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MICROPROPAGACAO DE CLONES DE EUCLYPTUS GLOBULUS RESISTENTES
A TERATOSPHAERIA NUBILOSA
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RESUMO

Eucalyptus globulus ¢ economicamente valioso pela madeira e 6leo essencial, mas seu cultivo
¢ limitado pela suscetibilidade a Teratosphaeria nubilosa e dificuldade de enraizamento de
clones superiores. Este estudo apresenta avancos na constru¢do de um protocolo de
micropropagacdo para clones de E. globulus resistentes a 7. nubilosa, obtendo sucesso na
introducdo e primeiros subcultivos, mas sem resultados satisfatérios no alongamento e

enraizamento.
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1 INTRODUCAO

Dentre as espécies de Eucalyptus com potencial de exploragao comercial, o Eucalyptus
globulus Labill. destaca-se pela alta qualidade da madeira para a industria de celulose e pelo
bom rendimento em 6leo essencial a partir das folhas (MOHAMMED et al., 2024).

Apesar de potencial de exploracdo, o cultivo de E. globulus enfrenta grandes desafios.
Um deles ¢ a alta suscetibilidade ao fungo Teratosphaeria nubilosa (Cooke) Crous & U.
Braun (=Mycosphaerella nubilosa, filo Ascomycota), um patdogeno severo que causa desfolha
acentuada e perdas significativas de produtividade (PASSADOR et al., 2012). A selegdo e o
plantio de genotipos resistentes € a principal estratégia para o controle da doenca, conhecida
como Teratosphaeria Leaf Disease (TLD) (ALFENAS et al., 2009).

Contudo, a forte recalcitrancia ao enraizamento adventicio em E. globulus (NEGISHI et
al., 2014) dificulta a propagacdo clonal em larga escala, limitando o aproveitamento de

gendtipos superiores resistentes a 7. nubilosa.
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Diante desse cendrio, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de
micropropagacao in vitro para a multiplicagdo massal e a conservagdo de genotipos de E.

globulus selecionados por sua resisténcia a 7. nubilosa.

2 METODOLOGIA

Mudas clonais de quatro clones de E. globulus com resisténcia/suscetibilidade conhecida
a T. nubilosa, provenientes da empresa Clonar Resisténcia a Doengas Florestais (Cajuri, Minas
Gerais) foram consideradas como plantas doadoras de explantes. As mudas foram cultivadas
por 60 dias em casa de vegetacdo do Instituo Federal de Minas Gerais — campus Sao Jodo
Evangelista (IFMG-SJE), sob condi¢des controladas de temperatura, irrigagdo e
sombreamento, em substrato comercial enriquecido com fertilizantes.

Sete dias antes da coleta, as plantas doadoras foram tratadas com fungicida Cercobin®
(1g L').: Posteriormente, brotagdes axilares jovens foram colhidas, tiveram as folhas cortadas
pela metade para facilitar o processamento e foram transportadas em agua fria ao Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais do IFMG-SJE.

Para a desinfestacdo do material, os ramos foram lavados em &gua corrente e depois
submetido a uma sequéncia de imersdes (Figura 1B): 1) solugio de fungicida Cercobin® (1g L-
1 com Tween 20 (0,05% v/v) por 15 minutos; ii) alcool 70% por 30 segundos; e, iii) hipoclorito
de sodio (NaOCl) a 2,0% por 10 minutos. Realizaram-se enxdgues com agua destilada
autoclavada entre cada etapa, permanecendo os ramos imersos em agua ao final, para evitar
desidratacao.

O método de micropropagacao testado foi o de inducao de multibrotagdo, utilizando-se
como explantes segmentos nodais de 1,5 cm e partindo do protocolo padrao do laboratorio. Os
explantes foram inoculados em meio MS suplementado com 500 pL de benzilaminopurina
(BAP, 1 mgmL™) e 100 pL de acido 1-naftalenoacético (ANA, 1 mg mL™") (Figura 1C). Foram
mantidos no escuro por até sete dias e, em seguida, transferidos para camara de crescimento a
25 £ 2 °C e fotoperiodo de 16 horas sob luz branca fria. Apds 20-30 dias da introdugdo, o
material foi transferido para tubos contendo 6 mL de meio multiplicagdo, isto ¢, meio MS basal
suplementado com 700 pL de BAP (1 mg mL™") e 20 pL de ANA (1 mg mL™), passando por
cinco subcultivos sob as mesmas condi¢oes da fase de introducdo. Para o enraizamento, os
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brotos foram cultivados em vermiculita ou areia autoclavada (Figura 1D), recebendo
semanalmente solugdo de MAP (1 g L!) ou fertilizante Flex Vermelho Plantpar®, em

condi¢des de ambiente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estabelecimento in vitro de clones de E. globulus foi um processo iterativo, no qual os
protocolos foram sistematicamente ajustados ao longo de multiplos ensaios. Na figura 1, tem-
se a relagdo do total de tubos inoculados (esquerda) e enraizados (direta) em cada um dos lotes

de micropropagagao (eixo x).
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Figura 1- Total de tubos inoculados e enraizados em cada um dos lotes de micropropagacao

de E. globulus.

Os lotes experimentais iniciais (lotes 1, 2 € 3, que equivalem aos momentos de coletas
de brotacdes das plantas doadoras) tiveram perdas de quase 100% dos explantes devido a
contaminagdo microbiana (Figura 2A) e a oxidagdo severa (Figura 2B). A exce¢do foram
amostras do lote 1, que passaram pela introducao (Figura 2C), cinco multiplicagdes (Figura
2D) e pelo enraizamento. No entanto, nenhuma das dez amostras analisadas em vermiculita ou
areia desenvolveram raiz (Figura 2E). Lotes subsequentes, como o lote 4, 5 e o lote 6, também
apresentaram perdas massivas, demonstrando que os ajustes parciais realizados, isto €, na
desinfestagdo do material (imersdo em NaOCl a 2,5% por 15 minutos ao invés de imersdao em
NaOCl a 2,0% por 10 minutos) e na concentragio de PVP (8,0 g L' a0 invés de 0,8 g L") foram

insuficientes para garantir a viabilidade das culturas.
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Figura 2- Resultados das etapas de micropropagacao de clones de Eucalyptus globulus. A.
Explante com contaminacdo microbiana. B. Explante com oxidacdo severa. C. Fase de

introducdo. D. Multibrotacao. E. Brotacdo morta no enraizamento.

O lote 7 de micropropagacdo apresentou os melhores resultados na fase de
estabelecimento apds ajustes no protocolo, como o uso de brotagdes mais maduras, adigao do
fungicida Orthocide® na fase de desinfestacdo e reducao do periodo de incubagao no escuro
para 24 horas, o que diminuiu significativamente as perdas por contaminagdo e oxidacao.

A literatura confirma que altas concentragdes de NaClO e a selegao de brotos mais
maduros sdo essenciais para reduzir contaminacdes e oxidagdes em explantes de Eucalyptus
(BORGES et al., 2012), corroborando que o sucesso do lote 7 resulta da adequacdo dessas
praticas, embora o material genético utilizado ainda exija ajustes especificos ao protocolo. A
redu¢do do periodo de incubagdo no escuro de sete dias para 24 horas foi decisiva para controlar
o estresse oxidativo e reduzir contaminagdes, contrariando estudos anteriores (FETT-NETO et
al., 2001) que indicavam beneficios de periodos mais longos de incubagdo, no que tange o

enraizamento.
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Devido a perda de vigor observada apos varios subcultivos no lote 1, pretende-se testar
o enraizamento do lote 7 com material menos rejuvenescido, partindo da hipotese de que, por
derivarem de plantas seminais ndo submetidas a clonagens sucessivas, esses explantes

manterdo maior potencial fisioldgico.

4 CONCLUSAO

O aumento de desinfestantes e a redugao do tempo de incubagdo diminuiram as perdas
iniciais na micropropagagdo, que demonstrou potencial para multiplicar genotipos de E.
globulus; contudo, a auséncia de enraizamento indica a necessidade de aperfei¢oar reguladores,

substratos e técnicas para viabilizar a propagagao clonal em larga escala.
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