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Resumo
O presente trabalho teve pljetivo comparao crescimento e desenvolvimento de explantesnzaab
de C. citriodora nos meios de cultura JADS e MS, mensurando-seo@ugdio de biomassa total,
proteinas totais e aglcares totais soliidelineamento experimental utilizado foi de bkao acaso,
organizados em esquema bifatorial, com parcelaivddisth no tempo com trés repeticbes por
tratamento. Tratamentos: T1 (testemunha, 40 ml ele por frasco); T2 (40 ml de meio por frasco e
adicdo de 10 ml no dia 6); T3 (40 ml de meio pasdo e adicdo de 10 ml nos dias 6 e 9). Como
subparcelas, sete épocas de avaliagéo (0, 318, 25, 18). Concluiu-se que para 0 meio JADS & mai
recomendado que se efetuem duas adicbes de meiatelar fase desenvolvimento dos explantes. Ja
para o MS, aconselha-se nao adicionar meio dergultirante o desenvolvimento Gocitriodora.
Palavras-chave: JADS; MS; micropropagacéo; desenvolvimento.

Abstract
Comparative study between two environments for cultivation of Corymbia citriodora in vitro. This
research aimed to compare growth and developmer@. afitriodora shoots in JADS and MS
environments measuring the total dry weight, topabteins, and total soluble sugars. The
experimental design employed was randomized bloaksnged in bifactorial model, with timing
split plots with three replications per treatméfreatments: T1 (control, 40 ml of medium per bottle
without addition during the assessment), T2 (4®finedium per bottle adding 10 ml just on third
day of assessment), T3 (40 ml of medium per batlding 10 ml on third and fourth days of
assessment) as subplots, seven assessment pé&i&i$6( 9, 12, 15, 18). As result, for the medium
JADS it is recommended two additions of culture medduring the explants development. For MS
it is not indicated add cultivating environmentidgrC. citriodora development.
Keywords: JADS; MS; micropropagation; development.

INTRODUCAO

A micropropagacao, termo sugerido por Hartregal. (1990), compreende o cultivo asséptico
de partes da planta em condi¢6es controladas dedujtluminosidade, fotoperiodo e temperatéssa
técnica, segundo Titost al. (2006), tem como vantagens a manutencdo do genétido fenotipo,
conhecimento sobre mutaces ou variedades genéttesionadas, excelente estado fitossanitario das
plantas obtidas, rapida propagacéo clonal e pradegéimassa geneticamente idéntica e fisiologicaament
uniforme.

Como forma de propagacdo vegetativa, baseada entdécde cultura de tecidds vitro, a
micropropagacédo torna-se uma alternativa paraeneggcado de plantas que apresentam dificuldades de
reproducdo natural e também onde os métodos copnvere de propagagdo vegetativa ndo se tornam
viaveis (THORPEt al., 1991).

A regeneragdo da cultura de tecidos vegetais €dmaente influenciada pelo gendtipo, pelos
meios de cultura, tipos de explante e condi¢cdesufera (BRAVO, 2005). O tipo de explante, bem como
a definicdo de seu estadio de desenvolvimento, dastiatores que determinam a capacidade de raspost
invitro. A micropropagacéao deucalyptus, atualmente, tem sido utilizada no rejuvenescimertclones,
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visando a formac&o de jardim microclonal, para pcdd de microestacas (SANT@Sal., 2005), em
que os meios de cultura mais utilizados sdo o JADI/S.

O meio MS caracteriza-se por apresentar conceuntii@gica total alta, sendo as concentra¢fes
de nitrogénio, potassio, zinco e cloro mais elegagaando comparadas a outros meios de cultura
(GABRIEL, 2009). Ja o meio de cultura JADS, desévido no Laboratério de Fisiologia das Arvores da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz"SELQ/USP), é especifico para o cultivovitro de
Eucalyptus grandis Hill.

Para que o desenvolvimento dos tecittositro seja favorecido, a determinacao da composicéo
organica e mineral no meio de cultivo € especialengnportante, uma vez que 0s nutrientes precisaan e
presentes em quantidades suficientes para mantereszimento e diferenciagdo (MEZZETEHI., 1991).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi compasaneios deultura JADS e MS quanto ao
crescimento e desenvolvimento de explantes caebn@eC. citriodora, mensurados através da produgéo
de biomassa total, proteinas totais e aclUcards suthiveis.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratéridig@logia das Arvores do Departamento de
Ciéncias Florestais da Escola Superior de Agricaltuuiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, em
Piracicaba, Estado de Sdo Paulo. O delineamentriexgntal utilizado foi blocos ao acaso, organizado
em esquema fatorial, com dois fatores, sendo 2smcultura (JADS e MS) x sete épocas de avaliagao
(0, 3, 6, 9, 12, 15, 18). Os tratamentos foramatarezados por: T1 (controle); T2 (adicdo de 10aml
terceiro dia de avaliacdo); T3 (adicdo de 10 ntkaceiro e quarto dias de avaliacéo).

Para cada tratamento foram preparados 14 frasaoscepacidade de 100 ml, vedados com
tampa de polipropileno, gerando um total de 184cfva. Foram adicionados em cada frasco 40 ml de
meio de cultura liquido (sem adicdo de agar). Odpsl meios de cultura foi ajustado para 5,8 +/- 0,1
antes da autoclavagem. Em cada recipiente conteetmde cultura liquido foi colocado um suporte de
manta acrilica para a sustentagdo do explante dedi» cm de diametro e 0,5 de espessura.

Os meios de cultura (Tabela 1) juntamente com atananrilica foram esterilizados em
autoclave a 121 °C sob pressédo de 1,05 kg/cm2ntiug® minutos. Apds o preparo do meio, foi feita a
assepsia e repicagem dos explantes caulinar€s dtriodora e posterior alocacao deles em namero de
quatro explantes por frasco.

Tabela 1. Sais e vitaminas utilizadas para o poegias meios de cultura JADS e MS.
Table 1. Salts and vitamins used to prepare MSJARES environments.
Concentracéo (g.L)

Composigéo JADS VS
NH4NO; 32,400 165,00
KNO4 80,900 190,00
Ca (NG), .4 H0 118,10 -
KH,PO, 40,800 17,000
MgSQ, . 7TH,0 73,950 37,000
MnSQ, . 7H,0O 1,6900 1,6900
CuSsQ . 5H0 0,1250 0,0025
ZnSQ, . 7TH,0 0,4320 0,8600
FeSQ . 7H,0 7,4500 2,7800
NaEDTA . 2H,0 5,5600 3,7300
H;BO3 0,3100 0,6200
Na,MoO, . 2H,0 0,0150 0,0250
CoC}, . 6H,0 0,0250 0,0025
Kl 0,0160 0,0830
Tiamina-HCI 0,0500 0,0200
Mio Inositol 5,0000 10,000
Glicina 0,1000 0,4000
Acido Nicotinico 0,0250 0,1000
Piridoxina HCI 0,0250 0,1000
CaC} . 2H,0 - 44,000
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As culturas permaneceram em condi¢des ambientairedzimento a temperatura de 26 °C
12 °C, fotoperiodo de 16 horas, com intensidadeifosa de 1000 lux, fornecida por luz branca fria
localizada 30 cm acima do nivel de cada pratelgirayenientes de 2 lampadas de 110 W cada uma,
modelo H.O. marca Sylvania.

As amostragens das plantas para analises dos perarfisioldgicos, quimicos e bioquimicos
foram realizadas a cada trés dias apls a instalaliioexperimento. Foram coletados dois
recipientes/tratamento/meio de cultura. Essas aa®of&iram pesadas, para obtencdo da massa fresca, e
apos foram levadas para a estufa a 60 °C, atécpastante, para obtencdo da massa seca.

ApOs a secagem e pesagem do material, obteve-sssarseca em gramas. Posteriormente, o
material foi moido em moinho tipo Willey, para alitéo de particulas homogéneas, acondicionado em
frascos de vidro, devidamente tampados, identifisad armazenados em freezer a -20 °C. Com o
material moido, determinaram-se os teores de paxébtais sollveis (PTS) e agUcares totais saulvei
(ATS) para cada dia de coleta, tanto da parte aéma da radicular da planta.

A determinacédo dos teores de PTS foi feita peloodwte Bradford (1976). A extracdo das
proteinas foi feita com 50 mg de matéria seca @aisnL de tampéao Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5. Depois
de agitacdo vigorosa (vortex), o material foi déugado a 10.000 gpor 10 minutos e o sobrenadante
colhido como extrato. A reacao foi feita com 0,1 dé extrato mais 5 mL de reagente de Bradford. A
leitura colorimétrica da reacao foi feita em espEotometro modelo “ultrospec 2100 pro” a 595 nrs. O
teores de PTS foram calculados pela interpolac&oresultados na curva-padrdo de albumina de soro
bovino (BSA). Os resultados foram expressos em eng 5 gms.

A determinagdo dos teores de ATS foi feita pelooaétfenol-sulfdrico descrito por Duboés
al. (1956). A extragcdo dos acucares foi feita em duapas. Inicialmente, 50 mg de massa seca mais
2,5 ml de agua deionizada. Depois de agitacéo esgofvortex), a mistura foi incubada em banho-maria
a 60 °C por 30 minutos, seguida por centrifugac®0080 gpor 15 minutos e coleta do sobrenadante
como extrato 1. Na segunda etapa, o sedimento ufoinstido novamente & mesma extragdo e o
sobrenadante foi coletado como extrato 2. Os @strhte 2 foram misturados, gerando o extrato filal.
reacao foi feita adicionando 0,5 mL de extratayidib de zero a dez vezes, conforme os teores de ATS
acrescentado de 0,5 mL de solucdo de fenol 5% enR,%le acido sulfirico concentrado. A leitura
colorimétrica da reacédo, depois de resfriada enpeéeatura ambiente, foi feita em espectrofotébmetro
modelo “ultrospec 2100 pro” a 490 nm. Os teoresAd& foram calculados pela interpolacdo dos
resultados na curva-padréo de glicose. Os ressltadam expressos em mg de glicosens,

Os efeitos dos tratamentos foram avaliados medianédise de variancia, e as médias dos
tratamentos, pelo teste de Tukey a 5% de probatidida

RESULTADOS E DISCUSSAO

Massa seca

Na tabela 2, podem ser visualizados os valoresaissarfresca e massa seca de explant€s de
citriodora, nos meios de cultura MS e JADS, coletados deetréés dias.

Nos tratamentos com meio JADS, o desenvolvimengoedplantes foi crescente dentro e entre
tratamentos, para a massa fresca (Tabela 2). Nantentquando se avalia a massa fresca entre
tratamentos, verifica-se que o tratamento T2 aptegemaior massa seca em relacdo aos demais. Ja
dentro dos tratamentos, o crescimento foi crescente

Com relacdo ao T3 do meio JADS, a adigdo de maie awarretou em uma diminui¢céo da
massa fresca, a qual foi verificada na quinta éplecavaliacdo. No entanto, esse decréscimo nao foi
verificado na massa seca. Isso é explicado por iKeizal. (1991), que afirmam que o crescimento
fotoautotréfico é também favorecido pela auséneisatarose no meio, ou seja, baixas quantidades de
acUcares favorecem o aumento da massa seca e da fmesca. O mesmo comportamento ndo é
verificado para a massa seca, que teve o decréstismvado apds a primeira adicdo de meio e ndo na
segunda. Na tabela 3 esta representada a médenpexicdos trés tratamentos para os meios de &ultur
MS e JADS.

Conforme os resultados encontrados, houve difereng& os tratamentos T1 e T2, enquanto
que T3 ndo apresentou diferenca entre tratameatasgmbos 0s meios.
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Tabela 2. Valores de massa fresca e massa seclggxplantes d€. citriodora para os meios de
cultura MS e JADS.

Table 2. Fresh and dry mass values (g) f@naitriodora explants in three different treatments in MS
and JADS environments.

T1 T2 T3
Dias de coleta
Massa fresca Massa seca Massafresca Massaseca dddesca Massa seca
Meio MS
0 3,09 0,25 3,09 0,25 3,09 0,25
3 3,94 0,35 3,94 0,35 3,94 0,35
6 4,94 0,46 9,14 0,76 8,17 0,64
9 6,38 0,53 7,86 0,61 8,23 0,59
12 6,37 0,57 14,32 1,03 11,56 0,77
15 5,32 0,52 15,99 1,18 11,95 0,84
18 11,06 1,02 16,13 1,49 18,18 1,53
Total 41,1 3,7 70,47 5,67 65,12 4,97
Meio JADS

0 1,51 0,15 3,09 0,25 3,09 0,25
3 1,69 0,17 3,94 0,35 3,94 0,35
6 3,86 0,32 4,24 0,34 6,07 0,48
9 5,17 0,42 5,86 0,40 7,4 0,46
12 5,59 0,45 8,93 0,69 6,53 0,48
15 8,57 0,72 8,6 0,67 11,76 0,82
18 6,66 1,16 12,12 1,14 14,24 0,74
Total 33,05 3,39 46,78 3,84 53,03 3,58

T1: tratamentos sem adigdo de meio; T2: adicaoOdmllde meio ao terceiro dia de avaliagdo; T3:&ulige 10 ml de meio ao
terceiro e quarto dias de avaliac&o.

Tabela 3. Média da porcentagem de massa seca (e&pthntes d€. citriodora cultivado nos meios de
cultura MS e JADS, com sete avaliacdes.

Table 3. Dry mass percentage mean (%g.afitriodora explants cultivated in culture medium MS and
JADS with seven assessments.

Tratamentos Massa seca CcVv DMS
Meio MS

T2 12,06 a

T3 11,40 ab 9,9 1,52
T1 10,23 b

Meio JADS

T2 13,22 a

T3 11,45 ab 19,36 3,02
Tl 9,64 b

T1: tratamentos sem adigdo de meio; T2: adicdo0dmllde meio ao terceiro dia de avaliacéo; T3:&alige 10 ml de meio ao
terceiro e quarto dias de avaliagao.

Teores de proteinas totais sollveis (PTS)

Na figura 1 sdo apresentados os teores de prot®fads sollveis encontrados €ncitriodora
cultivadoin vitro no meio de cultura MS.

Os menores teores de PTS foram encontrados nangata T1, o qual apresentou também
poucas variacBes ao longo das avaliacbes. Jatamamatos T2 e T3 apresentaram variagcdes bem mais
acentuadas, com valores minimos de 4,0 mgl.psa o tratamento T3, a valores maximos de
455mg.mg para o tratamento T2. No entanto, mesmo o tratamdi& apresentando maiores
guantidades totais de PTS que o T3, o tratamentoik8que, ao final das avaliagbes, gerou um goafi
pelo qual é possivel inferir que, se continuassetoos as avaliagdes de suas taxas de proteinas, esta
continuariam a aumentar.

Apo6s a adicdo de mais meio, ao terceiro dia déama, houve um decréscimo no tratamento
T2 e um breve aumento no tratamento T3. A partisai constata-se que, quanto mais nutrientes sao
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disponiveis aos explantes, menores sdo as taxgsotieinas acumuladas. Ou seja, a medida que a
concentracao de nutrientes do meio de cultura dimninplanta é estimulada e sua capacidade de zirodu

e fixar proteinas em seus tecidos aumenta. Essaagfio é ratificada por Sircedf al. (2005) em
experimentos com milho e em cultivares de macéag oretificaram que, sob condi¢cdes de estresse
hidrico, houve um aumento gradativo no teor deaidratos sollveis. Tais aumentos na quantidade de
proteinas totais sollveis apds um estresse tamtwem fobservados por Cos#aal. (2008) e Lobatet

al. (2008) estudando cultivares de ervilha.

| — +=MeioMS Tl ——MeioMST2 Meio MS T3

PTS (mge*g ms-1)
[S*]
=

Dias de Avaliagdo

Figura 1. Teores de proteinas totais solGveis (mgy em explantes d€. citriodora cultivadoin vitro
em meio de cultura MS, durante sete épocas deagéali

Figure 1. Content of total soluble proteins (mggmin C. citriodora cultivatedin vitro in MS
environment, during seven assessment periods.

Na figura 2, so apresentados graficamente osstetgePTS par&. citriodora produzidain
vitro em meio de cultura JADS, com sete avaliacdes.
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Figura 2. Teores de proteinas totais solGveis (mgy em explantes d€. citriodora cultivadoin vitro
em meio de cultura JADS, durante sete épocas diegia

Figure 2. Content of total soluble proteins (mg-g-min C. citriodora explantsin vitro in JADS
environment, during seven assessment periods.

Os maiores teores de PTS foram observados no &atanir2, e 0os menores teores no
tratamento T3 (Figura 2). No tratamento T1, fordyeesvadas elevacfes nos teores de PTS entre 0 9° e
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12° dia de avaliagdo, diminuindo novamente apda dasa. Esses picos nos teores de PTS em T1 se
devem principalmente a falta de agua e de nutsemfge foram se exaurindo ao longo do periodo de
cultivo. Segundo Silvat al. (2009), essa reducao na tolerancia por partecdtms deC. citriodora
propiciou maior acumulo de aclcares e aminoacidosjo forma de reduzir os efeitos do estresse
nutricional.

Stefanuto (2002), analisando as concentracdesodeipas ent. grandis, verificou que a adicdo
de meio de cultura contendo calcio ocasionou urdag@& na quantidade de prolina, constituinte das
proteinas. Esses acumulos de prolina, segundo Stetveh. (1966), sdo efeitos secundarios em resposta
ao estresse.

Teores de acglicares totais soluveis (ATS)

Na tabela 4 sdo apresentados os valores enconfpad®®os teores de agUcares totais sollveis
(ATS) encontrados er@. citriodora cultivadoin vitro em meio de cultura MS e JADS, durante as sete
épocas de avaliacdo, dados em miligramas (mg) &p®F gramas (g) de massa seca.

Em geral, os explantes @& citriodora cultivados em meio MS apresentaram maior teof ttata
ATS, com excecédo de T2, onde os teores foram nsammeneio JADS (Tabela 4). As quantidades totais
de ATS no meio de cultura MS tiveram comportamemémos discrepante em relacéo ao meio JADS.

Tabela 4. Teores de ATS em explantesCdeitriodora cultivadoin vitro em meio de cultura MS e
JADS, durante sete épocas de avaliacdo (mgX.ms

Table 4. Content of total soluble sugars @n citriodora, cultivated in vitro in MS and JADS
environments, during seven assessment periods (m&})g

D do colet MS JADS
1as de coleta T1 T2 T3 T1 T2 T3

0 432,00 440,00 420,80 436,80 376,00 432,00
3 425,60 480,00 489,60 344,00 488,80 476,80
6 443,20 398,40 543,20 506,40 700,80 489,60
9 552,80 483,20 472,80 336,00 386,40 406,40
12 415,20 561,60 486,40 335,20 467,20 436,80
15 344,00 532,80 412,00 429,60 552,00 541,60
18 419,20 545,60 489,60 377,60 561,60 528,00
Total 3032,00 3441,60 3314,40 2765,60 3532.80 2811,

T1: tratamentos sem adigdo de meio; T2: adicaoOdmllde meio ao terceiro dia de avaliagdo; T3:&ulige 10 ml de meio ao
terceiro e quarto dias de avaliagao.

Com relacdo ao meio MS, o tratamento T2 apresamualeve reducdo no 3° dia de avaliagéo
para os teores de ATS, voltando a aumentar a plartiia 9, época em que houve adicao de 10 ml. J4 o
tratamento T1 teve quantidades irregulares nost¢ede ATS durante todo o periodo de avaliacao,
gerando uma readequacédo na assimilacdo e armaz#oasteecompostos. No tratamento T3, a adicdo de
duas doses de meio ndo gerou resposta significatiaimento do ATS.

No meio JADS, assim como no meio MS, o tratamerdol 0 que apresentou maior teor total
de ATS, enquanto que o menor teor foi encontradtratamento T1. A adicdo de mais meio durante o
experimento, tanto para o meio JADS como para o pfd&orcionou um aumento nos teores de ATS.
Trevisan (2005) cita que agUcares e proteinas €i® dbs mais importantes solutos organicos
acumulados em plantas superiores sob condicesstlesse. A proteina é reconhecidamente um
indicador de estresse, e 0s agUcares, 0s precsinsecessarios como fonte de C e H para a sintese do
aminoacido.

CONCLUSOES
Visando a obtencéo de mudas, conclui-se que, panai® JADS, é mais recomendado que se

efetuem duas adicdes de meio de cultura durargseade desenvolvimento dos explantes. Ja para o MS,
nao é indicado efetuar a adicdo de meio de culturante o desenvolvimento @b citriodora.
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