciais (2,5%). A soma dos fatores tempo de imersao em EtOH
70% e em NaClO nos tempos mais elevados, dois € 20 minutos, respectivamente,
pode ter contribuido para o total fracasso de T3 para producao de plantulas, muito
embora tenha apresentado um percentual de 0% de contaminacao. Resultado muito
semelhante foi relatado por Mamedes e Silva (2010), em que sementes com ala
membranacea de Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae) foram desinfetadas com
EtOH 70% por 15 minutos, seguida de desinfeccao com NaClO 2% por 50 minutos,
rendendo 0% de germinacao e, apenas, 4% de contaminacao. Tempos prolongados
de imersdo em mais de um tipo de desinfetante, mesmo em concentracoes usuais,
parecem ter efeito deletério na germinacao de sementes.

A resposta negativa proveniente da aplicacao de mais de um tipo de
desinfetante pode ser explicada por resultado oposto obtido por Nascimento et al.
(2007): sementes de Parapiptadenia rigida (Fabaceae) desinfetadas por
concentracoes moderada (2,5%) e alta (5,0%) de NaClO por tempos elevados 30 e
15 minutos, respectivamente, forneceram os melhores resultados em termos de
percentual de germinacao e os menores percentuais de contaminacao, mas sem uso
de qualquer outro agente desinfetante. Experimentos de assepsia em sementes de
Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae), mas com ala membranacea realizados por
Mamedes e Silva (2010) também apresentaram bons resultados quando as
sementes eram submetidas a longos tempos de imersao em, apenas, um produto.

Em concentracoes mais altas de NaClO (5%), como no caso de T1, mas tempo
de imersao inferior a 15 minutos, as sementes respondem positivamente ao
percentual de germinacao, tornando este tratamento o melhor em termos de
percentual de germinacdo. Portanto, concentracbes de NaClO 5% podem,
perfeitamente, ser aceitaveis, desde que, o tempo de imersdo nao ultrapasse 15
min., como em T2, o terceiro melhor resultado no ranquiamento germinativo
(36,67+0,49). Estes resultados podem ser corroborados por experimentos similares
com sementes de Parapiptadenia rigida (Fabaceae) desinfetadas com NaClO (Couto
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et al., 2004; Nascimento et al., 2007). Cabe salientar que T1 e T2, além da imersao
em NaClO 5% em tempos de 10 e 15 minutos de imersao, respectivamente, contam
com imersao em EtOH 70% durante 1 minuto. Mas em T5, este tempo se eleva para
2 minutos, o que lhe confere o grau de segundo melhor tratamento (41,67+0,49).
Neste caso, a reducao na concentracao (1%) e no tempo de imersao (5 min.) em
NaClO no T5 é compensada pelo aumento de tempo de imersao em EtOH 70%
(2min.), quando se compara com T2. Mas tal compensacao nao € o suficiente
quando se compara com T1. Mesmo assim, T1 que apresenta os melhores
rendimentos na germinacao, foi também o tratamento que apresentou o mais alto
indice de contaminacao, indicando que a presenca do fungicida foi irrelevante na
contencao da contaminacao fungica exégena no experimento, uma vez que nos
tratamentos T2 e T5 este produto nao foi incorporado ao protocolo de assepsia.

Combinando estes resultados, podemos inferir que o maior percentual de
germinacao de T1 pode ser creditado a presenca do fungicida Maxim 1%. O fungicida
pode ter controlado contaminantes durante o processo germinativo, permitindo a
germinacao das sementes, mas perdendo a forca de acao ao longo dos 64 dias de
cultivo, e por isso T1 apresentou altos indices de germinagcao e contaminacao. Estes
resultados sao extremamente semelhantes aos encontrados por Alcantara et al.
(2011), mas estes autores optaram pelo uso de Benomyl, um fungicida sistémico. A
escolha por Maxim em detrimento do uso de Benomyl, decorre do fato de que este
ultimo é indicado como fungicida sistémico para folhas e outras partes aéreas, e, por
isso, um fungicida muito agressivo, enquanto que Maxim é um fungicida de contato
de amplo espectro com atividade residual e tem uma limitada absorcao pela
semente e uma pequena translocacao dentro da plantula, empregado para
tratamento de doencas da semente.

Tal incoeréncia destes resultados, ou seja, apresentacao dos maiores
percentuais de germinacao e contaminacao em um mesmo tratamento (T1), mesmo
nas concentracoes mais altas de NaClO (5%) por tempo moderado (10 min.) pode
ser explicada pelo fato de que, apesar dos processos de desinfestacao utilizarem
substancias que normalmente promovem a eliminacao de contaminantes
microbianos da superficie dos explantes, os endofiticos nao sdo eliminados (Houllou
et al.,, 2014). Estudos sobre germinacao in vitro de sementes de varias espécies
arboreas nativas da mata atlantica brasileira revelaram que percentual de
contaminacao das sementes durante o estabelecimento in vitro demonstrou que
cada espécie apresenta microbiota endofitica especifica e sendo assim, o sucesso
no estabelecimento in vitro e resgate de sementes pode variar a depender da
condicao fitossanitaria natural das sementes (Houllou et al., 2014).

Em estudos com desinfestacao de sementes de mogno (Swietenia
macrophylla King), Couto et al. (2004) observaram 89% de contaminacao quando as
sementes nao eram submetidas ao tratamento com substancias desinfetantes.
Outros pesquisadores desinfestaram as sementes de mogno com etanol 70% e
hipoclorito de sédio comercial na concentracao de 5,5% (Valverde-Cerdas et al.,
1998). Com Cedrela fissilis as sementes foram desinfestadas com hipoclorito de
sodio a 2,5% (Nunes et al.,, 2002). Tais contaminacdes, apés 0 processo de
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desinfestacao das sementes, podem ser decorrentes da existéncia de colbnias
endofiticas dos microrganismos nao expostas as substancias utilizadas na
desinfestacao das sementes. (Houllou et al., 2014)

Além do tipo e fonte do explante, meio de cultura, qualidade do ambiente e
operador (manipulagao/ habilidade), o tamanho do explante/semente também se
converte em mais uma fonte de contaminacao nos cultivos (Pierik, 1997). Sementes
de E. grandis sao muito pequenas (Fig. 1 C) e, durante os procedimentos de assepsia
e inoculacao das sementes ao meio de cultura, grandes quantidades de material
inerte sao geradas como resultado da dificil manipulagao, o que pode contribuir para
inoculacao simultanea de microrganismos ao meio (Alcantara et al.,, 2011). Na
desinfestacao de sementes de eucalipto, McComb e Bennett (1986) relatam que a
desinfestacao depende do tamanho e espessura do revestimento da casca.
Termignoni et al. (1996) utilizaram hipoclorito de sédio a 0,12 % por 15 minutos na
desinfestacao de sementes de E. dunnii. Ja para E. marginata, que possui sementes
grandes e com revestimento mais espesso, pode-se tratar as sementes com 5 % de
hipoclorito de sodio por 1 hora (Cahill et al., 1992). Portanto, o pequeno tamanho
das sementes de E. grandis também pode ter contribuido para os resultados obtidos
no presente trabalho.

Os demais tratamentos apresentaram bons resultados na desinfeccao em
decorréncia do aumento dos tempos de imersao em EtOH 70% (T3 e T5) e/ou NaClO
(T2 e T3) e/ou fungicida (T4). Assim sendo, tratamentos que exibiram os maiores de
tempos em exposicao aos desinfetantes (T2, T3, T4 e T5) foram mais eficazes na
assepsia, mas 0s mais prejudiciais ao processo germinativo das sementes.
Sementes selecionadas comerciais de E. grandis apresentam um potencial
germinativo entre 87 a 97% na natureza, o que Ihes confere a caracteristica de facil
germinacao (Aguiar et al., 1988; Moura e Guimaraes, 2003). Com frequéncia,
desinfetantes podem apresentar um efeito abrasivo ou de escarificacao no
tegumento da semente, lesando o embridao, 0 que explicaria os menores indices
germinativos exibidos pelos tratamentos de assepsia mais eficientes (T2, T3, T4 e
T5) (Corder e Borges Jr., 1999; Sousa et al., 2007). E isso pode ser a explicacao do
motivo pelo qual tratamentos mais drasticos aplicados as sementes de E. grandis
proporcionaram os piores resultados em termos de percentual de germinacao.

O préximo parametro a ser discutido € o percentual de enraizamento. A
avaliacao deste parametro de crescimento é relevante no caso de assepsia de
sementes de eucalipto em vista de que varias espécies do género Eucalyptus exibem
enraizamento recalcitrante (Almeida et al., 2015; Dutra et al., 2009; Corréa et al.,
2005), o que inviabiliza o estabelecimento das culturas, mesmo em cultivos in vitro.
Dessa forma, a sobrevivéncia das plantulas depende, em muito, desta fase de
crescimento vegetal. E necessario, portanto observar e estudar o enraizamento das
sementes de E. grandis ap0s assepsia e avaliar seu potencial de enraizamento, uma
vez que, na natureza, suas sementes sao de facil germinagao e enraizamento (Aguiar
et al., 1988; Almeida et al., 2015; Moura e Guimaraes, 2003) devido a, pelo menos,
ampla faixa de temperatura 6tima de germinacao: de 17 a 33°C. (Souza e Cardoso,
2000).
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Uma vez que os trabalhos em nossos laboratoérios envolvem estudos alusivos
a formacao de micorrizas in vitro, mais precisamente, alusivos as substancias
produzidas pelos fungos simbi6tico-mutualistas que promovem e incrementam o
enraizamento de suas hospedeiras (Ek et al., 1993; Lei et al., 1995; Mitchell et al.,
1996), os tratamentos de assepsia nao devem interferir no desenvolvimento normal
das plantulas a partir da germinacao e por isso enraizamento deve ser garantido. De
modo geral, cultivos in vitro de espécies lenhosas apresentam recalcitrancia ao
enraizamento (Almeida et al., 2015; Batista et al., 2014; Browse, 1978; Dias et al.,
2012; Dutra et al., 2009; Corréa et al., 2005; Fermino Junior e Scherwinski-Pereira,
2012; Hartmann et al., 2002; Mantovani et al., 2001; Xavier et al., 2003; Xavier e
Otoni, 2009), mas in natura ele é fortemente influenciado pela presenca de
micorrizas, devido o teor de auxinas e outras substancias promotoras de
enraizamento presentes nos fungos micorrizicos (Ek et al., 1993; Lei et al., 1995;
Mitchell et al., 1996; Scagel e Linderman, 1998). Estudos recentes revelam que a
auséncia desta relacao simbidtico-mutualistica é que parece ser excecao dentro do
reino vegetal (Bonfante e Anca, 2009; Houllou et al., 2014).

Ademais, enraizamentos recalcitrantes requerem adicao de hormoénios
vegetais ao meio de cultura para seu desenvolvimento, o que prejudicaria a avaliacao
da influéncia das micorrizas. O enraizamento adventicio € uma das etapas-chave na
clonagem in vitro. Para evitar tais problemas, adotou-se a espécie E. grandis, que
apresenta capacidade de enraizamento maior que as demais (Almeida et al., 2010,
Almeida et al., 2015; Bandeira et al., 2006).

Os tratamentos utilizados nao provocaram qualquer efeito no percentual de
enraizamento, ou seja, nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
quando se avalia o percentual de enraizamento. Também pode-se observar que a
contaminacao presente nos tratamentos T1 (20,83+0,41%) e T2 (0,83+0,05%),
branda o suficiente de modo a nao causar, pelo menos estatisticamente, danos ao
enraizamento, nos tratamentos supracitados. Experimentos de germinacao de
sementes de E. grandis prévios (dados nao mostrados) visando a influéncia da
concentracao de sacarose na germinacao e estabelecimento das plantulas
demonstrou nao afetar a germinagcao, nem o0 enraizamento. Estes dados sao
respaldados por experimentos de Erig e Schuch (2005) e Damiani e Schuch (2009).
Estes autores revelaram que, mesmo em condicoes de micropropagacao
fotoautotroficas de varias espécies agricolas, a diminuicdo ou remocao dos teores
da fonte de carbono (sacarose e outros tipos de aclcares) nao s6 contribui para
aumento do enraizamento, do nimero e comprimento de raizes, massa fresca total
e sobrevivéncia das plantulas, mas também para forte reducao do risco de
contaminacao microbiana (Erig e Schuch, 2005; Damiani e Schuch, 2009).

Comumente, microrganismos infectantes e sementes e/ou plantulas
competem pelos nutrientes do meio de cultivo (Fermino Junior et al., 2009; Sousa et
al.,, 2007). Além disso, patégenos podem produzir ocasionalmente substancias
toxicas, que podem interferir negativamente na germinacao, bem como no
crescimento e desenvolvimento dos explantes, o que inclui o enraizamento e
formacao de partes aéreas (Sousa et al., 2007). Em adicao aos fatores abioticos
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(temperatura, luminosidade, fotoperiodo, composicao do meio nutritivo, entre
outros), fatores bidticos como presenca de herbivoros, patdgenos e parasitas sao
capazes de produzirem aleloquimicos prejudiciais ou ndo a germinacao de sementes
ou no crescimento e desenvolvimento das plantulas cultivadas in vitro. Estresses
bidticos podem estimular a sintese de aleloquimicos nas plantas, como defesa
vegetal, o que deslocaria o metabolismo primario no sentido do secundario,
ocasionando perdas nos parametros de crescimento vegetal. E como resultado,
taxas de crescimento e desenvolvimento tendem a decrescer (Scognamiglio et al.,
2013; Nascimento e Fett-Neto, 2010). Ademais, baixas concentracoes de aglcares
como fonte de carbono e energia, tentem a afetar mais drasticamente a
sobrevivéncia dos microrganismos patogénicos do que a sobrevivéncia das
plantulas, na competicao por nutrientes (Erig e Schuch, 2005; Damiani e Schuch,
2009; Fermino Junior et al., 2009; Sousa et al., 2007).

No caso deste experimento (Tabela 2), a branda contaminagao de T1
(20,83+0,41%) e T2 (0,83+0,05%), apesar de serem as mais altas obtidas neste
experimento, nao se mostrou de maneira ameacadora na disputa pelo alimento, na
fase de plantulas, quando se compara percentual de germinacao versus percentual
de contaminacao. Mas foi mais nociva para o processo de germinacao, quando se
relaciona percentual de germinacao versus percentual de contaminacao. Além disso,
sementes de E. grandis sao de facil germinagao e enraizamento (Aguiar et al., 1988;
Moura e Gumaraes, 2003).

Coerentemente, meios €/ou sementes menos contaminados (T2, T3, T4 e T5)
proporcionaram os maiores valores absolutos de sobrevivéncia das plantulas, muito
embora sem diferenca significativa entre si e entre T1, a excec¢ao de T3, que nao
permitiu qualquer germinacado. Castellani et al. (1996) ressaltaram que a
contaminacao das sementes pode afetar, de forma severa, a qualidade fisiolégica e,
em alguns casos, inibir por completo a capacidade germinativa das sementes.

Em experimentos muito similar ao aqui presente, realizados por Alcantara et
al. (2011) com sementes de E. grandis, suportam largamente nossos resultados: 1°
lavagem com 1°) imersao em agua estéril/30 seg.; 2°) imersao em EtOH
70%/30seg.; 3°) imersao em NaClO 2,5%/20 min.; 4°) imersao em Benomyl
1%(fungicida) /20 min. e 5°) trés lavagens com agua esterilizada, foi o tratamento
que apresentou o melhor resultado em estabelecimento da cultura in vitro, ou seja,
sobrevivéncia. Mesmo assim, a escolha por Maxim rendeu resultados ainda
melhores no quesito percentual de sobrevivéncia: independente do tratamento (a
excecao de T3) a que as sementes foram submetidas, os valores variaram entre
92,50+0,27 e 100,00+0,00%, enquanto que Alcantara et al. (2011) conseguiram
87,5%. Fermino Junior et al., (2009) trabalhando com cultivos in vitro, concluiu que
a lavagem dos frutos seguida por desinfestacao em alcool 70% e hipoclorito de sédio
2,5% mostrou-se eficiente para os fatores avaliados percentual de contaminacao,
com menor oxidacdo e maior sobrevivéncia independente da espécie ser uma
lenhosa ou palmeira. O sucesso da técnica de micropropagacao tem como ponto de
partida a recomendacao de um protocolo de assepsia e estabelecimento in vitro com
0 maior niumero de explantes assépticos, menor producao de compostos fendlicos
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(oxidacao) e maior sobrevivéncia dos explantes para as etapas seguintes. Segundo
Grattapaglia e Machado (1998), o estabelecimento de uma cultura asséptica € a
fase mais critica da micropropagacao.

4. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

O uso de sementes peletizadas de E. grandis nao interferiu em nenhum dos
parametros avaliados, uma vez que foi totalmente removido durante o processo de
assepsia das sementes. Os resultados aqui obtidos nao diferem significativamente
daqueles encontrados na literatura que usam sementes nao-peletizadas e os
protocolos de assepsia adotados nao foram capazes de ocasionar incrementos no
percentual germinativo, mas o foram para eliminar totalmente a contaminacao,
garantindo excelentes rendimentos em termos de enraizamento e sobrevivéncia das
plantulas germinadas. Além disso, o uso de fungicida Maxim nao prejudica o
processo germinativo, desde que o tempo de imersao seja inferior a 20 minutos, e é
fortemente indicado em substituicao ao Benomyl. Tempos superiores a 1 minuto de
imersao em EtOH 70% devem ser evitados, pois podem reduzir o potencial
germinativo.
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ABSTRACT: The control of exogenous contamination is one of the challenges in in
vitro cultures, especially when it comes to germination. Contaminations are
responsible for the low germination and survival rates of the seedlings. Despite the
abundant bibliography alluding the in vitro cultures asepsis of Eucalyptus seeds and
other Myrtaceae, the low germination percentage rate is a constant. This study aims
to establish an aseptic protocol to a good germination and seedling survival rates of
Eucalyptus grandis seeds. Thus, the pelleted seeds were washed with tap water
and/or sterilized, followed by immersion in 70% ethanol, immersion in 1, 2.5 or 5%
sodium hypochlorite, and then, immersion in 1% Maxim fungicide solution, in
different sequences and times, making five treatments. After this, each seed was
placed in a test tube containing Murashige & Skoog medium. The experiment was
maintained in a growth room for 64 days, at controlled photoperiod and temperature.
Percentages of germination, contamination, rooting and survival were analyzed by a
completely randomized experimental design.

KEYWORDS: asepsis; seeds; Eucalyptus, contamination.
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