UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MARIELE REISDORFER SCHORR

MULTIPLICACAO IN VITRO DE Eucalyptus saligna Sm. SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SACAROSE E CONSISTENCIAS DO MEIO DE CULTURA

CURITIBA
2020



MARIELE REISDORFER SCHORR

MULTIPLICACAO IN VITRO DE Eucalyptus saligna Sm. SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SACAROSE E CONSISTENCIAS DO MEIO DE CULTURA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
curso de Engenharia Florestal, Setor de Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal do Parand como
requisito parcial & obtencéo do titulo de Engenheira
Florestal.

Orientadora: Profa. Dra. Giovana Bomfim de
Alcantara

CURITIBA
2020



TERMO DE APROVACAO

MARIELE REISDORFER SCHORR

MULTIPLICACAO IN VITRO DE Eucalyptus saligna Sm. SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SACAROSE E CONSISTENCIAS DO MEIO DE CULTURA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de Graduacdo em
Engenharia Florestal, Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana,
como requisito parcial a obtencao do titulo de Bacharel em Engenharia Florestal, pela

seguinte banca examinadora:

Profa. Drer.)Giovana Bomfim de Alcantara

Orientadora — Departamento de Ciéncias Florestais, UFPR.

(4
Dra. Angela Cristina Ikeda

Departamento de Ciéncias Florestais, UFPR.

Mestrando em El:yéeéharia Florestal Jodo Arthur Tikler Sousa

Curitiba, 20 de novembro de 2020.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, René Schorr e Claudia Reisdorfer Schorr, indispenséaveis em
minha vida, por ndo medirem esforcos para me proporcionar uma educacao de
qualidade, juntamente ao meu irmédo Renan Reisdorfer Schorr, pelo apoio e amizade.

Ao meu namorado e melhor amigo, pelo companheirismo e apoio ao longo da
jornada juntos nesta graduacgéo.

A professora Giovana Bomfim de Alcantara, pelo acompanhamento e 6tima
orientacao.

A técnica Angela Cristina Ikeda e aos colegas do Laboratério de Biotecnologia
Florestal, pela ajuda na instalacéo e avaliacdo dos experimentos.

Ao técnico Roger Cipriano por ceder as instalacbes do Laboratério de
Ecofisiologia Vegetal para conducéo de analises aqui apresentadas.

Ao Curso de Engenharia Florestal do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parang, na pessoa de seu coordenador Nelson Yoshihiro
Nakajima e vice-coordenador Umberto Klock, pelo ensino e todas as oportunidades

oferecidas.



“A persisténcia € o caminho do éxito.”
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RESUMO

Eucalyptus saligna Sm. é uma das espécies do género Eucalyptus mais
cultivadas para reflorestamento no centro sul do Brasil, cujo melhoramento genético
visa atualmente a obtencdo de plantios clonais de gendtipos superiores. Entre os
principais métodos de propagacdo vegetativa para obtencdo de clones esta a
micropropagacédo, que entretanto ainda néo é viavel sob o ponto de vista econdmico
para uso em larga escala, sendo necessario reduzir os custos de producéo atraves,
por exemplo, do ajuste de certos componentes do meio de cultura. Este trabalho teve
como objetivo testar quatro concentracdes de sacarose (0, 15, 30 e 45 g L) e avaliar
duas consisténcias de meio de cultura (semissolido e liquido com suporte) na
multiplicacéo in vitro de E. saligna. Introduziu-se explantes obtidos de culturas in vitro
de E. saligna em fase de subcultivo em tubos de ensaio de 50 mL contendo 4 mL de
meio de cultura MS, suplementado com 0, 15, 30 e 45 g L de sacarose. Para atingir
a consisténcia semissoélida diluiu-se 7,5 g L't de agar e como suporte no meio liquido
utilizou-se cerca de 7 g de um solido em formato esférico. Em esquema fatorial e
delineamento inteiramente casualizado, realizou-se oito tratamentos com quatro
repeticbes de dez explantes. As culturas foram avaliadas apds 30 dias mantidas em
sala de crescimento. Obteve-se os teores de clorofila através de espectrofotometria.
A sobrevivéncia e a taxa de multiplicacdo dos explantes foram maiores na
consisténcia de meio semissélida de forma que se constatou a ineficacia do suporte
utilizado em meio liquido. O aumento da concentracdo de sacarose favoreceu a
formacao de brotos, mas estatisticamente ndo houve diferenca entre os tratamentos
suplementados com 15, 30 e 45 g L do carboidrato em meio com agar. Em meio
semissolido, a maior concentracdo de sacarose promoveu significativamente menor
teor de clorofila do que na auséncia do componente testado.

Palavras-chave: Eucalipto. Micropropagacao. Meio de cultura.



ABSTRACT

Eucalyptus saligna Sm. is one of the most cultivated species of the genus
Eucalyptus for reforestation in southern Brazil, whose genetic improvement is currently
aimed at obtaining clonal plantations of superior genotypes. Among the main
vegetative propagation methods for obtaining clones is micropropagation, which
however is not yet economically viable for large-scale use, and it is necessary to
reduce production costs, for example, by adjusting certain components of the culture
medium. This work aimed to test four concentrations of sucrose (0, 15, 30 and
45 g L) and to evaluate two consistencies of culture medium (semi-solid and liquid
with support) in the in vitro multiplication of E. saligna. Explants obtained from in vitro
cultures of E. saligna in the subculture phase were introduced into 50 mL test tubes
containing 4 mL of MS culture medium, supplemented with 0, 15, 30 and 45 g L of
sucrose. To reach the semi-solid consistency, 7.5 g L of agar was diluted and as a
support in the liquid medium, approximately 7 g of a spherical solid was used. In a
factorial scheme and completely randomized design, eight treatments were performed
with four repetitions of ten explants. Cultures were evaluated after 30 days in a growth
room. The chlorophyll contents were obtained through spectrophotometry. The survival
and the multiplication rate of the explants were higher in the consistency of semi-solid
medium so that the inefficiency of the support used in liquid medium was verified. The
increase in the sucrose concentration favored the formation of sprouts, but statistically
there was no difference between the treatments supplemented with 15, 30 and 45 g L~
! of the carbohydrate in agar medium. In a semi-solid medium, the higher sucrose
concentration promoted significantly less chlorophyll content than in the absence of
the tested component.

Keywords: Eucalyptus. Micropropagation. Culture medium.
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1 INTRODUCAO

Eucalyptus saligna Sm. é uma arvore de tamanho alto, atingindo de 30 a 55
m de altura e mais de 2 m de DAP. Esta espécie € originaria da Australia, sendo uma
das mais cultivadas em reflorestamentos no centro sul do Brasil. Produz madeira
pesada (densidade de 690 kg/m3 a 15% de umidade), de boa qualidade e destinada a
diversos usos, como laminacdo, moéveis, estruturas, postes, celulose e carvao
(INSTITUTO DE PESQUISAS E ESTUDOS FLORESTAIS (IPEF), 2020).

Diante do crescente uso de clones na cadeia produtiva do eucalipto, observa-
se também um crescente avanco nas tecnologias de producédo comercial de mudas
por meio da biotecnologia (XAVIER; SILVA, 2010). Dentre as técnicas de
biotecnologia, a cultura de tecidos assume importancia crucial e o eucalipto é o género
florestal que mais possui estudos de micropropagacao (QUISEN; ANGELO, 2008;
DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009), sendo este um método de propagacao
vegetativa que consiste no cultivo de células de tecido vegetal em meio nutritivo e em
condicdes assépticas, fazendo com que elas se multipliguem e formem uma nova
planta (XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007).

A micropropagacao possibilita clonar espécies que tenham altas taxas de
crescimento, tolerancia a baixas temperaturas e resisténcia a pragas e doencas, tendo
como importante vantagem o rejuvenescimento de arvores adultas e a possibilidade
de propagacao vegetativa de espécies que apresentam dificuldade de propagacao por
outros métodos (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; XAVIER; WENDLING,;
SILVA, 2009).

A importancia da micropropagacao pode ser observada quando este processo
esta presente em algumas empresas florestais fazendo parte da producédo de mudas,
guando estas sao mantidas in vitro para abastecer o mini/micro jardim clonal, por
exemplo (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

Entretanto, de acordo com Assis e Mafia (2007), sdo poucos os resultados
efetivos obtidos com a multiplicagéo continua de espécies de Eucalyptus. Assim, Sahu
e Sahu (2013) destacam que para a aplicagao da micropropagacéo na producédo de
mudas tenha viabilidade comercial é necessario reduzir os custos de producdo. Isto
pode ser alcancado através do ajuste de certos componentes como a sacarose,
geralmente usada como fonte de carbono, e o agar, como agente gelificante, que

podem trazer impacto no custo do meio de cultura.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta do Eucalyptus
saligna Sm. sob diferentes concentracdes de sacarose e consisténcias do meio de

cultura na multiplicagao in vitro.

1.1.2 Objetivos especificos

e Testar quatro concentracGes de sacarose (0, 15, 30 e 45 g L) na
multiplicacéo in vitro de E. saligna.

e Avaliar duas consisténcias de meio de cultura (semissoélido e liquido com
suporte) na multiplicacdo in vitro de E. saligna.

e Correlacionar as diferentes respostas da multiplicagdo in vitro com

determinacdes e analises bioquimicas de clorofila.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eucalyptus saligna Sm.

Eucalyptus € um género pertencente a divisdo Angiospermae, classe
Dycotiledonea, ordem Myrtales e familia Myrtaceae, sendo a maior parte das espécies
originarias da Australia (FONSECA et al., 2010). No Brasil, este género desempenha
um papel econémico muito importante, ocupando 5,7 milhdes do total de 7,83 milhdes
de hectares de florestas plantadas em 2018 (INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES
(IBA), 2019) e supre principalmente a demanda de madeira para celulose e papel,
lenha industrial e carvao, além da industria madeireira, painéis reconstituidos, madeira
tratada e outros (ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS
PLANTADAS (ABRAF), 2013).

Dentre as cerca de 600 espécies do género esta o Eucalyptus saligna Sm.
(FONSECA et al., 2010), uma arvore de tamanho alto a muito alto, podendo alcancar
de 30 a 55 m de altura e mais de 2 m de DAP, com tronco geralmente de excelente
forma e reto. Originaria da Austrdlia, ocorre principalmente na costa sul de New South
Wales (NSW) e préximo de Maryborough no sul de Queensland, onde o clima é
principalmente quente e Umido, sendo a média das temperaturas do més mais quente
entre 24 e 33°C e entre -2 e 8°C no més mais frio. O alcance altitudinal da espécie
varia de proximo ao nivel do mar até 1100 m e ela ocorre em ambientes com geada
de baixa a alta (chegando a mais de 60 em grandes altitudes). Essa espécie de
eucalipto também ocorre em locais onde a precipitacdo anual varia de 900 a 1800
mm, com concentragdo maior no verdo. O melhor desenvolvimento da espécie se da
em solos de aluvido, franco-arenoso de boa fertilidade, mas também em solos
podzdlicos profundos de origem vulcanica, bem drenados (BOLAND et al., 2006).

De acordo com Lorenzi et al. (2003), E. saligna é uma das espécies mais
cultivadas para reflorestamento no centro sul do Brasil, produzindo madeira vermelha-
clara, pesada, de boa qualidade e destinada a usos diversos como, segundo IPEF

(2020), laminacdo, méveis, estruturas, caixotaria, postes, mourdes, celulose e carvao.

2.2 MELHORAMENTO GENETICO
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O melhoramento genético de plantas, definido como a arte e a ciéncia que
visam a modificacdo génica das plantas para torna-las mais Uteis ao homem, envolve
um conjunto de procedimentos e técnicas baseados em fundamentos cientificos e visa
a melhoria de caracteristicas produtivas das culturas utilizadas pelo homem
(QUEIROZ, 2001).

Basicamente o melhoramento consiste em manipular o patriménio genético
das plantas, com finalidade de obtencdo de variedades ou hibridos de maior
rendimento, produtos de alta qualidade e adaptabilidade as condi¢cdes adversas. As
selecbes sao realizadas a partir da variabilidade genética existente na populacéo
(TONELLO, 2004).

Borém e Miranda (2013) destacam o melhoramento genético como uma
estratégia para ganhos de produtividade de forma ecologicamente sustentavel, sendo
muito enaltecido como fator primordial para a seguranca alimentar global. Segundo os
autores, o melhoramento de plantas permite o desenvolvimento de cultivares
resistentes ou tolerantes a pragas, doencas e estresses climaticos, através do uso de
técnicas que envolvem a biotecnologia como o uso de marcadores moleculares,
sequenciamento de DNA, transgenia, entre outros.

Tratando-se especificamente do melhoramento florestal, este tornou-se uma
ferramenta de uso muito comum e ganhou grande importancia, de modo que a maior
parte dos povoamentos comerciais de Eucalyptus séo constituidos de florestas clonais
produtos de programas de melhoramento genético (TONELLO, 2004).

Introduzido comercialmente no Brasil no inicio do século XX, o eucalipto vem
sendo melhorado geneticamente ao longo dos anos (FONSECA et al.,, 2010). O
melhoramento deste género iniciou-se com os trabalhos do pesquisador Dr. Edmundo
Navarro de Andrade a partir de 1904. Inicialmente, Navarro introduziu diversas
espécies de Eucalyptus no Horto de Jundiai a fim de identificar as espécies mais bem
adaptadas as condi¢des climaticas brasileiras para abastecer as estradas de ferro
com dormentes (FERREIRA; SANTOS, 1997).

A partir de 1941, Navarro de Andrade e o Dr. Carlos Arnaldo Krug, chefe da
Seccdo de Genética do Instituto Agronémico de Campinas, elaboraram um programa
de melhoramento genético do eucalipto, cujos objetivos eram melhorar a uniformidade
das plantacdes, reduzir falhas, melhorar a forma do tronco, aumentar diametro e
altura, melhorar a capacidade de brotacdo e aumentar a capacidade produtiva. O

programa era baseado na selecéo de arvores superiores e de mudas em viveiros, na
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selecdo de areas de producdo de sementes e na hibridacdo interespecifica
(FERREIRA; SANTOS, 1997). Porém, foi com o inicio dos incentivos fiscais ha década
de 1960 que se deu o grande impulso ao melhoramento de eucalipto no Brasil (ASSIS;
ABAD; AGUIAR, 2016).

Os primeiros programas de instituicbes publicas e privadas consistiram
inicialmente na avaliacdo de espécies e procedéncias promissoras e entdo a partir da
selecdo massal de individuos superiores em familias de meios-irmdos houve a
formacéo de pomares de sementes melhoradas. A partir da década de 80, dominou-
se a técnica de clonagem do eucalipto que passou a ser utilizada para a perpetuacéo
e multiplicacdo de bons materiais genéticos (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2016). Assim,
no processo de melhoramento, houve a transicdo dos plantios seminais para plantios
clonais (FONSECA et al., 2010). A primeira plantagao clonal comercial de eucaliptos
no Brasil ocorreu em 1979, pela empresa Aracruz Florestal, no Espirito Santo
(FERREIRA; SANTOS, 1997).

O desenvolvimento das técnicas de clonagem de espécies de eucalipto
apresentou duas fases distintas, sendo que até a década de 90 sua evolucéo foi
relativamente lenta. Em 1992, ocorreu a primeira grande mudanga com o surgimento
da microestaquia com origem in vitro via micropropagacdo e, mais tarde, da
miniestaquia. A criacdo dessas tecnologias foi um marco dos sistemas de clonagem
de eucalipto e marcou o inicio de um novo ciclo na propagacao de espécies lenhosas
(ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2016).

Hoje, ha mais de 30 anos de sua introducéo no Brasil, o conceito de florestas
clonais encontra-se bem estabelecido e integrado aos processos de producédo de
matéria-prima em varios setores da industria, e propiciaram-se significativos ganhos
de produtividade, além da contribuicdo em melhoria da qualidade da madeira e
produtos derivados (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2016).

Ao longo dos Ultimos anos vem ocorrendo um crescente aumento na
produtividade dos plantios do eucalipto, o que de acordo com Assis (2014), é gracas
ao desenvolvimento de materiais com maior potencial produtivo, sobretudo a partir da
hibridizacao e clonagem, aliado ao avanco das técnicas de manejo florestal.

De acordo com Assis e Mafia (2007), a hibridacdo interespecifica de
Eucalyptus tem sido a forma mais rapida e eficiente de obtencdo de ganhos genéticos
no melhoramento das espécies deste género. Ja o emprego da clonagem no lugar

dos métodos sexuados de producdo de mudas permite a transferéncia da variancia
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genética e obtencdo de ganhos maximos, como de produtividade volumétrica,
propriedades da madeira, ou resisténcia a fatores bidticos e abioticos. Em resumo, a
clonagem seria a forma mais rapida de se incorporar ao processo industrial os ganhos
advindos da hibridizacao.

Outra vantagem da clonagem € a producao de matéria-prima mais uniforme,
0 que traz significativos beneficios para a industria no que se refere a minimizacao de
custos dos processos e aumento da qualidade dos produtos (ASSIS; MAFIA, 2007).

Considerando-se o volume de madeira produzido ao ano e o periodo de
rotacao, o Brasil é referéncia mundial tendo apresentado uma produtividade média de
36 m3/ha.ano para os plantios de eucalipto em 2018. Mesmo frente aos efeitos das
alteracdes climaticas no crescimento das plantacfes, como o desequilibrio do regime
de chuvas, a produtividade do eucalipto cresceu em uma média de 0,5% ao ano. Este
fato € atribuido aos investimentos em pesquisa e melhoramento genético e a busca

pela melhoria dos métodos silviculturais desenvolvidos por empresas (IBA, 2019).

2.3 CULTURA DE TECIDOS E MICROPROPAGACAO

A medida que se desenvolveu a genética de plantas como ciéncia, novas
tecnologias foram sendo utilizadas na selecéo eficiente de gendtipos. Ganhos como
aumento da produtividade de culturas agricolas e resisténcia a doencas, pragas e
condigbes adversas foram obtidos através do melhoramento genético e suas
ferramentas mais modernas, tais como a biotecnologia vegetal. Dentre as técnicas de
biotecnologia, a cultura de tecidos assume importancia crucial, constituindo uma 6tima
ferramenta para clonagem de plantas em escala comercial, para estudos de
transformacdo genética de plantas e para conservacdo de espécies vegetais
(QUISEN; ANGELO, 2008).

Entende-se por cultura de tecidos vegetais como a ciéncia de cultivar células
vegetais, tecidos ou oOrgaos isolados da planta-mae em meio artificial (GEORGE,
2008). Similarmente, em uma definicdo mais completa, refere-se ao conjunto de
técnicas de cultivo in vitro de células e tecidos vegetais (explantes) em meio nutritivo
de composicéo definida, sob condi¢cdes adequadas de assepsia, nutricdo e fatores
ambientais como luz, temperatura, O2 e CO2 para gerar uma planta (QUISEN;
ANGELO, 2008).
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Sabe-se que uma das primeiras teorias que fundamentaram o cultivo in vitro
de plantas é a chamada totipotencialidade, formulada por Matthias Schleiden e
Theodor Schwann em 1839. Devido a totipoténcia, a célula € autbnoma e capaz de
originar um organismo completo, quando em condi¢cdes fisicas e nutricionais
favoraveis (SCHERWINSKI-PEREIRA, 2018).

De acordo com Xavier, Otoni e Penchel (2007), o cultivo in vitro tem varias
aplicacOes na area florestal como a conservacéo de germoplasma; a aceleracao dos
programas de melhoramento pela multiplicacdo de clones superiores visando a
producdo de mudas; o rejuvenescimento de clones e o potencial de producdo de
sementes sintéticas por meio da obtencédo de embrides somaticos.

Dentre as técnicas de cultivo in vitro a micropropagacéo € uma daquelas de
maior interesse cientifico e econdmico. Na area florestal € a técnica mais difundida e
com aplicacdes comprovadas (XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007). Quisen e Angelo
(2008) definem a micropropagacdo como a propagacédo de plantas in vitro a partir de
apices meristeméaticos ou segmentos nodais, com objetivo de produ¢cdo de mudas em
grande escala.

A utilizacdo desta técnica traz algumas vantagens como a possibilidade de
obter vérias plantas a partir de um explante inicial; a reducdo do tempo e da area
necessaria a propagacao da espécie; a propagacao vegetativa de espécies dificeis de
serem propagadas por outros métodos; dentre outras (ERIG; SCHUCH,
2005). Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo (2018) também destacam a micropropagacao
como uma excelente ferramenta para contornar problemas de germinacdo de
espécies recalcitrantes, por exemplo, cujas sementes possuem curta viabilidade.

No entanto, também ha dificuldades neste processo, como a necessidade de
desenvolver protocolos adaptados para diferentes espécies ou grupos de clones
(XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007) e o elevado custo de producdo (ASSIS; MAFIA,
2007).

2.3.1 Multiplicagéo in vitro de Eucalyptus
A micropropagacdo pode ser aplicada para quase todas as espécies de

plantas, mas & mais utilizada para aquelas que sdo economicamente rentaveis
(LOYOLA-VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2018).
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O eucalipto é o género florestal mais estudado quanto a micropropagacao. Os
primeiros trabalhos de cultivo in vitro com este género datam da década de 60, quando
ocorreu 0 primeiro relato de sucesso na regeneragdao de plantulas de Corymbia
citriodora (=E. citriodora) (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

De acordo com Chaperon (1987, apud DUTRA; WENDLING; BRONDANI,
2009), a micropropagacao de eucalipto é recomendada em trés situacfes: 1) quando
outras técnicas de propagacao vegetativa ndo apresentam resultados satisfatorios; 2)
quando a arvore selecionada ndo pode ser rejuvenescida por brotacdes basais; 3)
para aumentar a taxa de propagacao e reduzir o tempo para uso comercial.

A juvenilidade alcancada por intermédio do rejuvenescimento in vitro resulta
em maiores indices de enraizamento. Em espécies e clones de dificil enraizamento,
cuja maturacao fisiolégica ocorre mais cedo, a micropropagacdo tende a ser mais
eficiente no aumento do potencial de enraizamento e, portanto, preferivel em relacéo
a miniestaquia. Assim, certos clones com baixa capacidade de enraizamento que
seriam descartados quando da utilizagdo de métodos tradicionais, podem ser
propagados se derivados de plantas micropropagadas (ASSIS; MAFIA, 2007). Além
disso, a medida que sucessivos subcultivos sdo implementados o potencial de
enraizamento aumenta (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

Entretanto, de acordo com Assis e Mafia (2007), sdo poucos os resultados
efetivos obtidos com a multiplicacao continua de espécies de Eucalyptus, e embora a
micropropagacédo tenha se mostrado tecnicamente viavel na clonagem de espécies
recalcitrantes, ainda ndo é viavel sob o ponto de vista econdmico para uso em larga
escala. Porém, foi a partir desta técnica que se desenvolveu a microestaquia e mais
tarde, a miniestaquia, as quais se tornaram um marco na evolucao dos sistemas de
clonagem de Eucalyptus.

A origem do material que compdem o jardim clonal € o que diferencia a
microestaquia da miniestaquia. Na primeira, as microcepas sao oriundas de mudas
micropropagadas, enquanto na segunda as minicepas sao de mudas propagadas pela
estaquia ou mesmo da miniestaquia. Como na micropropagacdo ocorre o
rejuvenescimento, as microcepas apresentam maior grau de juvenilidade, vigor e
percentual de enraizamento. Outra vantagem desta técnica € a economia em
aplicacado de acido indolbutirico (AIB), um regulador de crescimento. Porém, esta

técnica requer estruturas de laboratérios de cultura de tecidos, aumentando o custo
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na producdo de mudas e por conta disso a miniestaquia tem sido mais utilizada que a
microestaquia (ASSIS; MAFIA, 2007; XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009).

Mesmo com limitacdes, a micropropagacdo de espécies e hibridos de
eucalipto faz parte do processo de produgdo de mudas em algumas empresas
florestais. Normalmente, as mudas advindas da micropropagacdo sdo mantidas in
vitro como fator estratégico no caso de material vegetal superior, ou servem para
abastecer o mini/microjardim clonal (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

Assim, para que a aplicacdo da micropropagacao na producdo de mudas
torne-se comercialmente viavel e possa competir com os métodos tradicionais de
propagacédo (estaquia, enxertia, mergulhia, etc.), € necessario reduzir os custos de
producdo como, por exemplo, através do ajuste de certos componentes do meio de
cultura (SAHU; SAHU, 2013).

2.3.2 Sistemas de micropropagacao

Nos esquemas de micropropagacao, de acordo com o explante utilizado e sua
subsequente manipulacdo, ha duas vias distintas de regeneracao: via organogénese
e via embriogénese somatica. Optar por uma técnica em detrimento de outra varia
com a espécie, o dominio da técnica, os objetivos desejados e as disponibilidades
estruturais e orcamentarias (XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007).

A organogénese € uma via de desenvolvimento na qual érgaos vegetais como
brotos e raizes séo induzidos a formar a partir de uma ou varias células, podendo ser
direta ou indireta. Na forma direta, o 6rgdo se desenvolve diretamente sem passar
pela fase inicial de calo. Ja na indireta, ha uma fase de proliferacdo e crescimento de
calo, para entdo ocorrer a inducao do 6rgao vegetal (GAHAN; GEORGE, 2008).

Dentro da organogénese, a micropropagacao pela proliferacdo de gemas
axilares é uma técnica considerada mais simples, sendo uma das mais utilizadas com
obtencéo de sucesso em varias espécies, inclusive Eucalyptus, e tem sido empregada
com éxito no rejuvenescimento de clones. Além disso a taxa de multiplicacao é rapida
e as plantas oriundas também apresentam bom desenvolvimento (XAVIER; OTONI,
PENCHEL, 2007).

A proliferacdo de gemas axilares envolve o isolamento in vitro de segmentos
apicais ou nodais, a partir dos quais gemas axilares sdo estimuladas a crescer

(CARVALHO; VIDAL, 2003) em um meio de cultura na presenca de reguladores de
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crescimento. O crescimento da origem a novas partes aéreas (tufos de brotos), com
as quais repete-se 0 mesmo processo quando sdo subdivididas em conjuntos
menores dando origem a novos explantes (etapa de multiplicagédo) (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1998).

A FIGURA 1 ilustra as etapas da micropropagacéao pela proliferacdo de gemas
axilares.

FIGURA 1 — ESQUEMA DE MICROPROPAGAGCAO PELA PROLIFERACAO DE GEMAS AXILARES
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LEGANDA: Fase de isolamento, estabelecimento e inducéo in vitro: fonte de explante — minicepas em
viveiro (A), explante isolado in vitro (B) e explante em inducéo in vitro (C). Fase de multiplicacdo: gema
subcultivada (D); gema multiplicada (E); gemas subcultivadas (F). Fase de alongamento: gema
alongada e apta para transferéncia ex vitro (G). Fase ex vitro: enraizamento e aclimatizacdo (H), muda
micropropagada e enraizada na condi¢ao ex vitro (l).

2.3.3 Etapas da micropropagacéao

A micropropagacao é a técnica mais utilizada e de maior aplicabilidade dentro
da cultura de tecidos e de acordo com Dutra, Wendling e Brondani (2009), suas etapas
seguem geralmente um procedimento padréo: (1) selecdo das plantas matrizes; (2)
desinfestacéo; (3) inoculacdo no meio de cultura; (4) multiplicacao; (5) alongamento;
(6) enraizamento; (7) aclimatizagéo.
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2.3.3.1 Selecéo do explante

Explante é todo segmento de tecido ou 6rgédo vegetal utilizado para iniciar o
processo de micropropagacéo (ANDRADE, 2002). As fontes de explantes sao amplas,
podendo ser oriundas de matrizes cultivadas em ambiente protegido, mini ou
microjardim clonal, brotacdes epicormicas de arvores adultas, brotacdes de arvores
decepadas ou mesmo de galhos podados (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

Ao decidir sobre um explante adequado, alguns fatores devem ser
considerados, como: o 6rgao que deve servir como fonte de tecido; a idade fisiol6gica
ou ontogenética do 6rgao; a estacdo em que o explante esta sendo obtido; o tamanho
do explante; a qualidade geral da instalagdo na qual as plantas serdo obtidas
(MURASHIGE, 1974).

Hartney (1980) destaca que a utilizacao de arvore adulta como planta matriz
€ mais dificil de obter resultados positivos, pois ha dificuldades de descontaminacéao,
adaptacao e menor juvenilidade de tecidos maduros. De acordo com Andrade (2002),
uma folha em senescéncia ja perdeu grande parte de seus nutrientes e estd em
degeneracéo, por isso ndo seria uma boa fonte de explante. De modo geral utiliza-se

tecidos jovens e em crescimento.

2.3.3.2 Estabelecimento da cultura asséptica

De acordo com Dutra, Wendling e Brondani (2009), os explantes oriundos de
material vegetal do campo precisam passar pelo processo de limpeza e desinfestacao
antes de serem inoculados no meio de cultura.

O objetivo desta etapa é obter uma cultura de tecido asséptica da planta em
questdo, eliminando-se 0s microrganismos como bactérias e fungos. A presenca
destes organismos é prejudicial, pois além de competirem por nutrientes, alguns deles
produzem toxinas que influenciam a propagacdo (ANDRADE, 2002). Portanto, &
necessario que a cultura esteja livre de microrganismos externos e que uma proporgao
adequada de explantes sobreviva a cultura (MURASHIGE, 1974).

Varios produtos e procedimentos tém sido utilizados para a desinfestacéo de
explantes, sendo principalmente o alcool 70% e o hipoclorito de sodio 0,5 a 1%,
durante 5 a 20 minutos, seguido da lavagem em agua destilada. As concentracoes,

tempo e modo de desinfestagdo podem ser variados (ANDRADE, 2002).
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Apos a limpeza do material, os explantes sédo inoculados em meio de cultura,
onde podem permanecer de 20 a 30 dias. Entretanto, oxidacdes e contaminacdes
podem ser vistas logo na primeira semana de cultivo. Por isso é indicada a inoculacéo
dos explantes em tubos de ensaio, a fim de ficarem individualizados e assim se evitar
contaminacgdes generalizadas (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

2.3.3.3 Multiplicagéo de propagulos

No estagio de multiplicacdo, o objetivo € um rapido aumento de 6rgédos e
outras estruturas que podem finalmente dar origem a plantas (MURASHIGE, 1974).
De acordo com Dutra, Wendling e Brondani (2009), nesta fase objetiva-se a
proliferacdo dos explantes oriundos da fase de estabelecimento, que sdo inoculados
em meio de cultura contendo combina¢des de auxinas e citocininas que dependem
da espécie. O fitorregulador mais utilizado para proliferacdo de gemas em eucalipto
tem sido o 6-benzilaminopurina (BAP).

O tempo e o numero de subcultivos necessarios nesta fase da
micropropagacao depende, em cada cultura, dos objetivos pretendidos para que o0s
estadios vegetativos sejam alcancados. Inimeros subcultivos podem ocorrer até
atingir um namero de brotacdes que serdo enraizadas. Por exemplo, se o objetivo é o
rejuvenescimento de clones de Eucalyptus para melhorar o enraizamento, Xavier,
Otoni e Penchel (2007) recomendam a realiza¢éo de pelo menos 12 subcultivos. Ja o
periodo de cada subcultivo varia entre 20 a 30 dias (DUTRA; WENDLING;
BRONDANI, 2009).

As taxas de multiplicacdo bastante altas obtidas nesta fase do processo
caracterizam uma das principais vantagens da micropropagacao (SAHU; SAHU,
2013).

2.3.3.4 Alongamento

Preferencialmente, € desejavel que a multiplicagdo e o alongamento das
brotagBes ocorram ao mesmo tempo. Porém, eventualmente no caso de gendtipos de
dificil propagacéo in vitro, € necessaria uma fase de alongamento em meio de cultura
proprio, normalmente acrescido de giberelina (GAs) ou diversas combinagdes entre
BAP, ANA, AIB e GAs (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). Esta etapa tem por
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objetivo a obtencdo de brotacbes com tamanho adequado para a fase de
enraizamento (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009).

2.3.3.5 Enraizamento

Esta fase do processo pode ocorrer tanto de forma in vitro, quanto de forma
ex vitro. Xavier, Otoni e Penchel (2007) citam que para otimizar a micropropagacao
de algumas espécies e em determinadas situagfes, a fase de enraizamento in vitro
pode ser substituida pelo enraizamento de brotos alongados diretamente na condi¢ao
ex vitro. Desta forma, ha vantagens como o desenvolvimento de um sistema radicial
mais completo e funcional e elimina-se uma etapa da micropropagagao.

O meio de cultura desta fase deve conter substéncias rizogénicas para
iniciacdo da raiz. Para tal, o enraizamento de Eucalyptus é estimulado com o
fornecimento de AIB (FRANCLET; BOULAY, 1982).

2.3.3.6 Aclimatizacéo

Apos ser retirada do cultivo in vitro, a aclimatizacao é o processo de adaptacao
da planta as condicbes ambientais, antes do transplante para o local definitivo
(QUISEN; ANGELO, 2008).

De acordo com Murashige (1974), este estagio tem por objetivo preparar 0s
propagulos para sua transferéncia bem-sucedida ao solo, envolvendo o aumento da
resisténcia ao estresse hidrico e a certos patdogenos e a conversao das plantas do

estado heterotroéfico para o autotrofico.

2.4 FATORES QUE INTERFEREM NA MICROPROPAGACAO

De acordo com Andrade (2002), existem trés fatores que afetam a
regeneracao da planta in vitro: o genotipo (espécie, cultivar ou variedade); a fonte de
explantes (folha, raiz, meristema, caule, etc.) e a condi¢céo da cultura (como meio de
cultura, luz, temperatura e recipiente). Assim, o estabelecimento correto destes fatores

ird determinar o sucesso da multiplicacéo in vitro.
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2.4.1 Meio de cultura

A composi¢édo do meio de cultura é tida como um dos fatores que influenciam
no éxito da cultura de tecidos (CARVALHO; VIDAL, 2003). Com a fungao de suprir
com nutrientes os tecidos e oOrgaos cultivados in vitro, 0 meio de cultura e sua
composicdo fisica e quimica sdo fatores determinantes para a iniciacdo e o
desenvolvimento das culturas (GEORGE; KLERK, 2008).

Segundo George (2008), um meio geralmente consiste em uma solucéo de
sais que fornecem os macro e micronutrientes necessarios para o crescimento de
plantas que in vitro possuem metabolismo heterotréfico, juntamente com vitaminas,
aminoécidos, reguladores e fontes de energia.

Os elementos mais requeridos (em quantidades milimolares) pelas células
vegetais que devem compor o meio de cultura sdo chamados macronutrientes e sédo
fornecidos na forma de sais, contendo nitrogénio, potassio, fésforo, calcio, enxofre e
magnésio. Em concentra¢cdes micromolares, sdo requeridos os micronutrientes: ferro;
manganés; zinco; boro; cobre e molibdénio. O cobalto e o iodo também sé&o
importantes no meio de cultura. A concentracdo 6tima de cada nutriente para alcancar
taxas de crescimento maximas varia dependendo da espécie (QUISEN; ANGELO,
2008).

Outro fator importante destacado por Quisen e Angelo (2008) é que em
ambiente natural as plantas sintetizam as vitaminas necessarias para seu
desenvolvimento. Como no cultivo in vitro essas substancias podem ser limitantes, &
necessario fornecé-las, sendo mais frequentemente usadas: tiamina (vitamina B1),
acido nicotinico (niacina), piridoxina e vitamina Be.

Quanto aos reguladores de crescimento, a citocinina 6-belzilaminopurina
(BAP) tem sido a mais utilizada nos meios de cultura para promover a proliferacao de
gemas axilares na propagacao in vitro de espécies de eucalipto, em combinacdo com
as auxinas acido naftalenoacético (ANA) e acido indolbutirico (AIB) (DUTRA,
WENDLING; BRONDANI, 2009).

Dentre os varios meios de cultura existentes, o mais amplamente utilizado é
o formulado por Murashige e Skoog (1962) denominado MS (CARVALHO; VIDAL,
2003).

De acordo com Sahu e Sahu (2013), a composi¢cao dos meios de cultura com

0 uso de produtos quimicos como fontes de carbono, agentes gelificantes,
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suplementos organicos e inorganicos e reguladores de crescimento tornam a técnica
da micropropagacao cara. A sacarose, geralmente usada como fonte de carbono, e o
agar, como agente gelificante, juntos constituem os componentes mais caros dos

meios de cultura.

2.4.1.1 Concentracao de sacarose

De acordo com Quisen e Angelo (2008), algumas células, tecidos e plantulas
cultivadas in vitro ndo encontram condi¢cdes adequadas de iluminacéo e concentracdo
de COz, e podem nao apresentar teor de clorofila suficiente para realizar fotossintese
que sustente o crescimento. Por isso essas células heterotroficas precisam de uma
fonte externa de energia, os carboidratos, sendo mais comum a incorporacdo de
sacarose no meio de cultura, normalmente usada em concentracdes entre 2% a 4%.

A sacarose fornece energia e carbonos precursores para a biossintese de
componentes estruturais e funcionais, como oligossacarideos e aminoacidos
(MENDES et al., 2015).

A concentracdo de acucar tem efeito marcante sobre a multiplicacdo e o
crescimento das culturas. Concentracdes abaixo da faixa mais comum de 2 a 4%
podem resultar em clorose generalizada e, acima dessa faixa, pode ocorrer problemas
com potencial osmaético e levar a uma deterioracdo das culturas (GRATTAPAGLIA,;
MACHADO, 1998).

A concentracao de sacarose possui um papel importante no desempenho dos
propagulos apoés cultivo in vitro. Sabe-se que a propagacao in vitro tradicional impede
o crescimento normal das plantulas quando levadas diretamente para condicfes de
campo, por isso a aclimatizagcdo é necessaria. Nesse caso, as plantulas ex vitro séo
expostas a condi¢cdes de estresse, havendo baixo controle da perda de agua e
reduzida competéncia fotossintética, o que leva a uma elevada mortalidade
(PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007). Para tanto, podem ser realizadas alteragbes na
composic¢ao quimica do meio de cultura e no intercambio de gases com 0 meio externo
(aumento da concentracdo de COz e redugao de Oz in vitro). A redugao do teor de
sacarose ou sua eliminagao por completo, por exemplo, melhora o crescimento e a
competéncia fotossintética de varias espécies. Com isso, pode-se reduzir ou mesmo

eliminar a necessidade de aclimatizacdo, etapa de alto custo, que exige muito tempo
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e que em geral resulta em alta mortalidade (ZIV, 1995 apud PENCHEL; OTONI;
XAVIER, 2007).

O cultivo in vitro sem sacarose e sob condi¢des que promovem a fotossintese
€ chamada micropropagacdo fotoautotrofica. Esta técnica, além de aumentar o
crescimento dos explantes in vitro, também minimiza os riscos de contaminacao
microbiana, reduz os custos de producao, melhora as caracteristicas fisioldgicas da
planta a facilita sua aclimatizacao ex vitro (AFREEN; ZOBAYED; KOZAI, 2002).

Além disso, de acordo com Kozai e Kubota (2001), a presenca de sacarose
no meio de cultura potencializa a contaminac¢ao microbiana e consequentemente pode

ocorrer a perda significativa de plantas.

2.4.1.2 Consisténcia do meio de cultura

O material vegetal pode ser cultivado em um meio que foi parcialmente
solidificado (semissélido) ou em um meio liquido, dependendo do tipo da cultura e dos
objetivos (GEORGE, 2008). No primeiro caso, frequentemente se utiliza o &gar como
substancia gelificante, um polissacarideo obtido de algas marinhas que da
consisténcia ao meio e suporte as plantas (QUISEN; ANGELO, 2008).

As culturas cultivadas em meio semissoélido sdo mantidas estéaticas e apenas
a superficie inferior do explante, 6rgado ou tecido esta em contato com o meio. Assim,
ao longo do processo de cultivo podem ocorrer gradientes de nutrientes e produtos
residuais do metabolismo entre 0 meio e os tecidos (GEORGE, 2008).

O nutriente liquido pode ser fornecido de varias maneiras no cultivo in vitro
(MURASHIGE, 1974). De acordo com George (2008), 6rgdos muito pequenos podem
ser cultivados flutuando no topo do meio liquido. Orgdos maiores também podem ser
cultivados satisfatoriamente em uma camada rasa de liquido ndo agitado onde parte
do o6rgdo se projeta acima da superficie. Porém, para pedacos de tecidos que
afundariam abaixo da superficie de um meio estatico e morreriam por falta de aeracao,
€ necessario adotar algum método de suporte. Ja outros tecidos também crescem
bem sem suporte em um meio liquido desde que seja arejado por agitagdo ou
movimento.

Segundo Penchel, Otoni e Xavier (2007), o sistema de producdo de mudas

micropropagadas tem evoluido para um sistema de cultura de alto volume e eficiéncia
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utilizando meio de cultura liquido com o emprego de equipamentos denominados de
biorreatores.

O crescimento de células e tecidos submersos em meio liquido, como nos
biorreatores, pode ser retardado e o desenvolvimento afetado pela privagédo de
oxigénio e hiper-hidratacdo. Isto pode ser contornado aumentando-se a concentracao
de oxigénio do meio ou deixando a planta em contato direto com o ar, por meio do uso
de um meio semissolido ou suportes (GEORGE, 2008). Murashige (1974) cita como
exemplo de suporte o papel filtro, 1a de vidro ou outro similar.

2.5 BIORREATORES

A micropropagacéo tradicional de plantas via agar muitas vezes € dificultada
pela alta demanda em numero de recipientes, varias camaras de fluxo laminar, espaco
para cultivo e mao de obra na fase de multiplicacdo, o que torna o método questionavel
do ponto de vista comercial (PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007).

Assim, a necessidade de minimizar custos na micropropagacéo fez com que
0s pesquisadores buscassem desenvolver novas tecnologias e estratégias, visando
também automatizar o processo. Ja existe, por exemplo, alternativa de mecanizacéo
dos procedimentos rotineiros de preparo de meio de cultura e novas tecnologias de
propagacdo em meio liquido, visando principalmente facilitar o manuseio em
laboratério (PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007).

De acordo com Penchel, Otoni e Xavier (2007), dentre as alternativas mais
promissoras para producdo em larga escala estdo os biorreatores, técnica na qual
toda a superficie da cultura esta sempre em contato com o meio nutritivo liquido,
usada em substituicdo a micropropagacao tradicional em meio semissolido.

Segundo a Takayama e Akita (1994), algumas das vantagens desta técnica
sdo o0 uso de meio nutritivo liquido, o que aumenta a eficiéncia do processo; o
manuseio mais simples da cultura; a economia de méo de obra; a reducao de tempo
e a aeracao forcada, o que estimula o crescimento.

Porém, como desvantagens dos biorreatores estdo a hiperhidricidade, a
contaminag¢do microbiana e a existéncia de espécies recalcitrantes para esse método,
0 que tem sido o principal entrave limitando seu uso para varias culturas de interesse
comercial (PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007).
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2.6 CLOROFILA

A técnica tradicional de multiplicac&o in vitro utiliza recipientes fechados, que
dificultam as trocas gasosas entre ambiente interno e externo. Assim, a rapida queda
na concentracdo de CO:2 no recipiente, aliado a outros fatores, culmina na baixa
capacidade fotossintética (PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007).

De acordo com Netto et al. (2005), a determinagéo do teor de clorofila em
folnas pode ser usada como uma ferramenta para diagnosticar a integridade do
aparelho fotossintético em plantas sujeitas as adversidades ambientais.

A clorofila é o pigmento que absorve a luz e € produzido nos cloroplastos, a
organela citoplasmética onde ocorre a fotossintese (KLUG et al., 2012). A fotossintese
€ um processo fisico-quimico caracteristico de organismos clorofilados, por meio do
qual substancias organicas (glucose, sacarose e amido) sdo sintetizadas a partir de
COg, agua e na presenca de luz, principalmente entre comprimento de onda 400 e
600 nm (CID; TEIXEIRA, 2017).

Existem varios tipos de clorofilas denominadas, por exemplo, a, b e ¢ (CID;
TEIXEIRA, 2017). A clorofila a esta presente em todos 0s organismos que realizam
fotossintese oxigénica, sendo o pigmento utilizado para realizar o primeiro estagio do
processo fotossintético, a fase fotoquimica. Ja os demais pigmentos, chamados de
acessorios, auxiliam na absorgdo de luz e na transferéncia da energia radiante para
os centros de reacdo. Os principais pigmentos acessoérios também incluem outros
tipos de clorofilas, como a clorofila b (TAIZ; ZEIGER, 2004) que nas plantas é
geralmente 1/3 da quantidade de clorofila a e seu papel estd mais ligado
a transferéncia de fotons para a clorofila a, pelo qual € importante em momentos de
baixa luminosidade (CID; TEIXEIRA, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Florestal, do Departamento de Ciéncias Florestais, Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR.

As andlises de clorofilas foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia
Vegetal, do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR.

3.2 CONDICOES GERAIS DE CULTURA IN VITRO

Todas as culturas foram mantidas em sala de crescimento, sob luz
fluorescente branca fria com densidade de fluxo fotossintético de 40 pmol m?2 s,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C.

3.3 MULTIPLICACAO IN VITRO

3.3.1 Instalagao do experimento

Os explantes utilizados na realizacdo do experimento foram obtidos de
culturas in vitro de Eucalyptus saligna Sm. ja estabelecidas, oriundas de plantas
matrizes de jardim clonal mantidas em casa de vegetacao em fase de subcultivo em
torno da quinta repicagem (FIGURA 2). Foram utilizados frascos de vidro de 300 mL
contendo 50 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) e vedados com

plastico filme PVC.
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FIGURA 2 — EXPLANTES DE Eucalyptus saligna NA QUINTA FASE DE SUBCULTIVO UTILIZADOS
NA INSTALACAO DO EXPERIMENTO DE MULTIPLICACAO IN VITRO

FONTE: A autora (2020).

O processo de introducéo foi realizado em camara de fluxo laminar e utilizou-
se dos seguintes materiais: pingas, bisturi e placas de petri autoclavados e lamparina
para flambagem dos instrumentos.

Os explantes, preparados em numero de 4 a 6 brotacdes, foram introduzidos
individualmente em tubo de ensaio de 50 mL vedado com plastico filme PVC, contendo
4 mL de meio de cultura MS (FIGURA 3).

FIGURA 3 — EXPLANTES DE E. saligna INOCULADOS EM TUBO DE ENSAIO CONTENDO MEIO
DE CULTURA SEMISSOLIDO (A) E LIQUIDO COM SUPORTE (B)

k —

A = e B

FONTE: A autora (2020).
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Na formulacdo do meio, acrescentou-se 4 UM de BAP e 2 uM de ANA. A
sacarose foi acrescentada conforme os tratamentos descritos no item 3.3.3. Para
atingir a consisténcia semissoélida dilui-se 7,5 g L** de &gar, enquanto para o meio
liquido utilizou-se cerca de 7 g de um suporte soélido no formato esférico que é inerte
e reutilizavel apds autoclavagem, preenchendo 3 cm de altura do tubo (FIGURA 4). O
pH foi regulado em 5,8 antes da autoclavagem por 20 minutos a 1,0 kgf/cm2 e

temperatura a 120°C.

FIGURA 4 — SUPORTE SOLIDO EM FORMATO ESFERICO UTILIZADO CONJUNTAMENTE AO
MEIO LIQUIDO NO EXPERIMENTO DE MULTIPLICAGAO IN VITRO

FONTE: A autora (2020).

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, conforme as
especificacdes do item 3.2. Ap6s 30 dias de cultivo in vitro foram avaliadas a
sobrevivéncia, a contaminacdo fungica e bacteriana, a taxa de multiplicacdo, o

comprimento médio dos brotos e o teor de clorofila a, b e total.

3.3.2 Metodologia de avaliacédo

O experimento foi avaliado 30 dias apds a implantacéo, quando se avaliaram

as seguintes variaveis:

e Sobrevivéncia;
e Mortalidade;
e Contaminacao fungica;

e Contaminacéao bacteriana;
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e Numero de brotos por explante (taxa de multiplicac&o);
e Comprimento médio dos brotos;

e Teor de clorofila a, b e total.

A sobrevivéncia, contaminacao fungica e bacteriana foram avaliados de forma
visual. Consideraram-se como vivos aqueles explantes com maior proporcdo de
brotacdes verdes, enquanto aqueles oxidados foram considerados mortos. Para a
contaminacdo fungica e bacteriana, contabilizou-se a presenca ou auséncia do
microrganismo.

O numero de brotacBes foi obtido através da contagem manual. Ja o

comprimento médio dos brotos foi medido com auxilio de régua.
3.3.3 Delineamento experimental

No experimento de multiplicagdo in vitro foram avaliadas quatro
concentracbes de sacarose (0, 15, 30 e 45 g L) e duas consisténcias de meio de

cultura (semissdlido e liquido com suporte) combinados em fatorial. Os oito

tratamentos sao descritos na TABELA 1.

TABELA 1 — TRATAMENTOS REALIZADOS NA MULTIPLICACAO IN VITRO DE E. saligna

Tratamento | Consisténcia do meio de cultura | Concentracdo de sacarose (g L)
1 Semissolido 0
2 Semissolido 15
3 Semissolido 30
4 Semissolido 45
5 Liquido 0
6 Liquido 15
7 Liquido 30
8 Liquido 45

FONTE: A autora (2020).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeti¢cdo constituida por dez tubos de

ensaio contendo um explante, totalizando 320 amostras do material.
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A imagem a seguir (FIGURA 5) ilustra duas grades (tratamentos) de meio

semissolido e meio liquido apés a montagem do experimento.

FIGURA 5 — EXEMPLO DOS TRATAMENTOS COM CONSISTENCIA DE MEIO SEMI§SOLIDA (A)E
LIQUIDA (B) APOS MONTAGEM DO EXPERIMENTO DE MULTIPLICACAO IN VITRO

FONTE: A autora (2020).

Quanto a andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de Bartlett,
seguido da analise de variancia ANOVA e comparacao das médias pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Utilizou-se para o processamento dos dados
0 programa de assisténcia estatistica ASSITAT versao 7.7 (SILVA, 2014).

3.4 TEOR DE CLOROFILA

Os explantes vivos foram armazenados em freezer para sua conservacgao até
a realizacao do teste de clorofila.

O material verde de cada tratamento foi dividido em trés amostras
aproximadamente iguais, das quais obteve-se 0 peso em balan¢a analitica. Cada
amostra foi macerada em almofariz acrescentando-se 15 mL de acetona 80%
(FIGURA 6).



35

FIGURA 6 —~ MACERAGAO DAS AMOSTRAS (A) E CONTEUDO RESULTANTE (B) NA
PREPARACAO DO MATERIAL PARA O TESTE DE CLOROFILA

FONTE: A autora (2020).

O conteudo liquido resultante da maceracao foi transferido para tubos de
centrifuga de 10 mL, para posterior centrifugacéo em centrifuga Sigma 3K30 a 12.000
rpm por dez minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para cubeta de
vidro 10 mm e entéo realizou-se a leitura da absorbancia nos comprimentos de onda
645 e 663 nandbmetros em espectrofotdbmetro digital UV-VIS 190 a 1000 nm UV-M51.

Os teores de clorofila foram calculados conforme metodologia de Arnon
(1949) através das formulas:

Clorofil ( 12,7 * abs663 — 2,69 * abs645 ) (1)
= *
orofila a 1000+ MF
Clorofila b ( 22,9 * abs645 — 4,68 * abs663 ) v (2)
= *
orota 1000 = MF
Clorofila total (8,02 * abs663 + 20,2 * abs645) v (3)
= *
orofila tota 1000 = MF

onde:
Clorofila a = teor de clorofila a em mg g de matéria fresca
Clorofila b = teor de clorofila b em mg g de matéria fresca
Clorofila total = teor de clorofila total em mg g* de matéria fresca
abs663 = absorbancia a 663 nm
abs645 = absorbancia a 645 nm

V = volume final do extrato (mL)
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MF = massa fresca de material utilizado no extrato (Q)

Os valores de clorofila foram transformados em log10 e submetidos aos testes
estatisticos conforme o item 3.3.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MULTIPLICACAO IN VITRO

De acordo com Xavier, Otoni e Penchel (2007) a contaminacdo do material
por microrganismos esta entre o0s principais problemas da técnica de
micropropagacéo pela proliferacdo de gemas axilares, sendo uma séria limitagéo no
estabelecimento de culturas. No entanto, neste trabalho, apds 30 dias de cultivo in
vitro praticamente ndo se observou contaminacdo fungica e bacteriana, apenas
porcentagens muito baixas (2,5%) nos tratamentos 1, 2 e 3 (TABELA 2).

A baixa contaminacdo por agentes contaminantes pode ser em razao do
material utilizado advir de condi¢cdes controladas, ou seja, culturas in vitro ja
estabelecidas, além dos cuidados para evitar nova contaminacdo durante a instalacao
dos experimentos.

TABELA 2 — CONTAMINACAO FUNGICA, BACTERIANA E SOBREVIVENCIA DE EXPLANTES DE

Eucalyptus saligna MULTIPLICADOS IN VITRO SOB DIFERENTES CONCENTRACOES
DE SACAROSE E CONSISTENCIAS DO MEIO DE CULTURA

Tratamento C?anr:g?z:gz?o gggtt;g:;‘%% Sobrevivéncia (%)
T1 (MS semissélido; 0 g L-! sacarose) 2,50 a 0,00 a 60,00 bc
T2 (MS semissolido; 15 g L sacarose) 2,50 a 0,00 a 100,00 a
T3 (MS semissoélido; 30 g L sacarose) 0,00 a 2,50 a 95,00 a
T4 (MS semissolido; 45 g L! sacarose) 0,00 a 0,00 a 100,00 a
T5 (MS liquido; 0 g L sacarose) 0,00 a 0,00 a 32,50d
T6 (MS liquido; 15 g L! sacarose) 0,00 a 0,00 a 30,00d
T7 (MS liquido; 30 g L! sacarose) 0,00 a 0,00 a 37,50 cd
T8 (MS liquido; 45 g L! sacarose) 0,00 a 0,00 a 77,50 ab
CV (%) 409,41 565,69 15,41

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Quanto a sobrevivéncia dos explantes, observa-se na TABELA 2 que as
meédias foram bastante baixas nos tratamentos com meio de cultura liquido, entre
32,50% a 37,50%, sobressaindo-se apenas o tratamento com maior concentracao de

sacarose, o0 qual apresentou 77,50% das plantas vivas.



38

A maior sobrevivéncia foi observada na consisténcia semissolida do meio de
cultura. Os tratamentos T2 e T4 obtiveram sobrevivéncia de 100,00%, entretanto nao
diferem estatisticamente do tratamento T3 (95,00%). Este resultado possivelmente
seja reflexo tanto da consisténcia do meio de cultura quanto da concentracdo de
sacarose, ja que quando nas mesmas condi¢cdes de consisténcia de meio e na
auséncia de sacarose, a sobrevivéncia caiu para 60,00%.

Sabe-se que uma das praticas empregadas pera reduzir 0os custos de
producdo € a eliminagcdo total da sacarose do meio de cultura (KOZAI; KUBOTA,
2001). Porém, gquando plantas sdo cultivadas in vitro nesta condicdo, ha a
necessidade de se aumentar a intensidade luminosa e a difusdo de CO2 e da umidade
(vapor da agua) em volta da planta (KOZAI; NGUYEN, 2003), para promover a
fotossintese, a transpiracdo e o acumulo de matéria seca (ERIG; SCHUCH, 2005).
Por isso os tratamentos com 0 g L de sacarose resultaram em menor sobrevivéncia
de 60,00% no meio com agar e 32,50% no meio liquido.

Os resultados evidenciam que o material testado como suporte no meio
liquido n&o foi eficiente para a sobrevivéncia. Observou-se que o suporte nédo forneceu
um bom contato do explante com o meio de cultura que se depositava no fundo do
tubo de ensaio, comprometendo o suprimento das plantas com sua fonte nutritiva, o
gue culminou em uma grande mortalidade. A maior sobrevivéncia entre os
tratamentos de meio liquido ocorreu na maior concentracdo de sacarose, 0 que pode
ter contribuido para tal fato.

A FIGURA 7 ilustra a sobrevivéncia e a mortalidade dos explantes apés 30

dias de cultivo in vitro.
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FIGURA 7 — EXPLANTE MORTO (A) E EXPLANTE VIVO (B) DE Eucalyptus saligna APOS 30 DIAS
DE CULTIVO IN VITRO EM MEIO DE CULTURA MS LIQUIDO COM SUPORTE

FONTE: A autora (2020).

Para a varidvel niumero de brotacdes por explante (taxa de multiplicacéo), de
forma geral os tratamentos em meio liquido obtiveram médias inferiores aos
tratamentos em meio semissolido (TABELA 3).

TABELA 3 — TAXA DE MULTIPLICAGAO (NUMERO DE BROTOS / EXPLANTE) E COMPRIMENTO

DOS BROTOS DE EXPLANTES DE Eucalyptus saligna MULTIPLICADOS IN VITRO SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE SACAROSE E CONSISTENCIAS DO MEIO DE

CULTURA
Tratamento Taxa de Multiplicacéo Comprimento brotos (mm)
T1 (MS semissolido; 0 g L! sacarose) 7,39 b 6,01 a
T2 (MS semissoélido; 15 g L! sacarose) 18,28 a 6,48 a
T3 (MS semissolido; 30 g L sacarose) 19,97 a 595a
T4 (MS semissolido; 45 g L! sacarose) 23,95 a 4,73 a
T5 (MS liquido; 0 g L! sacarose) 6,21 b 6,81 a
T6 (MS liquido; 15 g L! sacarose) 8,98 b 6,92 a
T7 (MS liquido; 30 g L sacarose) 7,67 Db 6,13 a
T8 (MS liquido; 45 g L! sacarose) 7,41b 575a
CV (%) 20,77 16,55

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Com os quatro tratamentos em meio semissélido foi obtida uma média de
17,40 brotos por explante contra a média de 7,57 nos tratamentos com meio liquido.
Mais uma vez, atribui-se o baixo desempenho a ineficiéncia do suporte em promover

contato adequado do explante com o meio de cultura liquido.
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Resultados que condizem com este trabalho foram encontrados por Correia
et al. (1995) quando testaram o efeito da consisténcia do meio no crescimento in vitro
de gemas de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Neste caso, o uso de um suporte de
manta acrilica para sustentacdo do explante em meio liquido promoveu menores
médias de massa fresca e massa seca do que o meio semissolido aos 42 dias de
cultivo.

Mesmo frente ao baixo desempenho demonstrado no experimento com meio
liquido, isto nado significa que a micropropagacado de eucalipto nesta consisténcia de
meio seja inviavel. Correia (1993) concluiu que o cultivo de clones de E. grandis em
meio de cultura liquido com suporte confeccionado de fibro-espuma apresentou
maiores médias de massa fresca (1177,3 mg) do que em meio semissélido (995,6
mgQ).

Oliveira et al. (2011) concluiram que o cultivo de um clone de Eucalyptus
grandis x E. urophylla em biorreator RITA® (meio liquido) foi superior ao meio
semissolido em todas as caracteristicas de crescimento avaliadas, obtendo cerca de
30 brotos por explante contra 15, respectivamente. Correia (2011) constatou também
que o biorreator RITA® promoveu maiores ganhos em nimero de brotos e massa
fresca em comparacdo com o meio de cultura semissoélido, na micropropagacédo de
hibridos de E. globulus. Nestes casos, o cultivo em meio liquido mostrou vantagens
em comparacao ao cultivo semissolido, sendo um dos motivos a rapida absorcéo de
nutrientes, ja que as plantas estdo banhadas pelo meio nutritivo (GUPTA; TIMMIS,
2005).

Thorpe et al. (2008) citam outros suportes que ja foram utilizados com
sucesso: membrana flutuante de polipropileno no topo de um meio liquido para cultivar
células e protoplastos de aspargos; papeéis filtro colocados sobre almofadas de
espuma de poliuretano saturadas com meio; 1a de poliéster para apoiar culturas de
abeto; espuma de poliuretano e vermiculita. Os autores destacam que entre outros
materiais ja testados, ao contrario do utilizado neste trabalho, estédo principalmente
substancias porosas.

A maior taxa de multiplicagcédo de 23,95 foi apresentada pelo T4, em meio
semissélido e na maior concentracdo de sacarose testada. Entretanto, este resultado
se equivale estatisticamente as taxas de multiplicacéo dos tratamentos com 15 e 30 g

L1 (FIGURA 8) de sacarose em meio semissolido, respectivamente 18,28 e 19,97.
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FIGURA 8 — EXEMPLO DA MULTIPLICAGAO DE EXPLANTES DE E. saligna APOS 30 DIAS DE
CULTIVO IN VITRO EM MEIO MS SEMISSOLIDO SUPLEMENTADO DE 0 g L1 (A) E
30 g L (B) DE SACAROSE

FONTE: A autora (2020).

Oliveira et al. (2011) ao cultivarem um clone de Eucalyptus grandis x E.
urophylla em meio MS semissolido acrescido de 30 g L** de sacarose encontraram
cerca de 10 brotos por explante aos 28 dias de cultivo.

De forma geral, principalmente em meio de cultura semissélido, o aumento da
taxa de multiplicagdo acompanhou o incremento em sacarose. Assim, pode-se dizer
que o carboidrato adicionado no meio de cultura forneceu energia metabdlica e
esqueletos carbdnicos para a biossintese de aminodacidos, proteinas, polissacarideos
e compostos organicos necessarios para o crescimento (MENDES et al., 2015). Este
fato € observado também por outros autores.

Mendes et al. (2015) também notificaram a importancia da sacarose no cultivo
in vitro de abacaxizeiro havendo aumento de brotacbes com o aumento da
concentracdo e praticamente nenhuma formacgdo de brotos na auséncia desta.
Skrebsky, Nicoloso e Ferrdo (2004) notificaram que o maior crescimento de Pfaffia
glomerata é proporcionado pelas concentracées de 45 e 60 g L™ de sacarose. Faria
et al. (2004) também obtiveram resultados semelhantes no cultivo in vitro de
Dendrobium nobile, quando a maior taxa de multiplicacdo ocorreu na maior
concentragdo de sacarose testada (60 g L1).

Souza et al. (2020), ao avaliarem a influéncia da sacarose no cultivo in vitro
de Jacaranda brasiliana, uma espécie arborea da Mata Atlantica brasileira, também
relataram sucessivo aumento do numero de folhas a medida que se aumentou a

quantidade do carboidrato.
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Logo, no contexto desse trabalho, constata-se por meio dos resultados que a
concentracéo de sacarose foi importante para a multiplicacédo de brotos de E. saligna,
havendo incorporacdo de carboidrato e aumento da energia disponivel para os
explantes in vitro.

Para a variavel comprimento dos brotos obteve-se uma média geral entre
todos os tratamentos de 6,10 mm. Estatisticamente todos os tratamentos séo iguais,
mas via de regra, & medida que se aumentou a concentracdo de sacarose, 0
comprimento dos brotos diminuiu, de forma que nas duas consisténcias de meio o
menor comprimento foi apresentado na concentracdo de 45 g L de sacarose. Os
maiores valores foram observados nas concentragées de 15 g L' dessa substancia.

Lemes et al. (2016) também observaram no cultivo in vitro de Miltonia
flavescens em meio MS % que a medida que a concentracdo de sacarose se elevou,
a altura das plantas foi reduzida. Besson et al. (2010), para a mesma espécie,
verificaram que a suplementacdo com 45 e 60 g L' de sacarose prejudicou o
comprimento da parte aérea em relacdo a concentracdo de 30 g L. Souza et al.
(2020) obtiveram para Handroanthus impetiginosus (Ipé) maior comprimento da parte
aérea na concentracdo de 0 g L'* do que nas concentraces de 15e 30 g L.

Penchel, Otoni e Xavier (2007) citam os altos niveis de aclucar no meio como
uma das razfes para a reducao do crescimento das plantas no sistema de cultivo in
vitro, além da baixa capacidade fotossintética e baixa irradiancia.

Entretanto, estatisticamente ndo houve diferenca entre os valores de
comprimento de brotos, demonstrando que baixas concentracdes de sacarose podem
ser utilizadas.

Realizar alteracbes na composicdo quimica do meio de cultivo e no
intercambio de gases com 0 meio externo podem promover a rustificacao ja in vitro.
Com isso haveria melhoras na competéncia fotossintética e nas relagdes hidricas,
consequentemente reduzindo a necessidade de aclimatizagdo ex vitro (PENCHEL,
OTONI; XAVIER, 2007).

A ideia de reduzir a suplementacdo de sacarose no meio para melhorar o
desempenho das plantulas na aclimatizacéo, reduzindo assim os custos de producéao,
€ bastante citada na literatura. Correia et al. (2012) encontraram resultados
condizentes para a espécie Cattleya labiata, indicando que a auséncia de sacarose,

em relacdo a adicdo de 30 g L' no meio de cultura, favorece o desenvolvimento da
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parte aérea e radicular, além da maior porcentagem de sobrevivéncia na
aclimatizacao.

No entanto Franceschi, Dutra e Hansel (2007) concluiram que quanto maior a
concentracéo de sacarose na pré-aclimatizacdo, melhor é a taxa de sobrevivéncia no
enraizamento ex vitro de Eucalyptus benthamii. Os mesmos resultados foram
encontrados por Franceschi et al. (2009), quando altos teores de sacarose
influenciaram positivamente a sobrevivéncia e desenvolvimento de raizes de E.

benthamii ex vitro.

4.2 TEOR DE CLOROFILA

A determinagé&o dos teores de clorofilas em plantas cultivadas in vitro fornece
informacBes importantes sobre a estado fotossintético durante a micropropagacao,
visto que podem influenciar na sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacéo
(YADAV; IBAKARI; GUPTA, 2010; SOUZA et al., 2020).

A TABELA 4 traz os resultados obtidos nos testes de clorofila dos explantes

de Eucalyptus saligna micropropagados nas condi¢cdes de cada tratamento adotado.

TABELA 4 — TEOR DE CLOROFILA a, b E TOTAL EM EXPLANTES DE_Eucalyptus saligna
MULTIPLICADOS IN VITRO SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE SACAROSE
E CONSISTENCIAS DO MEIO DE CULTURA

Tratamento Clorofila a (mg g?) | Clorofila b (mg g) | Clorofila total (mg g?)

T1 (MS semissélido; 0 g L' sacarose) 0,248 b 0,140 b 0,388 b

T2 (MS semissdlido; 15 g L'! sacarose) 0,098 bc 0,045 cd 0,144 bc

T3 (MS semissdlido; 30 g L sacarose) 0,129 b 0,110 bc 0,238 b

T4 (MS semissdlido; 45 g L'! sacarose) 0,047 c 0,032d 0,079 c

T5 (MS liquido; 0 g L' sacarose) 1,631a 1,184 a 2,815 a

T6 (MS liquido; 15 g L™ sacarose) 0,114 bc 0,060 bcd 0,174 bc

T7 (MS liquido; 30 g L sacarose) 2,478 a 1,089 a 3,566 a

T8 (MS liquido; 45 g L™ sacarose) 1,437 a 0,687 a 2,124 a

CV (%) 39,08 56,36 39,88

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

Os resultados dos teores de clorofila variaram em funcdo da concentracéo de

sacarose. Nos tratamentos em meio semissolido, os maiores teores de clorofila a, b e
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total ocorreram na concentracéo de 0 g L™ de sacarose, seguido da concentracdo de
30 g L. J4 o tratamento com maior concentragdo do carboidrato resultou na menor
quantidade dos pigmentos fotossintéticos.

A presenca de sacarose no meio de cultura de tecidos inibe a formagéo de
clorofila e a fotossintese, tornando o crescimento autotréfico menos viavel (THORPE
et al., 2008). Isto explica por que na maior concentracéo de sacarose testada em meio
semissolido obteve-se o menor teor de clorofila.

Mendes et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes ao ajustar a
concentracdo de sacarose para o melhor desenvolvimento in vitro do aparelho
fotossintético de plantulas de abacaxizeiro, quando os teores de clorofila a, b e total
foram significativamente maiores no tratamento com 0 g L™ de sacarose.

Células cultivadas com sacarose por periodos prolongados podem perder
permanentemente a capacidade de sintetizar clorofila, pois os plastidios sao
convertidos em amiloplastos cheios de amido e isso pode alterar a expressdo do DNA
dos plastidios (THORPE et al., 2008), que sé@o organelas como o cloroplasto presentes
nas células de plantas e que desempenham funcfes biossintéticas e metabdlicas
essenciais (KLEFFMANN et al., 2007).

Khan et al. (2002) estudaram o crescimento e taxas fotossintéticas liquidas de
Eucalyptus tereticornis sob condi¢cdes fotomixotroficas e diversas condicbes de
micropropagacdo fotoautotréfica. Como resultado os autores obtiveram taxa
fotossintética negativa para os explantes cultivados em meio MS gelificado com &gar,
30 g L de sacarose, fluxo fotossintético de 60 umol m st e concentragdo de CO2
entre 400-450 umol mol?!. Nas mesmas condicdes, apenas elevando-se o fluxo
fotossintético para 125 pmol m= st e suprimindo-se a sacarose, a taxa fotossintética
foi positiva. Inoue, Graca e Correa (1998) também concluiram que plantulas de E.
tereticornis cultivadas com sacarose exibiram uma fotossintese significativamente
menor que aguelas cultivadas na auséncia desse carboidrato.

Silva et al. (2012) evidenciaram que para o abacaxizeiro, na multiplicacdo em
condicbes de alta irradiancia (luz natural), ndo € necessario o emprego de altas
concentracdes de sacarose, mas ja em condicfes de luz artificial, o fator sacarose é
limitante.

Porém, a sacarose pode atuar como um sinal negativo e positivo,
influenciando os niveis de proteinas fotossintéticas e a capacidade fotossintética em
plantas (FURBANK; PRITCHARD; JENKINS, 1997).
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Souza et al. (2020), ao estudarem a multiplicacdo in vitro de Handroanthus
impetiginosus e Jacaranda brasiliana, verificaram que a supressdo da sacarose no
meio de cultivo influenciou significativamente na reducao dos teores de clorofila total
em ambas as espécies.

Ja os resultados apresentados pelos tratamentos em meio liquido ndo seguiram
a mesma tendéncia, e, no geral, foram superiores a outra consisténcia de meio
testada. Mesmo os tratamentos com maior concentracdo de sacarose apresentaram
alto teor de clorofila. Uma explicacdo pode ser em virtude da caracteristica do sistema
meio liquido e suporte que pode ter impedido o contato das plantas com o carboidrato,
assim se comportando da mesma forma que os tratamentos na auséncia de sacarose.

Em meio de cultura sem acucar as plantulas sao forcadas a desenvolver seu
aparelho fotossintético durante o cultivo in vitro (AFREEN; ZOBAYED; KOZAl, 2002).
Culturas clorofiladas possuem capacidade fotossintética relativamente alta, com
consequéncias positivas sobre o crescimento e o percentual de sobrevivéncia ex vitro
(PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007). Seguindo este ponto de vista, os explantes
oriundos do meio liquido teriam uma vantagem na fase ex vitro.

Obter um maior desenvolvimento da capacidade autotréfica de plantulas ainda
in vitro através de tratamentos que permitem aumentar a fotossintese se faz
necessario para possibilitar uma maior sobrevivéncia durante a transferéncia para a
casa de vegetacdo (INOUE; GRACA; CORREA, 1998).

CONCLUSOES

Conclui-se que o0 aumento na concentracdo de sacarose influencia
positivamente na sobrevivéncia e na multiplicacao de explantes de Eucalyptus saligna
Sm.

Na condicdo de auséncia de sacarose, a sobrevivéncia e o numero de
brotacdes sdo menores, principalmente na consisténcia de meio semissélida.

O material solido em formato esférico utilizado como suporte em meio liquido
ndo promove taxas satisfatorias de sobrevivéncia e multiplicacdo. De forma geral, tais
parametros sdo superiores em meio semissolido.

Os teores de clorofila foram superiores no meio liquido, e, no meio de cultura
semissolido, a supressdo de sacarose resulta em maior teor total do pigmento

avaliado, seguido da concentracédo de 30 g L.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O material utilizado como suporte em meio liquido néo foi capaz de promover
alta sobrevivéncia dos explantes de Eucalyptus saligna Sm., nas condi¢cbes deste
trabalho, e resultou em baixas taxas de multiplicacdo, comparado ao meio
semissolido. Sugere-se testar outros materiais como suporte que sejam
principalmente porosos, visto que resultados positivos ja foram encontrados em outros
trabalhos. Além disso, a reposicao do meio a cada dez dias, por exemplo, pode ser
uma alternativa para nao faltar nutrientes a planta, ou mesmo dosar um maior volume
de meio.

A adicdo de sacarose no meio de cultura influenciou positivamente na
emissao de brotos de E. saligna, evidenciando a importancia desta substancia para a
multiplicacéo in vitro em condi¢des fotomixotroficas.

A suplementacao de sacarose também teve efeito no teor de clorofila, sendo
este significativamente menor na maior concentracdo do carboidrato em meio com
agar.

Os resultados evidenciam que € possivel ajustar o meio de cultura com uma
concentracdo mais baixa de sacarose mantendo ainda a produtividade e
possivelmente melhorando as condicdes fotossintéticas das plantulas.

Com a adocdo de praticas como estas, seria possivel economizar com
insumos como a sacarose, além de facilitar o processo de aclimatizacdo ex vitro
através do incremento nas taxas fotossintéticas. Com isso haveria maior
sobrevivéncia ex vitro e reducdo de custos no processo produtivo de mudas de E.
saligna, fator este que tem inviabilizado a utilizagcdo da micropropagacdo em escala
comercial.

Entretanto, a fim de confirmar essas hip6teses, faz-se necessario outros
testes e sugere-se conduzir 0S mesmos tratamentos nas fases de enraizamento e

aclimatizacao ex vitro.
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