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RESUMO GERAL

As espécies do género Eucalyptus estdo entre as arvores mais utilizadas
em todo mundo, em razio da qualidade de suas madeiras e pelos produtos finais
obtidos a partir de seu processamento, aplicaveis a diversos segmentos do
mercado, principalmente de carvdo vegetal, siderurgia, cavaco (bioenergia),
papel e celulose. Entretanto, com o aumento da demanda por esses produtos, tém
crescido as pesquisas envolvendo alternativas para aumentar os plantios de
Eucalyptus spp., obtendo materiais de qualidade e em quantidade para serem
ofertados aos mercados consumidores. Para atingir essa demanda, tornam-se
necessarias pesquisas que envolvam a propagacdo em escala e que abordem o
problema com uma visdo mais holistica, abrangendo o desafio de forma ampla e
integrativa. Muitos estudos tém sido direcionados na tentativa de viabilizar
economicamente a multiplicacdo em escala, em condi¢des in vitro, sendo dada
ateng@o especial aos sistemas de biorreatores. Esses equipamentos sdo mais
automatizados e apresentam reducdo de custos em relagdio ao método
convencional de micropropagagdo, principalmente relacionados com a utilizacéo
de agentes gelificantes ¢ mao de obra especializada. Nesse contexto, objetivou-
se estabelecer um protocolo de propagagdo in vitro para um hibrido comercial de
Eucalyptus urograndis, utilizando o sistema de biorreator de imersdo temporaria
(BIT®). O trabalho focou em determinar a melhor propor¢io entre nitrato e
amonio no fornecimento de nitrogénio, durante cultivo em meio semissolido e
dentro do sistema de biorreator de imersdo temporaria; bem como identificar
qual meio de cultura é mais adequado entre os meios MS modificado, WPM e
JADS no cultivo em BIT"; determinar dentre as citocininas BAP, KIN e TDZ a
mais eficiente em multiplicar brotagdes desse hibrido; e verificar qual o periodo
de cultivo mais adequado para manter o material multiplicando no sistema. De
acordo com os resultados, a relagdo 3:1 (NO;):(NH,") demonstrou ser a mais
eficiente em fornecer nitrogénio para a cultura; o meio MS modificado possui a
formulagdo mais adequada para o cultivo do hibrido escolhido; a citocinina BAP
propiciou maior taxa de multiplicagdo do material vegetal; e o periodo de cultivo
por 40 dias foi o tempo mais adequado para cultivar o hibrido comercial de E.
urograndis.

Palavras-chave: Eucalipto. Citocininas. Biorreator - Sistema automatizado.
Nitrogénio. Propagacio in vitro.



GENERAL ABSTRACT

Eucalyptus species are among the forest trees most used worldwide due
to its quality woods and the final products obtained from processing, feasible to
various market segments. However, increasing demand for these products has
been growing research number involving ways to increase quality and quantity
of Eucalyptus plants to be offered to market. To achieve this demand, it is
necessary researches involving the production in scale and address the problem
with a more holistic view, covering broad and integrative manner that whole
situation. Recently, much research has been focused on trying to economically
multiply many species in large scale in in vitro conditions, with special attention
given to the bioreactor systems. Such equipments are more automated systems
and present low costs compared to conventional method of micropropagation
mainly related with use of gelling agents and skilled labor. The aim of this work
was to establish a protocol for in vitro propagation of a Eucalyptus urograndis
commercial hybrid using a system from temporary immersion bioreactor (BIT®).
The work were based on determining the best ratio nitrate and ammonium in
nitrogen supply during cultivation in two different systems: semisolid culture
medium and temporary immersion bioreactor; identify which culture medium is
most suitable among the media WPM, modified MS and JADS in cultivation in
BIT"; find out which cytokinin among BAP, KIN and TDZ is more efficient to
multiply shoots; and establish which cultivation period is more appropriate to
keep the plant material in BIT®. According to the results, the ratio 3:1 ( NO5"
):(NH;") has been shown to be more effective in providing nitrogen to the
culture; the modified MS medium has the most suitable formulation for this
hybrid's cultivation; the BAP proved to be the best cytokinin to multiply
Eucalyptus urograndis explants among each other assessed in BIT"; and the
cultivation for 40 days was the most appropriate period to cultivate this
commercial hybrid.

Key-words: Eucalipt. Cytokinin. Bioreactor - automated system. Nitrogen. In
vitro propagation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A importancia do setor florestal para a sociedade brasileira em termos
econdmicos, sociais ¢ ambientais pode ser analisada a partir da verificagdo de
seus principais indicadores: a area de florestas plantadas, o valor bruto da
produgdo, a geragdo de impostos, o valor das exportagdes e os empregos gerados
e mantidos pelo setor em geral (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS - ABRAF, 2013).

O eucalipto ¢ a principal espécie desse setor, o qual apresenta grande
relevancia para os mercados brasileiro ¢ mundial. E uma arvore de crescimento
rapido e sua madeira € a principal matéria-prima para a produc@o de papel e
celulose na Australia, Sudoeste Europeu, Brasil, Africa do Sul e em diversos
outros paises (PRINSEN et al., 2012).

As divisas das industrias brasileiras, utilizando o eucalipto como
matéria-prima para a produg¢do de papel, celulose e outros derivados,
representam cerca de 5,7% do Produto Interno Bruto (PIB), o que gerou, em
2013, US$ 7,1 bilhdes em exportagdes, além de empregar mais de 2 milhdes de
pessoas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CELULOSE E PAPEL -
BRACELPA, 2014).

No Brasil, a maior concentracdo de plantios de Eucalyptus se encontra
na regido Sudeste (53,0%) em fun¢do da localizagdo das principais unidades
industriais dos segmentos de papel e celulose, painéis de madeira
industrializada, siderurgia a carvao vegetal e madeira mecanicamente processada
(ABRAF, 2013).

Dessa regido, o estado de Minas Gerais ¢ o que detém a maior area
plantada com as espécies desse género, com cerca de 1.438.971 ha de um total
de 2.702.380 ha, tendo sua utiliza¢do voltada principalmente para a producgio de

carvio vegetal. Suas caracteristicas intrinsecas como rapido crescimento e
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densidade de madeira consideravel, com incremento médio anual (IMA) de 40,7
m’/ha.ano em 2012, garantem um carvdo facilmente renovavel e de boa
qualidade (ABRAF, 2013). As espécies mais utilizadas no Brasil para esses fins
sdo E. grandis, E. saligna, E. camaldulensis e E. urophylla, assim como seus
hibridos (SANTOS et al., 2010).

As espécies desse género, naturais da Australia, sdo adaptadas a uma
variedade de climas e as areas de ocorréncia natural variam desde regides sub-
aridas até umidas, contendo tanto espécies que possuem ampla distribui¢do
geografica quanto espécies particulares de regides especificas (HEROULT et al.,
2013).

Certas condi¢des adversas, entretanto, sdo fatores que restringem o
crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo as de eucalipto, tais como
os estresses abioticos e bioticos advindos do déficit hidrico, altas temperaturas,
resfriamento ¢ salinidade, bem como de pragas e doengas, respectivamente
(LOPES et al., 2011), afetando diretamente a produtividade.

Dessa forma, passa a ser imprescindivel que os programas de
melhoramento da espécie sejam continuos para oferecer gendtipos mais
adaptados as novas demandas. As principais empresas do setor possuem
programas de melhoramento préprios e, periodicamente, langam novos clones
no mercado. A chegada de um material superior, mais adaptado as condi¢des
adversas, exige o suporte de um sistema paralelo que possibilite sua propagacao
em escala comercial, num periodo curto de tempo para suprir a demanda por
madeira e outros produtos advindos da silvicultura clonal dessa espécie.

Aliada ao sistema convencional de produg¢do de mudas de eucalipto, que
se baseia no enraizamento de miniestacas, a biotecnologia pode ser utilizada
para aumentar a eficiéncia do processo, seja com intuito de produzir matrizes
rejuvenescidas para o sistema convencional ou como uma nova alternativa ao

mercado para oferta de mudas produzidas integralmente nas condigdes in vitro.
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Mas, para isso, ha necessidade de otimizagdo de procedimentos que viabilizem
economicamente o processo, de modo que o valor da muda produzida in vitro
seja competitivo com o valor da muda produzida pelo sistema convencional. Isso
ja ¢ realidade para outras espécies, tais como banana, morango, batata e
determinadas espécies ornamentais.

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas, a cultura de tecidos vegetais, por
meio da técnica de micropropaga¢do, ¢ uma opg¢do vidvel para atender as
necessidades de multiplicagdo em larga escala de mudas de eucalipto
(AGGARWAL et al., 2012; PEREIRA; FORTES, 2003). E entre as
possibilidades de multiplicagdo in vitro, os sistemas baseados em biorreatores,
equipamentos que fazem uso de meios liquidos, merecem destaque pelas
condi¢des que sdo propiciadas ao material vegetal durante cultivo in vitro. Esses
sistemas permitem maior ganho de biomassa e redugdo do periodo necessario
para a propagagdo (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009), tornando-se
alternativa viavel a micropropagagdo convencional, especialmente por
automatizar etapas do processo e reduzir os custos de producdo (MOREIRA et
al.,, 2013; OLIVEIRA et al., 2011a) ligados, principalmente, aos precos dos
agentes gelificantes e custos com mio de obra especializada no método

convencional.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Eucalyptus, sua importancia econdomica e a cultura de tecidos

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, abrange mais de
700 espécies espalhadas por todo mundo, sendo uma das principais fontes de
madeira e a arvore mais amplamente empregada em plantacdes para fins
industriais. Muitas espécies de eucalipto sdo facilmente renovaveis, em
decorréncia da sua alta taxa de crescimento, a forma retilinea de seus troncos,
valor da madeira, ampla adaptabilidade a solos e climas, resisténcia a estresses
bioticos e a facilidade de gerenciar processos relacionados a propaga¢do clonal
(OLIVEIRA et al., 2012).

Diferentes espécies de eucalipto sdo empregadas para diversos fins
industriais do setor florestal como Eucalyptus dunni, E. globulus, E. grandis, E.
maidenii, E. nitens, E. saligna e E. urophylla, tanto a partir de cultivos
individuais de cada espécie quanto de hibridos advindos de cruzamentos duplos
e triplos entre essas espécies (PRINSEN et al., 2012).

O maior interesse na madeira dessas espécies € decorrente do baixo
custo de produgdo em determinadas regides, principalmente, pelos altos
rendimentos da biomassa, da produtividade florestal ¢ a qualidade de suas fibras
(PRINSEN et al., 2012). Por ser uma arvore com madeira contendo fibras curtas,
as quais sdo mais demandadas pelo mercado para producdo de papéis de
escrever, imprimir e de fins sanitarios (BRACELPA, 2014), o eucalipto ¢ mais
utilizado que outras espécies florestais que também apresentam valor comercial
como, por exemplo, o pinus. A suavidade, brilho e a baixa resisténcia a tra¢ao
das fibras de eucalipto, além do aspecto retilineo de sua madeira que apresenta
alta densidade, faz com que as espécies desse género sejam de grande

importancia para a industria de papel e de moveis (GIRIJASHANKAR, 2011).
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No Brasil, os custos de produgdo de biomassa sdo baixos quando
comparados com outras partes do mundo, em razdo de uma série de fatores.
Dentre eles estdo o clima adequado para estabelecimento da cultura, ampla area
disponivel para cultivo, tecnologias agricolas, excelente adaptagdo de certas
culturas ao clima tropical (PRINSEN et al., 2012) e o IMA obtido, na ordem de
40,7m’/ha.ano, em compara¢io com uma média de 15 m’/ha.ano de outros
paises.

Em 2012, a area plantada com Eucalyptus, no Brasil, totalizou 76,6% do
total de 6.664.812 ha de florestas plantadas no pais. Entretanto, nido foi
observado crescimento significativo da area de plantios tanto com Eucalyptus
quanto com Pinus, pela tendéncia de desaceleracdo da expansdo das areas de
plantios apresentada nos dois anos anteriores (ABRAF, 2013).

As principais causas para essa estagnagio das areas de plantios florestais
em 2012 estdo relacionadas com as restricdes impostas pelo governo brasileiro a
compra de terras por grupos nacionais que possuam composi¢do majoritaria de
capital estrangeiro; a reduzida atividade econdmica nos paises da Unido
Europeia e nos Estados Unidos, paises estes que importam produtos florestais ou
da cadeia de base florestal plantada; a redugdo da competitividade no mercado
internacional dos produtos da cadeia produtiva brasileira de base florestal; ¢ a
burocratizacdo excessiva somada aos longos prazos requeridos pelos dérgdos
ambientais nos processos de licenciamento ambiental de novos projetos
florestais e industriais do pais (ABRAF, 2013).

De acordo com a importancia dessa espécie no cenario nacional e a atual
conjuntura socioeconomica no setor, elevar a producdo de plantas de Eucalyptus
se torna crucial a silvicultura brasileira, a fim de produzir mudas de qualidade e
em quantidade para atender a demanda crescente no mercado interno e externo,
além de aumentar a competitividade e a preferéncia pelos produtos florestais

nacionais em relagdo aos estrangeiros.
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A cultura de tecidos, por meio da micropropagacdo, ¢ uma opg¢ao
interessante para atingir esse objetivo, pois auxilia na produgdo em escala
comercial de mudas de qualidade, em curto espaco de tempo e livres de pragas e
doencas (PEREIRA; FORTES, 2003; RIBEIRO et al., 2013). Assim, a cultura
de tecidos aparece como uma alternativa viavel para produ¢do de mudas de
Eucalyptus spp., com a finalidade de ajudar a superar as dificuldades
mencionadas, reestabelecendo o aumento na quantidade de plantios, abastecendo
o mercado com produtos oriundos dessas espécies e auxiliando tanto em ganhos
socioecondmicos e ambientais quanto na geragdo de conhecimento cientifico a
partir de pesquisas envolvendo essas metodologias.

Para a obtencdo de resultados mais eficientes dentro da
micropropagagdo ¢ imprescindivel ter conhecimento e controle sobre varios
fatores que afetam o processo e, entre eles, a composi¢do do meio de cultura é
um dos mais importantes. Reguladores de crescimento, carboidratos, vitaminas,
macro ¢ micronutrientes, todas essas substancias sdo essenciais para promover o
crescimento adequado das culturas. S3o esses compostos que regulam os
padroes de desenvolvimento vegetal, atuando diretamente nas respostas das

plantas durante o periodo de cultivo in vitro.

2.2 Formas de fornecimento de nitrogénio na cultura de tecidos vegetais

O nitrogénio (N) ¢ um importante macronutriente vegetal por ser
considerado um elemento essencial para a biossintese de compostos
relacionados com o crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como
aminoacidos, proteinas, enzimas, pigmentos e auxinas (CRUZ; PELACANI;
ARAUJO, 2006; KOVACIK; BACKOR, 2007). Em diversos sistemas de

producdo, a sua disponibilidade ¢ quase sempre um fator limitante,
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influenciando diretamente sobre o crescimento vegetal mais do que qualquer
outro nutriente (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

A forma com que esse elemento esta disponivel e serd absorvido pelas
plantas, seja como nitrato ou amdnio, tem impactos bem diferentes sobre a
morfologia vegetal (KOVACIK; KLEJDUS, 2014), sendo o ion nitrato a forma
mais abundante (DOMINGUEZ-VALDIVIA et al., 2008), em razdo do processo
de nitrificacdo pelas bactérias que provocam a oxidacdo do amonio livre.
Todavia, dependendo das condi¢des do solo, a inibi¢do dessas bactérias pode
permitir a presenca em maior quantidade da forma amoniacal (SHAN et al.,
2012).

Entretanto, o amodnio ¢ um fon que estd relacionado com sintomas de
toxicidade na planta (DOMINGUEZ-VALDIVIA et al., 2008), podendo
influenciar negativamente tanto no crescimento da parte aérea quanto da raiz
(KOVACIK; KLEIDUS, 2014). Assim, por apresentar efeitos toxicos, o NH," ¢
assimilado geralmente nas raizes, enquanto que o NO;™ pode ser assimilado nas
raizes, na parte aérea, ou em ambos os sitios (FORDE, 2002).

A enzima que catalisa a redugdo do nitrato a nitrito, conhecida como
redutase do nitrato (RN), é a principal enzima responsavel pela entrada do
nitrogénio nitrico no metabolismo das plantas (SHAN et al., 2012) e esse
processo acontece no citosol das células. Posteriormente, o nitrito ¢ convertido a
amonio nos plastideos, por meio da redutase do nitrito (RNi) (BREDEMEIER;
MUNDSTOCK, 2000). Todo esse processo de redugdo do nitrato a amonio é
seguido por uma rapida incorporagdo em aminoacidos realizada pela acdo das
enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase (GS/GOGAT) (RUBIO-
WILHELMI et al., 2012), ou mesmo pela glutamato desidrogenase (GDH), a
qual faz parte de uma rota alternativa e promove a catalise reversivel da

desaminagdo do glutamato (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2006).
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Embora a forma nitrica seja a mais abundante no solo, a preferéncia por
uma forma ou outra é variavel de espécie para espécie ¢ até mesmo entre
genotipos de uma mesma espécie. No trabalho de Shan et al. (2012) com
plantulas de Hevea brasiliensis (seringueira) cultivadas em casa de vegetag@o, os
autores verificaram maiores concentragdes de nitrogénio total e aminodcidos nas
plantas a partir da utilizagdo de amoénio, enquanto que no trabalho de Kintzios,
Starvropoulou e Skamneli (2004) com cultivares de Cucumis melo L. (meldo),
melhor regeneragdo dos brotos do cultivar ‘Daniel’ foi obtida apenas pela
presenca de NO;™ durante cultivo in vitro. Oliveira et al. (2011b), trabalhando
com um clone de FEucalyptus grandis x E. urophylla também obtiveram
resultados satisfatorios, utilizando as relagdes 2:1 e 3:1 de (NO;):(NH,"),
durante o cultivo em biorreator de imersdo temporaria.

Nos sistemas de cultivo in vitro, espera-se que os meios de cultura
adotados fornegam os nutrientes na forma e propor¢do adequada ao crescimento
do material vegetal. Conforme estudos prévios, os meios MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), JADS (CORREIA et al., 1995) e Woody Plant Medium (WPM)
(LLOYD; MCCOWN, 1981) sdo os meios nutritivos mais comumente usados
para as espécies de Eucalyptus (BRONDANI et al., 2012; FREITAG et al.,
2012), e esses meios apresentam composi¢des e propor¢des diferentes em
relacdo ao contetido de nitrogénio (TABELA 1). O meio WPM possui 45% da
forga idnica total do meio MS e concentragdes menores de nitrato, amdnio e
nitrogénio total (NUNES et al.,, 2002; ROCHA et al., 2007). Quantidades
reduzidas de nitrogénio também sdo observadas para o meio JADS, com
concentragdes menores de NO;', NH, e, aproximadamente, 2,3 vezes menos

nitrogénio total que o meio MS (PINTO et al., 2008).
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Tabela 1 Comparagdo dos niveis de macroelementos, microelementos e ions nos meios
de cultura MS, WPM e JADS (mM).

Jons MS WPM JADS

NOy 39.31000 9.70000 22.00000
H,PO, 1.25000 1.24000 3.00000
SO,* 1.62000 7.30000 0.30000
Cr 5.98020 1.30000 0.00022
K" 19.95500 12.61500 11.00000
Ca’ 2.99900 3.00000 5.00000
Na® 0.10200 0.10200 0.40124
Mg," 1.50000 1.50000 3.00000
NH," 20.61000 5.00000 4.00000
N total 59.92000 14.70000 26.00000
NH,"/NOy 0.52420 0.51500 0.18000

Dessa forma, estudos que envolvam identificar a melhor forma de
fornecimento de nitrogénio, bem como a propor¢do entre os ions nitrato e
amonio se mostram relevantes para promover um crescimento adequado das

culturas de interesse em diferentes sistemas de cultivo in vitro.

2.3 Biorreator de imersio temporaria para cultivo in vitro

Os biorreatores de imersdo temporaria (BIT) sdo equipamentos baseados
na utilizagdo de meio liquido para a produgdo em escala comercial de material
vegetal, promovendo o aumento de biomassa com redugdo do tempo de cultivo
(DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; PENCHEL; OTONI; XAVIER,
2007). Esses resultados sdo obtidos, pelo maior contato superficial que os
explantes estabelecem com o meio de cultura, levando a um aumento na
capacidade de absorcdo dos nutrientes (PEREIRA; FORTES, 2003;
RODRIGUES et al., 2006). Além disso, esse sistema propicia maior aeragao
dentro do ambiente in vitro, pois ocorre a renovagdo da atmosfera gasosa no

interior dos frascos (MCALISTER et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2012).
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Os biorreatores tém sido usados como alternativa ao método
convencional de micropropaga¢do, o qual faz uso de pequenos recipientes com
numero reduzido de explantes em meio de cultura solidificado por um agente
gelificante. No método convencional, além da intensa manipulag@o das culturas,
ocorre o envolvimento de muita mio de obra, além de outros aspectos
relacionados com as condigdes de manuten¢do das culturas (DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009). Esses fatores encarecem o processo de
micropropagac¢do, fazendo do BIT uma alternativa tecnoldgica economicamente
interessante e automatizada para produg@o em escala comercial de espécies de
interesse (MOREIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2011a; SILVA et al.,
2007).

Varios trabalhos tém sido realizados com diversas espécies vegetais,
visando ao cultivo em sistema de biorreator de imersdo temporaria, tais como:
Heliconia champneiana (heliconia) (RODRIGUES et al., 2006), Ananas sp.
(abacaxizeiro) (SILVA et al., 2007), Eucalyptus grandis x E. urophylla
(OLIVEIRA et al., 2011a, 2011b), Tectona grandis L. (teca) (QUIALA et al.,
2012), Rhodiola crenulata (ZHAO et al.,, 2012), Cattleya walkeriana
(MOREIRA et al., 2013), entre outros. A maioria desses trabalhos busca mostrar
a eficiéncia dos BITs em promover aumento nos rendimentos de multiplicago
dessas espécies e reduzir os custos de produ¢do quando comparado ao método
convencional de micropropagacao.

Um dos desafios para a utilizacdo dos biorreatores ¢ a contaminagédo por
microrganismos nas fases iniciais de estabelecimento do material vegetal e na
manutengdo do cultivo in vitro (MCALISTER et al.,, 2005). Visando a
prevencdo desse problema, esses autores iniciaram o cultivo de clones de
Eucalyptus em meio semissdlido, com posterior pré-tratamento a base de

rifampicina, e conseguiram obter material livre de contaminagdo e com pouco
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efeito adverso do antibidtico sobre os brotos antes de inseri-los em biorreator do
tipo RITA".

Outro problema associado ao cultivo em biorreatores ¢ o aparecimento
da hiperidricidade, uma desordem fisiologica relacionada com o actimulo
anormal de agua no interior das células e tecidos, ocasionada pela exposicdo
frequente dos explantes ao meio liquido (VASCONCELOS et al., 2012). A
utilizacdo desse tipo de meio promove uma alta disponibilidade de 4gua e uma
alta umidade relativa no ambiente in vitro, favorecendo o aparecimento dessa
desordem (OLIVEIRA et al., 2011b; PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007).
Alguns autores relataram problemas com essa desordem em espécies de
eucalipto durante cultivo em BIT (MCALISTER et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2011b) e em outras espécies (QUIALA et al., 2012; ZHAO et al., 2012). Porém,
uma maneira de contornar e/ou prevenir esse problema pode ser controlando o
tempo e a frequéncia de imers@o dos explantes no meio, bem como os intervalos

de aerac@o do ambiente in vitro (SILVA et al., 2007).



22

3 CONSIDERACOES GERAIS

A demanda por mudas de Eucalyptus advindas da silvicultura clonal tem
aumentado, substancialmente, nos ultimos anos, em decorréncia das
caracteristicas favoraveis que as espécies desse género apresentam em
comparacdo as outras espécies do mesmo setor, atendendo as exigéncias
impostas pelos diversos mercados industriais de base florestal. Vérios programas
de melhoramento genético tém trabalho de forma intensa e consistente, visando
ao melhoramento das espécies de Eucalyptus com o objetivo de superarem o0s
problemas relacionados com as mudangas climaticas, promover a resisténcia a
pragas e doengas, ou, ainda, incrementar caracteristicas que favorecam sua
comercializagdo, como incrementos nos rendimentos de madeira e na velocidade
da taxa de crescimento.

Aliado a essas atividades, ¢é relevante desenvolver técnicas de
propagagdo que viabilizem a produ¢@o de mudas das espécies melhoradas. O
sistema de biorreatores ¢ uma opg¢ao interessante, uma vez que ¢ baseado na
automatizag¢do dos processos convencionais de cultivo in vifro, demandando
quantidade menor de mao de obra especializada e, simultaneamente, reduzindo
os custos dos processos de produgio.

Embora existam alguns trabalhos direcionados a entender o
comportamento de alguns clones de eucalipto no sistema de biorreator, verifica-
se, ainda, a necessidade de novos dados experimentais para agregar
conhecimento ao processo, objetivando o estabelecimento de protocolos
eficientes e, se possivel, mais adaptados as diferentes espécies e/ou hibridos de
interesse comercial. Nesse sentido, estudos envolvendo a composi¢do e o tipo de
meio de cultura, a influéncia dos reguladores de crescimento, o tempo e a
frequéncia de imersdo e aerag@o, periodos de cultivo, entre outros, tornam-se

imprescindiveis.
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No presente estudo, para execugdo dos experimentos utilizou-se um
biorreator de imersdo temporaria (BIT™) desenvolvido pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, acoplado ao chassi pneumatico modelo MFE — 1001,

desenvolvido pela Fitoclone (Vigosa-MG) (FIGURA 1).

Figura 1 Biorreator de imersdo temporaria (BIT™) acoplado ao chassi pneumatico
modelo MFE — 1001. Este equipamento foi desenvolvido em cooperagdo
técnica entre a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia - DF,
com a empresa Fitoclone, Vigosa - MG.

De acordo com o exposto, conduziu-se esse trabalho, com o objetivo de
desenvolver um protocolo especifico de multiplicagdo in vitro para o hibrido
comercial de Eucalyptus urograndis, utilizando o sistema de biorreator de

imersio temporaria (BIT®).
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RESUMO

As espécies pertencentes ao género FEucalyptus sdo umas das mais
cultivadas em todo mundo, em razdo das propriedades que suas arvores
possuem, como boa adaptabilidade a uma variedade de climas e por
apresentarem caracteristicas que atendem ao mercado consumidor crescente de
madeira e celulose. O fornecimento de mudas para plantio exige um rigoroso
controle das etapas do processo de producdo que antecedem a sua liberagdo,
principalmente relacionados a nutri¢do do material. Estudos in vitro, envolvendo
a utilizagdo de nutrientes especificos que interferem no crescimento vegetal, ja
sdo uma realidade nas ultimas décadas, visando, principalmente, aos ganhos em
produtividade de espécies de interesse. O nitrogénio ¢ um desses nutrientes de
importancia para o desenvolvimento da planta, relacionado na composicdo de
varias biomoléculas essenciais para o vegetal. Dessa forma, objetivou-se, neste
trabalho, averiguar quais relacdes de nitrato e amdnio sdo mais eficientes no
fornecimento de nitrogénio durante o cultivo em dois sistemas - biorreator de
imersdo tempordria e em meio semissolido - de um hibrido comercial de
Eucalyptus urograndis. As relagdes de nitrogénio testadas foram 3:1, 2:1, 1:1,
1:2 e 1:3 de NO; e NH,", respectivamente, em meio MS modificado e
suplementado com auxina e citocinina. A relagdo de 3:1 (NO3):(NH,") foi a que
propiciou melhores resultados para todas as variaveis em um contexto geral para
os dois sistemas estudados, mostrando que os niveis mais elevados de nitrato em
relagdo a amdnio favorece o cultivo do hibrido de E. urograndis. Recomenda-se
a utilizagdo da relagdo 3:1 (NO5):(NH,") tanto para o cultivo em biorreator de
imersdo temporaria quanto em meio semissolido para multiplicacdo desse
hibrido.

Palavras-chave: Biorreator de imersdo temporaria. Silvicultura clonal. Nutri¢do
in vitro. Cultivo in vitro.



32

ABSTRACT

Eucalyptus species are one of the most cultivated plants worldwide due
to its interesting properties as good adaptability to a variety of climates, besides
characteristics that meet a growing consumer market for wood pulp. The supply
of seedlings for planting requires a strict control of production process stages
prior to its release, mainly related to material nutrition. /n vitro studies involving
the use of specific nutrients that interfere with plant growth are already a reality
in recent decades, mainly targeting productivity gains of interest species.
Nitrogen is one such nutrient important for the plant development, related with
the composition of various essential biomolecules to the plant. Larger studies
involving the use of nutrients interfering on plant growth is a reality in last
decades, mainly targeting productivity gains of interest species. Thereby, aim of
this work was to investigate which relations nitrate and ammonium are more
efficient in nitrogen supply during cultivation in two systems - temporary
immersion bioreactor and semisolid culture medium - of a commercial hybrid of
Eucalyptus urograndis. The nitrogen relations tested were 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 and
1:3 (NO5):(NH,"), respectively, in modified MS medium supplemented with
auxin and cytokinin. The ratio 3:1 (NO5):(NH,") was the best for all parameters
studied, in a general context, for the two systems assessed and the highest nitrate
levels are more suitable than the other ones to cultivate this E. wurograndis
hybrid. The ratio 3:1 (NO5’):(NH,") for both cultivation in temporary immersion
bioreactor as in semisolid medium for multiplication this hybrid is
recommended.

Key-words: Temporary immersion bioreactor. Clonal forestry. In vitro
nutrition. /n vitro culture.
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, abrange mais de
700 espécies espalhadas por todo mundo, sendo uma das principais fontes de
madeira e a 4arvore mais amplamente empregada em plantacdes para fins
industriais. Muitas de suas espécies possuem caracteristicas desejaveis para o
mercado, como a sua alta taxa de crescimento, a forma retilinea de seus troncos,
valor da madeira, ampla adaptabilidade a solos e climas, além de resisténcia a
estresses bioticos (OLIVEIRA et al., 2012).

As plantagdes com Eucalyptus representaram cerca de 76,6% da area
total (6,6 milhdes de hectares) de plantios florestais realizados em 2012, no
Brasil, com previsdo de aumento da area plantada nos proximos anos. Isso se
deve a ampla gama de utilizagdo de seus produtos para os segmentos industriais
de papel ¢ celulose, painéis de madeira industrializada, madeiras processadas
mecanicamente, siderurgia a carvdo vegetal e biomassa (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DOS PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS -
ABRAF, 2013). Com o aumento de demanda por produtos derivados da cadeia
produtiva dessas espécies, estudos envolvendo a propagacdo clonal se tornam de
grande relevancia, a partir do uso de técnicas que maximizem a produgdo de
mudas de qualidade que possam ser fornecidas ao mercado.

Na silvicultura clonal de Eucalyptus, a principal forma de propagacdo
vegetativa utilizada atualmente é a miniestaquia. Esta consiste no enraizamento
de estacas caulinares com tamanhos que variam entre 5 — 8 cm, menores que na
estaquia convencional (XAVIER; SILVA, 2010). Entretanto, para algumas
espécies, esse método promove baixo indice de enraizamento em fungdo do
acumulo de inibidores (ANDRADE; ALMEIDA; GONCALVES, 2006), o que

restringe a utilizacdo dessa técnica.
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A cultura de tecidos, por meio da técnica de micropropagagdo, é uma
ferramenta valiosa para a multiplicagdo de espécies florestais, podendo resultar
em ganhos genéticos rdpidos e em maiores retornos as plantagdes, pelo aumento
na produtividade (AGGARWAL et al.,, 2012; PEREIRA; FORTES, 2003).
Entretanto, em decorréncia dos elevados custos com agentes gelificantes e,
principalmente, com mao de obra especializada, a utilizacdo dessa técnica
encarece o processo comercial de produgao de mudas.

Uma abordagem que tem sido usada com o intuito de multiplicar
espécies de interesse e reduzir os custos de producdo ¢ a baseada na utilizagao de
biorreatores de imersdo temporaria. Esses equipamentos permitem um maior
ganho de biomassa e redug¢@o do periodo necessario para propagacdo (DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009), além de ser uma tecnologia automatizada
com diminui¢do na quantidade de mao de obra necessaria para a execu¢do do
processo (OLIVEIRA et al., 2011a). Tais incrementos sdo possiveis, pelo maior
contato superficial das brotagdes com o meio de cultura e, consequentemente,
aumento na absor¢ao dos nutrientes (PEREIRA; FORTES, 2003).

Alguns trabalhos com Eucalyptus, utilizando o sistema de biorreator t€ém
sido realizados, objetivando propagar as espécies desse género (CASTRO;
GONZALEZ, 2002; MCALISTER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011b).

Entretanto, além do sistema de cultivo, € importante averiguar a
composi¢do do meio de cultura, uma vez que a fonte e a concentracdo de sais
minerais fornecidos aos explantes sdo essenciais para promover o Sseu
crescimento e desenvolvimento adequados. Dentre os varios elementos presentes
no meio de cultivo, o nitrogénio (N) esta entre os principais nutrientes essenciais
(VILLA et al., 2009), pois esta relacionado a biossintese de compostos
envolvidos com o crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como
aminoacidos, enzimas, proteinas, pigmentos e auxinas (CRUZ; PELACANI;

ARAUJO, 2006; KOVACIK; BACKOR, 2007).
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Esse elemento encontra-se em grandes concentragdes nos tecidos
vegetais ¢ sua participagdo no metabolismo tem sido investigada em diversas
espécies cultivadas, principalmente as de ciclo anual. Porém, existem poucas
informag¢des disponiveis sobre esse assunto envolvendo o cultivo in vitro de
espécies florestais (JESUS et al., 2012).

A forma na qual o nitrogénio estd disponivel e sera absorvido pelas
plantas, seja como nitrato ou amonio, tem impactos bem diferentes sobre a
morfologia vegetal (KOVACIK; KLEJDUS, 2014), sendo o ion nitrato a forma
preferencial a ser absorvida pelas plantas no solo (DOMINGUEZ-VALDIVIA et
al., 2008). Entretanto, nas condi¢des in vitro, a preferéncia por determinada
forma nitrogenada varia entre espécies e mesmo dentre genotipos de uma mesma
espécie (ALLEGRE et al., 2004; IVANOVA; STADEN, 2009; KINTZIOS;
STARVROPOULOU; SKAMNELLI, 2004; OLIVEIRA et al., 2011Db).

De acordo com o exposto, conduziu-se este trabalho, com o objetivo de
verificar a influéncia do balango entre nitrato e amoénio na absor¢do de
nitrogénio, durante a multiplicacdo do hibrido comercial de E. urograndis em

biorreator de imersio temporaria (BIT®) e em meio semissolido.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Estabelecimento do material vegetal

O material vegetal foi obtido a partir de matrizes de um hibrido
comercial de E. urograndis proveniente de um viveiro comercial localizado no
municipio de Lavras — MG.

Brotos advindos das matrizes clonais foram excisados e desinfestados,
utilizando pastilhas de paraformaldeido, por 40 minutos. Em camara de fluxo
laminar horizontal, regides apicais caulinares foram isoladas e inoculadas em
placas de Petri (90 x 15 mm), contendo 25,0 mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 20,0 gL' de sacarose e
solidificado com 1,7 g.L"' de Phytagel® (SIGMA). O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. A inocula¢io foi
realizada em cdmara de fluxo laminar horizontal e os explantes permaneceram
durante cinco dias no escuro. Apos esse periodo, os explantes foram transferidos
para meio MS modificado, suplementado com auxina e citocinina nas mesmas
condi¢des anteriores. O material vegetal foi mantido em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, irradidncia de 40 pmol.m™.s™ fornecida por luz
fluorescente branca e temperatura de 26 + 2 °C, permanecendo nessa condi¢ao

por um periodo de 40 dias.

2.2 Cultivo em biorreator de imersio temporaria (BIT®)

Um biorreator de imersdo temporaria (BIT®) acoplado a um chassi
pneumatico modelo MFE — 1001 (Fitoclone, Vigosa, MG, Brasil) foi utilizado
na execugdo dos experimentos (FIGURA 1). O ciclo de imersao temporaria foi

controlado por um sistema eletronico (temporizador), configurado nas seguintes
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condi¢des: troca do meio de cultura entre os frascos a cada 2 horas, contato do
meio de cultura com os explantes por 10 segundos e injecdo de ar para
renovagcdo do ambiente atmosférico in vitro a cada 1 hora. A injecdo de ar foi
efetuada por meio da passagem por filtros (autoclavaveis) com poros de 0,20 pm
para esterilizagdo. Os frascos de cultivo foram esterilizados quimicamente,
permanecendo 12 horas com uma solugdo de hipoclorito de s6dio comercial
diluida a 0,036% (m/v) de cloro ativo. Todos os meios de cultura utilizados no
biorreator tiveram o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20
minutos. O biorreator contendo o material vegetal foi mantido em sala de
crescimento com temperatura de 26 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia
de 40 pmol.m™.s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas, também pelo

sistema eletronico.

R ——
-—

-5
)

[
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Figura 1 Diagrama do biorreator de imersdo temporaria com sistema de injegdo de ar. /
valvula solenoide, 2 tubo de borracha, 3 filtro de ar de 0,2 pm, 4 tubo de
borracha de silicone, 5 tampa com ductos, 6 material vegetal, 7 frasco de
cultivo de 5,0 L, & tubo de borracha de silicone, 9 Meio de cultura, /0
conexdo tipo T, // tubo de borracha de silicone, /2 compressor de ar.

Fonte: Fitoclone (modificado).
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2.3 Relagées de N (NO3):(NH,") utilizando BIT® na multiplicacdo de E.

urograndis

Apos 20 subcultivos dos brotos previamente estabelecidos in vitro, as
brotagdes obtidas foram utilizadas como fonte de explantes, os quais consistiram
de regides caulinares com dois segmentos nodais. Os explantes foram
inoculados nos frascos do biorreator, contendo 400,0 mL de meio liquido basal
MS modificado com diferentes propor¢des de nitrato (NO;") e amdnio (NH,")
(3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), respectivamente (TABELA 1). O meio de cultivo foi
suplementado com auxina, citocinina e 20 g.L"' de sacarose. A inoculagio foi
realizada em camara de fluxo laminar horizontal ¢ o material vegetal mantido

conforme condig¢des descritas no item anterior.

Tabela 1 Concentracdo dos ions (NO5), (NH4") e de nitrogénio total (mM) nas cinco
relagdes (NO3):(NH,") estudadas na multiplicagio de um hibrido comercial

. . . < L ®
de E. urograndis em biorreator de imersdo temporaria BIT .

Relagio N(NOy):(NH,") (mM)

fons
3:1 2:1 1:1 1:2 1:3
N(NO3) 45,0 40,0 30,0 20,0 15,0
N(NH,") 15,0 20,0 30,0 40,0 45,0
N total 60,0 60,0 60,0 60,0 60,0

Apds 15 dias de cultivo, as variareis analisadas foram o nimero de
brotos, comprimento do maior broto, massa fresca e o nimero de folhas do
maior broto. O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 11 repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeti¢do composta

por um explante caulinar contendo dois segmentos nodais.
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2.4 Relacdes de N(NO;):(NH,") utilizando meio semissélido na

multiplicacdo de E. urograndis

Este experimento foi conduzido conforme as condigdes experimentais
anteriores, porém o cultivo foi realizado em meio semissélido. Foi utilizado o
meio MS modificado, suplementado com auxina, citocinina, 20 g.L'1 de sacarose
e diferentes relagdes entre (NO3):(NH,") (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), conforme a
tabela 1. Os meios de cultura foram gelificados com 1,7 g.L”' de Phytagel®
(SIGMA). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C,
por 20 minutos. Apds a inoculag@o, o material vegetal foi mantido nas mesmas
condig¢des do item anterior.

A avaliag@o do experimento foi realizada aos 15 e 30 dias de cultivo e as
variaveis analisadas foram o numero de brotos, comprimento do maior broto,
massa fresca e o numero de folhas do maior broto. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4 repeti¢cdes por tratamento e cada
repeti¢do composta por um frasco contendo 6 explantes (regides caulinares com

2 segmentos nodais), totalizando 20 frascos para cada periodo de cultivo.

2.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas a partir da submissdo dos dados
a analise de variancia (ANOVA), utilizando o software estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011) e as médias comparadas, utilizando o teste de Scott-Knott a

5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No sistema BIT®, para multiplicagio de E. urograndis, foi observada
diferenga estatistica para todas as variaveis (GRAFICO 1) e a relagdo 3:1
(NO;):(NH;") foi a mais eficiente em promover aumento nos valores das
caracteristicas analisadas. A relagdo de 1:3 (NO5):(NH,") foi a que esteve entre
as menores médias para todas as variaveis, demonstrando que os niveis mais
altos de amoénio no sistema BIT® influenciam de forma menos efetiva no
crescimento das brotagdes de eucalipto.

77 a A

=
=]

= wn

Niimero de brotos
w

Nimero de folhas
(= I R L I ]

(3:1) (2:1) {1:1) {1:2) (1:3) (3:1) (2:1) (1:1) (1:2) (1:3)
Relages de N (NOz):(NH:*) Relagdes de N (NOr):(NH")

(3:1) (2:1) (1:1) [1:2) (1:3) (3:1) (2:1) (1:1) (1:2) (1:3)
Relagdes de N (NOx):(NH/") Relagies de N (NOx):(NH/")

Gréfico 1 Influéncia das relagdes de nitrogénio (NO3):(NH4") sobre o A) niimero de
brotos; B) numero de folhas do maior broto; C) comprimento do maior broto;
e D) massa fresca de explantes de E. urograndis cultivados em BIT® por um
periodo de 15 dias. Letras diferentes sobre as colunas representam diferenca
estatistica entre os tratamentos pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
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O numero médio de brotos (6,54 brotos) e de folhas no maior broto
(9,45 folhas) foi superior na relagio 3:1 (NO5s):(NH,"), propiciando um melhor
fornecimento de nitrogénio para os explantes. Essa proporcdo de nitrogénio
também permitiu a obten¢ao de maiores médias para o comprimento (1,49 cm) e
para a massa fresca das brotagdes (165,69 mg), cultivadas nessa mesma
condi¢io, durante o cultivo em BIT®. Como na relagdo 3:1 (NO5):(NH,"), a
quantidade de nitrato ¢ maior que a de amoénio, pode ter ocorrido um aumento da
atividade da enzima nitrato redutase (NR), a partir da indu¢@o da enzima pelo
substrato (LEA et al., 2006), permitindo que a absor¢do de nitrato fosse mais
eficiente e promovesse o incremento das caracteristicas citadas. Ivanova e
Staden (2009), trabalhando com brotagdes de Aloe polyphylla obtiveram
resultados semelhantes, em que os brotos cultivados apenas na presenga de NO3’
apresentaram maior taxa de multiplicacdo em relagdo aos cultivados em
presenca de NH,".

Varios mecanismos estdo envolvidos na absor¢do, assimilacdo e
mobilizagdo de N para uma maxima eficiéncia de utilizagdo, incluindo a
regulacdo de complexos sistemas de vias metabdlicas que variam entre si, em
razdo do armazenamento, da remobilizagdo, da reassimila¢do, da reciclagem
durante a fotorrespiragdo e da distribuicdo entre as vias primarias e secundarias
do metabolismo (STITT et al., 2002). Em condi¢des aerdbias do solo, o nitrato €
a principal fonte de nutriente para a planta. Esse anion atua como molécula
sinalizadora que regula a expressdo de genes relacionados com sua presencga, o
desenvolvimento radicular, expansdo foliar, entre outros, a fim de balancear o
metabolismo de nitrogénio e carbono, ajustando o crescimento da planta em
fungdo de sua disponibilidade (HO; TSAY, 2010). Como no sistema BIT® foram
adicionadas, propositalmente, diferentes proporg¢des entre nitrato e amonio,

quando a disponibilidade de nitrato foi maior que de amdnio, pode ter ocorrido
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uma mimetizagdo das condi¢des do solo, propiciando uma utilizagdo mais eficaz
desse ion em detrimento ao NH,",

Em rela¢do aos experimentos em meio semissolido, no periodo de 15
dias de cultivo apenas o comprimento da maior brotagdo apresentou médias
semelhantes entre os tratamentos, a partir da utilizagdo das diferentes relagdes de
nitrogénio (GRAFICO 2).
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{3:4) {2:4) {1:1) 1:2) 1:3) (314} {2:1) (1:1) {2:2) {1:3)
Relagdes de N (NOs):(NH) Relagdes de N (NO=):(NH:)

Gréfico 2 Influéncia das relagdes de nitrogénio (NO3):(NH4") sobre o A) niimero de
brotos; B) nimero de folhas do maior broto; C) comprimento do maior broto;
e D) massa fresca de explantes de E. wurograndis cultivados em meio
semissolido por um periodo de 15 dias. Letras diferentes sobre as colunas
representam diferenga estatistica entre os tratamentos pelo Teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

A relagdo 3:1 (NO53):(NH,") foi a que propiciou o maior nimero médio
de brotos (6,37 brotos), enquanto que, assim como no cultivo em BIT®, a relagio

de 1:3 (NO;y):(NH,") foi a que esteve quase sempre entre os tratamentos que
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influenciaram de forma menos efetiva no incremento das caracteristicas
estudadas.

Embora as respostas ao hibrido de E. wrograndis aos niveis mais
elevados de nitrato tenham sido melhores, diferentes espécies ou até mesmo
genotipos de uma mesma espécie podem apresentar diferentes respostas aos
niveis de nitrato ou amonio, conforme as pressdes seletivas e consequentes
adaptacdes fisiologicas (ALLEGRE et al., 2004; TERCE-LAFORGUE; MACK;
HIREL, 2004). Kintzios, Starvropoulou e Skamneli (2004), trabalhando com
dois cultivares de Cucumis melo L. (meldo), verificaram que a melhor
regeneracdo dos brotos do cultivar ‘Daniel’ foi favorecida apenas pela presenca
de NOj". Selby e Harvey (1990) também observaram que as relagdes de 5:1 e 2:1
de (NO5):(NH4") foram as mais eficientes no desenvolvimento de gemas
adventicias de Picea sitchensis (conifera), corroborando com os resultados
obtidos no presente trabalho.

Para a massa fresca, ndo houve diferenca entre os tratamentos 3:1 e 2:1
(NO3):(NH,"), com valores médios de 155,99 e 135, 94 mg, respectivamente.
Esses resultados mostram que os niveis mais elevados de nitrato, independente
do sistema de cultivo, sdo mais eficientes em promover os incrementos das
caracteristicas avaliadas no hibrido comercial de E. urograndis em estudo.

Embora os sistemas de cultivo em BIT®, utilizando meio liquido, e no
método convencional, com meio semissolido, tenham apresentado médias
semelhantes para as caracteristicas estudadas, o BIT" torna-se mais eficiente
pelo fato do meio liquido ter como vantagens a facilidade de ser preparado e
manipulado e a nfo utilizagdo de um agente gelificante, reduzindo, assim, os
custos de produgcdo (MCALISTER et al., 2005; PEREIRA; FORTES, 2003).

Observando os valores das médias da massa fresca das brotacdes,
verificou-se que aquelas que foram cultivadas em BIT® tiveram biomassa 8,76%

maior que no cultivo em meio semissolido. Esse resultado se deve,
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provavelmente, a um maior contato superficial dos explantes com o meio
liquido, o que leva a uma maior area de absor¢io e, consequentemente, melhor
aproveitamento dos nutrientes do meio de cultivo (LEMOS et al.,, 2001),
situagdo que nao acontece no meio semissolido, uma vez que apenas a base dos
explantes estd em contato com o meio de cultivo. Oliveira et al. (2011b),
trabalhando com um clone de Fucalyptus grandis x E. urophylla, também
tiveram resultados mais satisfatorios com o sistema de biorreator do tipo RITA®
em relacdo ao método convencional, utilizando dgar como agente gelificante,
dando suporte & ideia de utilizar o biorreator BIT®, ao invés do método
convencional para cultivo do hibrido de E. urograndis estudado.

Nas brotagdes cultivadas por 30 dias em meio semissélido foi observado
que os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si. A Gnica excegdo € o
numero de folhas do maior broto em que, como nos experimentos anteriores, as
relagdes com niveis mais elevados de amonio promoveram as menores médias
(GRAFICO 3). Entretanto, ¢ possivel verificar que os valores médios das
variaveis massa fresca e comprimento do maior broto nesse experimento foram
maiores que os valores das mesmas durante o cultivo em BIT" e por 15 dias em
meio semissélido. Essa diferenga pode estar relacionada com o maior tempo que
as brotagdes tiveram para crescer (30 dias). Além disso, por ter ocorrido
formagdo de calos nas bases dos explantes, uma maior massa fresca era

esperado.
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Grafico 3 Influéncia das relagdes de nitrogénio (NO;):(NH4") sobre o A) niimero de
brotos; B) numero de folhas do maior broto; C) comprimento do maior broto;
e D) massa fresca de explantes de E. wurograndis cultivados em meio
semissolido por um periodo de 30 dias. Letras diferentes sobre as colunas
representam diferenca estatistica entre os tratamentos pelo Teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

Em todos os sistemas e periodos de cultivo foi possivel verificar que as
brotagdes cultivadas nas relagdes 1:2 e 1:3 (NO;):(NH,") apresentaram aspectos
morfoldgicos anormais. As brotagdes advindas do cultivo em BIT® nessas duas
relagdes com maior quantidade de amonio ndo conseguiram se desenvolver
adequadamente, apresentando poucos brotos e de comprimento reduzido
(FIGURA 2, D e E); as que vieram do cultivo por 15 dias em meio semissolido
também tiveram baixo crescimento ¢ com inicio de formagdo de calos na base
dos explantes, bem como uma quantidade inferior de brotos, quando comparado
com a relacdo 3:1 (NO5):(NH,") (FIGURA 2, I e J); e as brotagdes cultivadas

por 30 dias em meio semissolido apresentaram coloragdo alaranjada em toda a
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extensdo da regido caulinar, clorose nas folhas e formagéo de calos na base dos

explantes (FIGURA 2, N e O).

BIT SS15 SS30

3:1

2:1

1:1

1:2

1:3

Figura2 Brotos cultivados em diferentes relagdes de (NO;):(NH,") e sob diferentes
condigdes. De A — E cultivo em BIT® (BIT), F — J cultivo em meio
semissolido por um periodo de 15 dias (SS15) e K — O cultivo em meio
semissolido por um periodo de 30 dias (SS30). Brotos cultivados nas relagdes
A,FeK)3:1;B,GeL)2:1;CCHe M) 1:1; D,IeN) 1:2; E, J e O) 1:3 de
(NO5):(NH,"), respectivamente.

Embora a absor¢do da forma amoniacal seja mais econdmica

energeticamente que a nitrica, por esse ion encontrar-se na forma reduzida, altos
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niveis de amonio no tecido podem causar toxidez (BRITTO; KRONZUCKER,
2002; HO; TSAY, 2010). Mesmo com seus mecanismos de toxicidade sobre as
plantas n3o sendo entendidos completamente, a acidificacio do ambiente
externo, o rompimento do balancgo acido/base e a energia perdida com o excesso
de exportacdo de amoénio podem ser fatores chaves relacionados com essas
respostas (HO; TSAY, 2010). H4 estudos sugerindo que, como nos animais, a
sensibilidade ao amoénio esta associada a uma redugdo da glicosilagdo proteica
(QIN et al.,, 2008). Essas constatagdes explicariam melhor os sintomas
observados nas brota¢des do hibrido em estudo, tais como crescimento reduzido,
baixo numero de brotos, regido caulinar alaranjada e o aspecto clordtico das
folhas.

Nas relagdes mais altas de nitrato, verificou-se que os brotos estavam
com aspecto visual normal, com mais vigor, folhas verdes, ndo hiperidricas e
com comprimento médio dos brotos acima de 1,4 cm tanto no cultivo em BIT®
quanto pelo periodo de 15 dias de cultivo em meio semissolido, principalmente
na relagio 3:1 (NO;3):(NH,") (FIGURA 2, A e F).

No cultivo por 30 dias em meio semissolido, entretanto, foi averiguada
formagdo acentuada de calos na base dos explantes nas relagdes com razdes mais
altas de (NO5):(NH,"). De forma geral, a formacéo de calos requer mais K, P e
Ca que culturas organogénicas e tendem a consumir mais nitrogénio do meio
(KINTZIOS; STARVROPOULOU; SKAMNELI, 2004). Como houve aumento
na quantidade de KNO; adicionado ao meio de cultura, principalmente nas
relagcdes com niveis mais elevados de nitrato, ocorreu, provavelmente, aumento
na disponibilidade de nitrogénio e potassio, os quais se acumularam na regido
basal e promoveram o crescimento dos calos. A formagdo de calos na base do
explante ¢ muito comum em espécies lenhosas, porém ¢ considerada
desfavoravel na micropropagacdo (BASSAN et al., 2006). Erig e Schuch (2005)

também relataram que a formag@o de calo na zona de enraizamento ¢
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indesejavel, pois ela pode afetar a qualidade das raizes, principalmente no que se
refere a conexdo vascular com a planta e, consequentemente, na absor¢ao dos
nutrientes do meio para os 6rgios do vegetal.

Um fato importante a se considerar ¢ que, como o nitrato de amonio é
um composto relativamente caro, de dificil aquisicio (FRAGUAS et al., 2003;
VILLA et al., 2009) e o unico dentre os sais do meio MS que fornece NH," aos
explantes, a sua substitui¢do por algum outro composto pode ser uma alternativa
interessante, uma vez que o efeito desse cdation no cultivo do clone de E.
urograndis nao foi benéfico. A ureia, por ser um composto nitrogenado e
organico, poderia ser uma opgdo, principalmente do ponto de vista econdmico,
pois seu valor para aquisi¢do € menor que o nitrato de amonio, o que acarretaria
na reducdo de custos (VILLA et al., 2009). Portanto, estudos avaliando o efeito
da adi¢do de ureia na formula¢do do meio poderiam ser realizados, a fim de
viabilizar essa possibilidade e verificar os efeitos desse composto no

desenvolvimento do hibrido em estudo.
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4 CONCLUSAO

Niveis mais elevados de amonio em relag@o a nitrato no meio de cultura
sdo toxicos no cultivo do hibrido comercial de E. urograndis, ocasionando baixa
produtividade no cultivo em BIT® e formacéo de plantas anormais no cultivo em
meio semissdlido.

A relagdo 3:1 (NO5):(NH,") é a mais eficiente em promover ganhos de
produtividade durante cultivo por 15 dias em meio semissélido e em BIT®.

Para o hibrido avaliado, o sistema BIT® se mostrou mais eficiente que o
sistema semissolido, em decorréncia da ndo utilizagdo de agentes gelificantes e

menor necessidade de manipulacdo do material vegetal.
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Artigo2 ~ ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO DE
MULTIPLICACAO EM BIORREATOR DE IMERSAO TEMPORARIA
DE UM HIBRIDO COMERCIAL DE Eucalyptus urograndis
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RESUMO

Os biorreatores sdo equipamentos utilizados como alternativa a
micropropaga¢do convencional, pela otimizagdo do processo e reducdo dos
custos, principalmente, com agentes gelificantes ¢ mao de obra especializada. A
utiliza¢do desse sistema estd se tornando uma tendéncia para as biofabricas, as
quais produzem mudas em escala comercial e tém gastos elevados com o
processo convencional. Entretanto, para ocorrer substituicio do sistema
convencional pelo sistema baseado em biorreatores sdo necessarios estudos
envolvendo a otimiza¢do de protocolos de cultura de tecidos para as espécies de
interesse, como ¢ o caso das espécies do género Eucalyptus. Neste trabalho,
objetivou-se identificar e avaliar diferentes meios de cultura, tipos de citocinina
e o periodo de cultivo adequado na multiplicacdo em biorreator de imersdo
temporaria (BIT®) de um hibrido comercial de E. urograndis. Foram avaliados
trés meios de cultura na forma liquida, o MS modificado com a proporgao 3:1
(NO5):(NH,"), o WPM e JADS. As citocininas avaliadas foram a BAP, a KIN e
o TDZ, todas fornecidas em concentragdo equimolar de 0,14 uM. Os periodos de
cultivo avaliados foram: 40 dias de cultivo com renovacdo do meio aos 20 dias;
60 dias de cultivo com renovac¢io do meio aos 30 dias; ¢ 80 dias de cultivo com
renovacdo do meio aos 40 dias. Os meios liquidos utilizados neste trabalho
foram suplementados com auxina e 20 g.L"' de sacarose. As varidveis analisadas
em todos os experimentos foram o nimero de brotos, nimero de folhas do maior
broto, comprimento do maior broto e massa fresca dos explantes. O meio MS
modificado foi o que apresentou melhor resultado entre as varidaveis analisadas,
assim como a citocinina BAP e o periodo de 40 dias de cultivo com renovagao
do meio aos 20 dias. Recomenda-se para a multiplicagdo em BIT® do hibrido
comercial de E. urograndis o meio MS modificado com a propor¢do de 3:1
(NO5):(NH,") e suplementado com 0,14 pM de BAP. Em relacfio ao periodo de
cultivo, ajustes podem ser realizados para a obtencdo de resultados mais
promissores.

Palavras-chave: Silvicultura clonal. Sistema automatizado. Citocininas. Periodo
de cultivo.
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ABSTRACT

Bioreactors are equipments used as an alternative to micropropagation
due to process optimization and cost reduction, especially with gelling agents
and skilled labor. Use of this system is becoming a trend for bio-factories, which
produce seedlings on a commercial scale and have high expenses to the
conventional process. However, studies involving the protocol optimization of
plant tissue culture are needed for the interest species in order to replace the
conventional system by bioreactor-based system. The objective this study was to
identify and evaluate different culture media, types of cytokinin and appropriate
period of cultivation for multiplication in a temporary immersion bioreactor
(TIB) of an E. wrograndis commercial hybrid. Three culture media were
evaluated: the MS modified with ratio 3:1 (NO3):(NH;"), WPM and JADS . The
cytokinins tested were BAP, KIN and TDZ, all supplied in equimolar
concentration of 0.14 uM . The cultivation periods assessed were: 40 days with
medium renewal at 20 days, 60 days of culture with medium renewal at 30 days
and 80 days of culture with medium renewal at 40 days. All liquid media used in
this study were supplemented with auxin and 20 g.L”" of sucrose. The variables
analyzed in all experiments were shoots number, leaves number of the sprout
with greater length, the highest lenght shoot and fresh weight. The modified MS
medium showed the best results among the variables analyzed as well as the
BAP cytokinin and the period of 40 days of cultivation with medium renewal at
20 days. It is recommended to use modified MS medium with a ratio 3:1 (NOj5”
):(NH,") and supplemented with 0.14 uM BAP. Adjustments can be done
regarding the cultivation period in order to obtain better results for
multiplication in TIB of this E. urograndis commercial hybrid.

Key-words: Clonal forestry. Automated system. Cytokinins. Cultivation period
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus inclui grande parte das espécies florestais
utilizadas no estabelecimento de plantagdes em areas tropicais e subtropicais em
todo o mundo (DIBAX et al., 2010). Quando comparado com outras espécies
florestais, visando a atender a crescente demanda de madeira destinada aos mais
diversos setores da cadeia produtiva florestal, o eucalipto se destaca pela
qualidade de sua madeira e, principalmente, pelo seu rdpido crescimento no
campo, o que possibilita ciclos menores para as florestas plantadas
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PRODUTORES DE FLORESTAS
PLANTADAS - ABRAF, 2013).

Para a propagacdo vegetativa de Eucalyptus spp., o0 método classico de
miniestaquia ¢ o mais utilizado. Entretanto, para algumas espécies, esse método
promove o baixo indice de enraizamento em fun¢fo do acimulo de inibidores
(ANDRADE; ALMEIDA; GONCALVES, 2006). A micropropagacdo aparece
como alternativa viavel para a multiplicagdo de individuos que apresentam baixa
taxa de enraizamento no sistema convencional, visto que promove um
rejuvenescimento do material e, consequentemente, uma maior eficiéncia no
processo de enraizamento. Pode também ser utilizada para a produgdo de mudas
em curto espaco de tempo, aplicavel principalmente para aquelas situagdes onde
novos materiais sdo gerados pelos programas de melhoramento das empresas e
precisam ser disponibilizados em escala para entrarem no sistema de produgao.

Embora eficiente para promover a clonagem rapida e melhor
enraizamento dos materiais, a multiplicagdo in vifro apresenta como restri¢ao,
em relacdo ao método convencional, os elevados custos com agentes gelificantes
e, principalmente, com mao de obra necessaria para executar os procedimentos
de micropropagacdo. Os biorreatores tém surgido como alternativa tecnoldgica a

esse método convencional, visando a otimizagdo do processo (OLIVEIRA;
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MEDEIROS FILHO; BEZERRA, 2011). Esses equipamentos auxiliam no
ganho de biomassa dos tecidos vegetais aliado a redug¢do do periodo necessario
para propagacdo (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). Esses
incrementos sdo possiveis, em razdo do maior contato das brotacdes com o meio
de cultura e, consequentemente, maior absorcdo dos nutrientes (PEREIRA;
FORTES, 2003).

O desenvolvimento in vitro de células e tecidos depende da interagdo
combinada de fatores intrinsecos (gendtipo, idade, tipo de explante, condigdes
fisioldgicas) e fatores extrinsecos (composicdo do meio de cultura, reguladores
de crescimento, temperatura, luminosidade, periodo de cultivo, entre outros)
(PINTO et al., 2008). Para Eucalyptus, a proliferacdo de gemas pré-formadas
tem sido a forma mais utilizada de micropropagacdo, por ser mais simples que
outros sistemas de propagacdo in vitro, tais como a embriogénese somatica ¢ a
organogénese adventicia (GOMES; CANHOTO, 2003).

De acordo com estudos prévios, os meios MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), JADS (CORREIA et al., 1995) e Woody Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1981) sdo os meios nutritivos mais comumente usados para as
espécies de Eucalyptus (BRONDANI et al., 2012; DUTRA; WENDLING;
BRONDANI, 2009), mas novos estudos devem ser realizados para avaliar qual
das formula¢des melhor se adequa especificamente a cada espécie, hibrido ou
clone desse género. Além da constituicdo do meio de cultivo, estudos
relacionados ao entendimento da interacdo entre regulador de crescimento e a
espécie sdo de grande importancia, principalmente quando se objetiva aumentar
a eficiéncia durante a etapa de multiplicacdo in vitro. Estes estudos sdo
necessarios pelo fato de estarem associados com as respostas morfogenéticas in
vitro do material vegetal (GARCIA et al., 2011).

Dentre os reguladores de crescimento utilizados in vitro, as citocininas

sdo uma classe que vem sendo considerada indispensavel para quebrar a inibicao
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correlativa e induzir a proliferagdo de gemas axilares. Entre as diversas
citocininas disponiveis comercialmente, o tipo e a concentracdo sdo os fatores
que mais influenciam na eficiéncia da multiplicagdo in vitro (BRONDANI et al.,
2009). Apenas a composi¢do do meio e os reguladores de crescimento,
entretanto, ndo bastam para se obter quantidade e qualidade de material vegetal
ao término do processo. O periodo de cultivo também estd entre os fatores que
afetam o processo de micropropagacgdo, pois, a partir da avaliacdo de diferentes
intervalos de tempo, € possivel determinar qual o momento mais adequado para
retirar as plantulas do cultivo com padrdes morfologicos desejados (OLIVEIRA;
MEDEIROS FILHO; BEZERRA, 2011).

Nesse contexto, objetivou-se, neste trabalho, definir o meio de cultura, o
tipo de citocinina e o periodo mais adequado de cultivo em biorreator de imerséo
temporaria (BIT") de um hibrido comercial de Eucalyptus urograndis, visando a

obter um protocolo especifico de multiplicagdo in vitro desse hibrido.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Estabelecimento do material vegetal

O material vegetal foi obtido a partir de matrizes de um hibrido
comercial de E. urograndis proveniente de um viveiro comercial localizado no
municipio de Lavras — MG.

Brotos advindos das matrizes clonais foram excisados e desinfestados
utilizando pastilhas de paraformaldeido, por 40 minutos. Em cadmara de fluxo
laminar horizontal, regides apicais caulinares foram isoladas e inoculadas em
placas de Petri (90 x 15 mm), contendo 25,0 mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 20,0 gL' de sacarose e
solidificado com 1,7 g.L"' de Phytagel® (SIGMA). O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. A inocula¢io foi
realizada em camara de fluxo laminar horizontal e os explantes permaneceram
durante cinco dias no escuro. Apos esse periodo, os explantes foram transferidos
para meio MS modificado suplementado com auxina e citocinina nas mesmas
condi¢des anteriores. O material vegetal foi mantido em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, irradidncia de 40 pmol.m™.s™ fornecida por luz
fluorescente branca fria e temperatura de 26 £ 2 °C, permanecendo nessa

condi¢do por um periodo de 40 dias.
2.2 Cultivo em biorreator de imersio temporaria (BIT®)

Um biorreator de imersio temporaria (BIT®), desenvolvido pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, acoplado a um chassi pneumatico
modelo MFE — 1001 (Fitoclone, Vigosa, MG, Brasil) foi utilizado na execugéo

dos experimentos (FIGURA 1). O ciclo de imersdo temporaria foi controlado
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por um sistema eletronico (temporizador), configurado nas seguintes condigdes:
troca do meio de cultura entre os frascos a cada 2,0 horas, contato do meio de
cultura com os explantes por 10 segundos e injecdo de ar para renovagdo do
ambiente atmosférico in vitro a cada 1,0 hora. A injecdo de ar foi efetuada por
meio da passagem por filtros (autoclavaveis) com poros de 0,20 pm para
esterilizacdo. Os frascos de cultivo foram esterilizados quimicamente,
permanecendo 12 horas com uma solug¢do de hipoclorito de s6dio comercial
diluida a 0,036% (m/v) de cloro ativo. Todos os meios de cultura utilizados no
biorreator tiveram o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 121 °C, por
20 minutos. O biorreator contendo o material vegetal foi mantido em sala de
crescimento com temperatura de 26 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia
de 40 pmol.m™.s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas, também pelo
sistema eletronico.

=

Figura 1 Diagrama do biorreator de imersdo temporaria com sistema de injegdo de ar. /
valvula solenoide, 2 tubo de borracha, 3 filtro de ar de 0,2 pum, 4 tubo de
borracha de silicone, 5 tampa com ductos, 6 material vegetal, 7 frasco de
cultivo de 5,0 L, & tubo de borracha de silicone, 9 Meio de cultura, /0
conexdo tipo T, /7 tubo de borracha de silicone, /2 compressor de ar.

Fonte: Fitoclone (modificado).



63

2.3 Meios de cultura MS modificado, WPM e JADS no cultivo em BIT®

Com a finalidade de avaliar a influéncia do meio de cultura na
multiplicacdo em BIT®, as brotagdes previamente estabelecidas in vitro foram
utilizadas como fontes de explantes. Estes consistiram de regides caulinares
contendo dois segmentos nodais, as quais foram inoculadas nos frascos do
biorreator contendo 400,0 mL de meio de cultura. Os trés meios liquidos
utilizados foram o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) modificado com a
propor¢io 3:1 (NO;):(NH;"), previamente escolhido em experimentos
anteriores, o meio JADS (CORREIA et al., 1995) ¢ o meio Woody Plant
Medium (LLOYD; MCCOWN, 1981). Os meios foram suplementados com
auxina, citocinina e 20 g.L"' de sacarose. A inoculagdo foi realizada em camara
de fluxo laminar horizontal e o material vegetal mantido conforme condigdes
estabelecidas para o cultivo em BIT®.

Ap6s 18 dias de cultivo, foram analisadas as variareis nimero de brotos,
comprimento do maior broto, massa fresca e o niimero de folhas do maior broto.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 30
repetigdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um explante

caulinar contendo dois segmentos nodais.
2.4 Multiplicacdo em BIT®a partir da adicio de diferentes citocininas

A partir da sele¢cdo do meio de cultura mais adequado no experimento
anterior foi avaliado o efeito de diferentes tipos de citocinina na multiplicacdo
do hibrido comercial de E. urograndis. As brotagdes previamente estabelecidas
in vitro foram utilizadas como fonte de explantes. Os explantes, constituidos por
regides caulinares com dois segmentos nodais, foram inoculados nos frascos do

biorreator, contendo 400,0 mL do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
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modificado com a proporgdo 3:1 (NO3):(NH,") acrescido de auxina e 20 gL' de
sacarose. Os tratamentos consistiram na utilizagdo das citocininas 6-
benzilaminopurina (BAP), tidiazuron (TDZ) e cinetina (KIN). Independente da
citocinina, a concentra¢do fornecida foi de 0,14 pM, além de um tratamento
controle sem adi¢cdo de citocininas. A inoculagdo foi realizada em cdmara de
fluxo laminar horizontal e o material vegetal mantido conforme condigdes
estabelecidas para o cultivo em BIT".

Apds 19 dias de cultivo, foram analisadas as mesmas varidveis do
experimento anterior. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 21 repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeti¢do composta

por um explante caulinar contendo dois segmentos nodais.
2.5 Periodo de cultivo das brotacdes de E. urograndis em BIT®

A partir da selecdo do meio de cultura e da citocinina no experimento
anterior, buscou-se avaliar a influéncia de diferentes periodos de cultivo do
clone de E. urograndis. Brotagdes previamente estabelecidas in vitro foram
utilizadas como fontes de explantes e estes consistiram de regides caulinares
contendo dois segmentos nodais. O material vegetal foi inoculado em frascos do
biorreator contendo 400,0 mL do meio basal MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) modificado com a propor¢io 3:1 (NO5):(NH4") acrescido de auxina,
citocinina e 20 g.L"' de sacarose. A inoculagio foi realizada em cdmara de fluxo
laminar horizontal ¢ o material vegetal mantido conforme condigdes
estabelecidas para o cultivo em BIT®.

Os trés periodos de cultivo das brotacdes em BIT® avaliados foram: 40
dias de cultivo com renovacdo do meio de cultura aos 20 dias; 60 dias de cultivo
com renovacao do meio de cultura aos 30 dias; 80 dias de cultivo com renovagdo

do meio de cultura aos 40 dias.
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Ap6s os periodos de cultivo, foram avaliadas as mesmas varidveis dos
dois experimentos anteriores. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 25 repetigdes por tratamento, sendo cada repeticdo

composta por um explante caulinar contendo dois segmentos nodais.
2.6 Analise anatomica

As brotagdes cultivadas no meio de cultura MS 3:1 (NO;):(NH,"),
contendo as diferentes citocininas, tiveram as folhas coletadas para a realizag¢do
de andlise histologica. As folhas foram oriundas das seguintes condi¢des de
cultivo: brotagdes cultivadas em BIT® em auséncia de citocinina (controle) e em
presenga das citocininas BAP, TDZ e KIN.

As amostras foliares foram fixadas em FAA 70 (JOHANSEN, 1940),
sendo, posteriormente, armazenadas em alcool etilico a 70% (v/v). O material
foi desidratado em série etilica (80, 90 ¢ 100% por 1 hora cada, repetindo a
concentragdo etilica de 100%). Posteriormente, as amostras foram infiltradas
durante 24 horas com solugfo 1:1 de resina epoxi (Historesin® Leica) e etanol, e
depois disso, transferidas para resina pura, onde permaneceram por 48 horas.
Apés infiltragdo, as amostras foram emblocadas na propor¢do 15:1 de resina +
polimerizador em capsulas cilindricas dissolviveis em agua. As amostras ficaram
em forno (HL-2000 HybriLinker) a 37°C por, aproximadamente, 72 horas.
Cortes transversais com espessuras de 3,0 pum foram realizados em micrétomo
semiautomatico (Easypath EP-31-20091), fixados em laminas de vidro, corados
com solug¢do safrablau (safranina 0,1% + azul de astra 1%) (KRAUS; ARDUIN,
1997) e, posteriormente, visualizados em microscépio de luz (Zeiss, Axio
Scope).

Apods a obtencdo das imagens, estas foram analisadas utilizando o

software UTHSCSA ImageTool for Windows, versdo 3.0 (WILCOX et al.,
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1995). As variaveis avaliadas foram as espessuras da epiderme adaxial, da folha,
do mesofilo, do parénquima palicadico e do parénquima espon;joso.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo utilizada uma folha de cada tratamento para confec¢do das laminas, cinco
cortes transversais por lamina e duas laminas por tratamento, totalizando 10
repeti¢cdes por tratamento. De cada corte foram selecionados trés campos para

medicdo das variaveis.

2.7 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas a partir da submissdo dos dados
a analise de variancia (ANOVA), utilizando o software estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011), e as médias comparadas, utilizando o teste de Tukey a 5%

de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa, utilizando o sistema de biorreatores para a multiplicagdo de
eucalipto, ainda ¢ incipiente e, dessa forma, existem poucas informagdes
disponiveis acerca do efeito de diferentes composi¢des de meio de cultura em
sistema de biorreator (OLIVEIRA et al., 2011). Assim, a discussdo do presente
trabalho se baseou na utilizacdo de cultivos em meio semissolido.

Houve diferenca estatistica entre os trés meios de cultura para todas as
varidveis analisadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. O meio MS
modificado com a propor¢io de 3:1 (NO;3):(NH;") foi o que demonstrou

melhores resultados para todas as caracteristicas estudadas (GRAFICO 1).
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A média das variaveis obtida durante cultivo em meio MS modificado
foi de 8,5 brotos, 11,0 folhas no maior broto, comprimento de 1,94 cm do maior
broto e massa fresca de 210, 28 mg dos explantes. O meio de cultura MS tem
apresentado melhores resultados no cultivo, regeneracdo e multiplicagdo de
Eucalyptus spp., em relacdo aos meios JADS e/ou WPM em uma série de outros
trabalhos (BORGES et al., 2011; BRONDANI et al., 2009; DIBAX et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011), bem como em trabalhos envolvendo embriogénese
somdtica com Eucalyptus sp. (PINTO et al., 2008), técnica bastante utilizada
com o intuito de propagar em larga escala espécies de interesse.

As brotagdes advindas do meio MS modificado com a proporgdo 3:1
(NO5):(NH,") apresentaram, visualmente, maior vigor, folhas mais verdes, caule
robusto e maior padrdo de uniformidade em relacdo as brotag¢des cultivadas no
meio JADS, as quais apresentaram comprimento reduzido dos brotos e maior
desuniformidade entre as brotagdes. Alteragdes na morfologia das brotagdes
cultivadas em meio WPM também foram observadas. Estas apresentaram caules
retorcidos, de coloragdo avermelhada e uma baixa quantidade de folhas

(FIGURA 2).

Figura 2 Aspecto das brotagdes do clone de E. urograndis cultivadas por 18 dias em
BIT" em trés meios de cultura distintos. Os meios de cultura utilizados foram
o A) WPM; B) JADS; e C) MS modificado com a propor¢do 3:1 (NO;
):(NH,"). Barras = 10 mm.
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O meio MS ¢ frequentemente relatado como um meio salino muito rico
em nutrientes, principalmente em nitrogénio, enquanto que o WPM tem niveis
mais baixos desse elemento (PINTO et al., 2008). Além disso, propor¢des
adequadas de (NO;):(NH,") estimulam a morfogénese do material vegetal
(RAMAGE; WILLIAMS, 2002), sendo que a relacdo étima entre esses ions €
dependente da espécie (PINTO et al., 2008). Isso sugere que as respostas podem
ndo ter sido semelhantes entre os meios, em razdo da menor disponibilidade de
N no meio WPM, o que ¢é coerente com os resultados obtidos no presente
trabalho, indicando que a relagdo 3:1 (NO;):(NH;") do meio MS modificado
pode ter sido a mais adequada para o hibrido comercial de E. urograndis.
Oliveira et al. (2011), trabalhando com clones de Eucalyptus grandis X E.
urophylla verificaram que brotagdes cultivadas em meio WPM também
apresentaram colorac¢do avermelhada dos caules e calosidades nas folhas, sendo
0 meio MS superior no cultivo desse hibrido.

O meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995) foi formulado com
reducdes significativas na concentracdo dos sais minerais, principalmente de
ions potassio, quando comparado ao meio MS, e, ainda assim, apresentou
resultados positivos no trabalho desse autor no cultivo de E. grandis. Entretanto,
essa diferenca na composicdo dos meios de cultura pode ter sido crucial para
uma resposta menos eficiente dos brotos cultivados no meio JADS, em
comparagdo aos cultivados em meio MS modificado com a relagdo 3:1 (NOj
):(NHy") para o hibrido comercial de E. urograndis avaliado neste experimento.

Brondani et al. (2012), trabalhando com clones de E. benthamii,
obtiveram resultados contrarios aos encontrados no presente trabalho, em que o
meio WPM foi o mais eficiente em promover aumento na multiplicagdo de
gemas adventicias em comparacdo ao MS, com este ultimo resultando em
clorose intensa e posterior necrose das folhas. Esses resultados apenas

confirmam que a composi¢do nutricional do meio de cultura ¢ um fator de
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grande importancia na resposta do material vegetal durante o cultivo, com
especificidades para cada espécie.

No experimento, visando a avaliar a eficiéncia de citocininas, houve
diferenca estatistica, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia, para
todas as caracteristicas analisadas, com exce¢do da massa fresca dos brotos. O
TDZ esteve sempre entre as menores médias para as caracteristicas analisadas
(GRAFICO 2).

1 14 4

9 < &
| A
8 0 a
74
10 -
i : :
5 - 8
3 . b 3 4
i 44 b i '
= > z 4 c
%4
1 4
0- é
Controle KIN BAP ™z Controle KIN BAP ™z
Citocininas (0,14 pM) Citocininas (0,14 uM)
2 -
T1s : .
2 x a
16 |
14 1
i) s
-8“
& ¥% 7 b
Zos
04 -
02 4
@
Controle KIN BAP ™z

Citocininas (0,14 uM)

Grafico 2 Influéncia de diferentes citocininas ¢ do controle (auséncia de citocinina)
sobre 0 A) numero de brotos; B) nimero de folhas do maior broto; ¢ C)
comprimento do maior broto em explantes de E. urograndis cultivados em
biorreator de imersdo temporaria.

O BAP foi a citocinina que apresentou as maiores médias, porém sem
diferenca significativa em relagdo a KIN para o comprimento do maior broto.
Essa citocinina esta diretamente relacionada com a divisdo celular, favorecendo

o desenvolvimento de brotos laterais (ANDRADE; ALMEIDA; GONCALVES,
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2006), enquanto a KIN apresenta, além da capacidade de divisdo, a de aumentar
o numero de microtubos na célula (ROMANOV et al., 2000), o que pode
favorecer o alongamento em detrimento a produgéo de novas brotagdes.

As brotagdes cultivadas em presenga de BAP foram as que apresentaram
caracteristicas morfoldgicas mais adequadas durante o cultivo em BIT®, com
brotos de maior padrio de qualidade e quantidade, folhas verdes, caule espesso ¢
sem hiperidricidade (FIGURA 3D). Oliveira et al. (2011) obtiveram resultados
semelhantes, em que brota¢des de clones de Fucalyptus grandis x E. urophylla
cultivadas em meio com baixa concentracdo de BAP também nlo apresentaram
sintomas de hiperidricidade no cultivo em biorreator do tipo RITA®. Os
explantes oriundos do cultivo em presenca de KIN, entretanto, apresentaram
uma quantidade menor de brotos, caules mais finos, translicidos e folhas de

aspecto hiperidrico (FIGURA 3C).

Figura3 Aspecto morfologico das brotagdes de E. urograndis cultivadas em BIT"
sobre influéncia de diferentes citocininas. A) Controle (auséncia de
citocininas); B) TDZ; C) KIN; ¢ D) BAP. Barras = 10 mm.
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Partes aéreas de plantas hiperidricas normalmente apresentam caules e
folhas targidas, espessas, enrugadas, translicidas, rigidas e facilmente
quebraveis (KEVERS et al., 2004; PICOLI et al., 2001), além de encurtamento
dos nés e actimulo excessivo de agua (VASCONCELOS et al., 2012). Estas
caracteristicas visuais foram também observadas nas brotagdes cultivadas em
meio contendo TDZ para cultivo do hibrido comercial estudado (FIGURA 3B).
Essa citocinina foi a menos efetiva para todas as caracteristicas avaliadas,
culminando na formagéo de brotos anormais, de tamanho reduzido, folhas pouco
desenvolvidas, hiperidricas e formagdo de calos tanto na regido caulinar quanto
foliar. Resultados semelhantes foram observados por Ivanova e Staden (2011),
trabalhando com Aloe polyphylla, em que o emprego de TDZ levou a formagado
frequente de calos, folhas com morfologia anormal e brotos de tamanho
reduzido e de aspecto hiperidrico. O aparecimento dessa desordem, bem como
das caracteristicas ligadas a ela, sio um dos problemas mais importantes na
micropropaga¢do em larga escala de plantas, podendo levar a perdas de até 70%
do material vegetal ao final do processo (FRAGUAS; DORNELLES; LIMA,
2009).

Em relagdo as caracteristicas anatomicas, altera¢des relacionadas com a
hiperidricidade podem acontecer ao nivel do mesofilo e das células envolvidas
em sua constituigdo. Geralmente, o mesofilo apresenta aspecto vacuolado e
esponjoso, com muitos espagos intercelulares (VASCONCELOS et al., 2012).
Além disso, uma baixa relacdo no numero de células/ area celular pode ser
visualizada, sugerindo que o espessamento foliar seja resultado do incremento
no tamanho das células do mesofilo (KEVERS et al., 2004). Dessa forma,
estudar e avaliar o espessamento das células do mesofilo se mostra interessante

na identificagdo de plantas com aspectos hiperidricos.



73

De acordo com a ANAVA para as analises referentes a anatomia das
folhas, houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre as citocininas para todas as

variaveis analisadas (TABELA 1).

Tabela 1 Resumo da ANAVA para as espessuras da folha (EF), do mesofilo (EM), da
epiderme adaxial (EAd), do parénquima palicadico (PP) e do parénquima
esponjoso (PE) durante o cultivo em BIT" de um hibrido comercial de E.
urograndis sob influéncia de diferentes tipos de citocininas.

Quadrado médio
FV GL

EF EM EAd PP PE

Citocinina 3 254347 3408,72"" 27,88 1049,517" 901,63
Erro 36 385,10 280,52 535 46,13 170,79

C.V. (%) 10,27 10,88 12,35 11,72 12,97

*Significativo ao nivel de 5%. **Significativo ao nivel de 1%. ***Significativo ao nivel
de 0,1%. As siglas FV e GL representam a fonte de variagdo e o grau de liberdade,
respectivamente.

O BAP foi a citocinina que apresentou as maiores médias para as
espessuras da folha, do mesofilo, do parénquima pali¢adico ¢ do parénquima
esponjoso. O TDZ e a KIN, entretanto, apresentaram médias superiores para a

espessura da epiderme adaxial (TABELA 2).

Tabela 2 Médias das espessuras da folha (EF), do mesofilo (EM), da epiderme adaxial
(EAd), do parénquima pali¢adico (PP), do parénquima esponjoso (PE) e da
relag@o entre parénquima esponjoso e palicaddico (PE/PP) durante o cultivo em
BIT" de um hibrido comercial de E. urograndis sob influéncia de diferentes
tipos de citocininas.

Citocininas EF EM EAd PP PE PE/PP
Controle 182,23 b 149,27 b 17,39 bc  54,12b 99,44 ab 1,84
TDZ 184,20 b 142,03b  20,06ab  52,69b 93,94 b 1,78
KIN 182,91 b 143,38 b 20,28 a 51,71b 95,09 b 1,84
BAP 21497 a 181,28 a 17,18 ¢ 73,23 a 114,55 a 1,56

*Letras iguais nas colunas ndo sdo diferentes estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.
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Em folhas compactas hiperidricas é possivel encontrar uma camada de
células paligadicas pouco diferenciadas, enquanto que nas folhas lacunosas
hiperidricas a diferenciacdo em tecido palicadico ¢ reduzida, com aumento dos
espacos intercelulares e da extensdo do parénquima esponjoso (PICOLI et al.,
2001). Essas informagdes sdo condizentes com os resultados obtidos no presente
trabalho, uma vez que as brotagdes advindas do cultivo em meio de cultura,
contendo BAP (FIGURA 4B), tiveram suas folhas relativamente normais,
enquanto que as folhas dos demais tratamentos apresentaram maior quantidade
de espacos intercelulares, evidenciado pela maior razio existente entre as
espessuras do parénquima esponjoso e palicddico (PE/PP) (FIGURA 4 — A, Ce
D), se comportando, aparentemente, como folhas lacunosas hiperidricas. Além
disso, é possivel verificar a presenga de irregularidades na extensdo da epiderme
abaxial das folhas hiperidricas das brota¢des cultivadas em presenga de TDZ,
com estdmatos acima do nivel das células epidérmicas “ordinarias” (FIGURA

4D).
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Figura4 Fotomicrografias de cortes transversais do mesofilo de brotagdes cultivadas
sob influéncia de diferentes citocininas em BIT". A) auséncia de citocinina
(Controle), B) BAP, C) KIN e D) TDZ por um periodo de 19 dias.

Outros estudos tém relatado o aparecimento dessa desordem
(hiperidricidade) na multiplicacdo de algumas espécies cultivadas na presenga de
TDZ (BOSELA; MICHLER, 2008; SUNAGAWA et al., 2007), mostrando que
a utilizacdo dessa citocinina ¢ inadequada também para o hibrido comercial
avaliado neste trabalho.

Com relagdo ao periodo de cultivo, a manutengdo dos explantes no
sistema de biorreator por 60 e 80 dias de cultivo teve que ser abortada antes do
periodo final do experimento, pois os explantes ndo estavam resistindo ao
estresse causado pelos periodos pré-determinados. O tratamento de 60 dias teve

a renova¢do do meio aos 30 dias e foi cultivado por mais 20 dias apds a
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renovagdo do meio, totalizando 50 dias de cultivo, enquanto que o tratamento de
80 dias de cultivo foi abortado aos 40 dias, sem renovag¢do do meio.

Observou-se que o periodo de 40 dias de cultivo com renovagdo do meio
aos 20 dias foi o que apresentou melhores resultados para todas as caracteristicas
analisadas, com diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de Tukey a

5% de significancia (GRAFICO 3), exceto para o numero de folhas.
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Grafico 3 Influéncia dos periodos de cultivo de 40, 60 e 80 dias sobre as variaveis A)

nimero de brotos do maior broto; B) comprimento do maior broto; e C) massa

fresca de explantes de E. urograndis cultivados em biorreator de imersdo
temporaria .

O periodo de cultivo de 80 dias foi o que apresentou piores resultados,
pois a maioria dos brotos néo tolerou o intervalo até atingir os primeiros 40 dias
para a renovagdo do meio de cultura. Os explantes apresentaram sinais aparentes
de necrose e, consequentemente, morte do material vegetal. Essa caracteristica

pode estar relacionada com o esgotamento dos nutrientes no meio de cultura
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necessarios para manter um crescimento 6timo e/ou ao acimulo de produtos
inibidores resultantes do proprio metabolismo celular (CORREIA et al., 1995), o
que pode interferir até mesmo na manuten¢do do padrido dos brotos durante o
cultivo.

Em todos os tratamentos foi observado que, a partir do 20° dia de
cultivo, ocorreu o escurecimento do meio de cultura, provavelmente, pela
oxidagdo dos explantes e consequente liberagdo de compostos fendlicos no meio
liquido (FIGURA 5A). Borges et al. (2011) também observaram escurecimento
do meio de cultura aos 20 dias de cultivo trabalhando com E. globulus,
evidenciando a oxidacdo de compostos fendlicos liberados pelo explante no
meio de cultura. Uma provavel solu¢do ou minimiza¢do desse problema seria
atuar de forma preventiva, a partir da utilizagdo de compostos antioxidantes.
Dentre esses compostos podem-se citar o acido citrico, acido ascorbico, carvao
ativado, entre outros, os quais podem atuar inibindo a sintese ou a agdo de
enzimas envolvidas a oxidag¢do de polifendis ou agir como adsorventes dessas

substancias (GOULART; XAVIER; DIAS, 2010).

Figura 5 Aspecto escurecido do meio de cultura no tratamento de 40 dias de cultivo aos
20 dias de cultivo (A) e aspecto do meio de cultura renovado no mesmo
tratamento (B).
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Apesar do cultivo por 40 dias com renovagdo do meio de cultura aos 20
dias ter apresentado resultados superiores aos demais tratamentos, ¢ possivel
melhorar a qualidade das culturas e o aumento da taxa de multiplicagdo a partir
de renovagdes do meio de cultura em periodos menores do que 20 dias. Essas
observagdes tém sido sugeridas por Correia et al. (1995) que trabalharam na
multiplicagdo do hibrido E. grandis x E. urophylla e obtiveram resultados
semelhantes aos encontrados no presente trabalho. McAlister et al. (2005)
trabalhando com clones de Eucalyptus em biorreator do tipo RITA®
conseguiram grande proliferagdo de brotos do 14° ao 18° dia de cultivo,
mostrando que periodos menores que 20 dias podem ser efetivos na
multiplicagdo em biorreator.

Em geral, ocorreu grande heterogeneidade no crescimento dos explantes
de um mesmo tratamento em todos os experimentos. Resultados semelhantes
foram encontrados nos trabalhos de Correia et al. (1995) e Oliveira et al. (2011),
ambos trabalhando com espécies do género FEucalyptus. Essa variacdo no
crescimento in vitro dos explantes pode estar relacionada com as caracteristicas
morfoldgicas inerentes a cada explante, como didmetro do caule e numero de
pares de folhas, bem como as idades cronoldgica, fisiologica e ontogenética das

culturas (OLIVEIRA et al., 2011).
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4 CONCLUSAO

A utilizacdo do meio de cultura MS modificado com a propor¢do 3:1
(NOy):(NH,") foi a que proporcionou a melhor performance para cultivo do
hibrido E. urograndis em BIT®,

A citocinina BAP promoveu os melhores ganhos no processo de
multiplicagdo em BIT® para o hibrido comercial, além de ser a citocinina que
gerou menos hiperidricidade.

O periodo de 40 dias com renovagdo do meio de cultura aos 20 dias foi o
que apresentou resultados mais promissores. Entretanto, novos estudos devem
ser realizados, buscando encontrar o periodo mais adequado de cultivo para esse

hibrido em BIT®.
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