KELLEN CRISTINA GATTI

FOTOAUTOTROFIA E OZONIZACAO DE BIORREATORES NA
MICROPROPAGACAO DE CLONES DE Eucalyptus spp.

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia
Florestal, para obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2018



Ficha catalogréafica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vigosa - Campus Vigosa

G263f
2018

Gatti, Kellen Cristina, 1976-

Fotoautotrofia de ozonizacdo de biorreatores na
micropropagacao de clones de Eucalyptus spp. / Kellen Cristina
Gatti. - Vicosa, MG, 2018.

xii, 87 f. . il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Aloisio Xavier.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicosa. Inclui
bibliografia.

1. Eucalipto - Micropropagacéo. 2. Fotoautotrofia.
3. Ozonizacgéo. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Engenharia Florestal. Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia Florestal. 11. Titulo.

CDO adapt. CDD 22. ed. 634.918151

KELLEN CRISTINA GATTI

FOTOAUTOTROFIA E OZONIZAGAO DE BIORREATORES NA
MICROPROPAGAGAO DE CLONES DE Eucalyptus spp.

Vi



Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de POs-Graduagdo em Ciéncia
Florestal, para obtengéo do titulo de Doctor
Scientiae.

APROVADA: 12 de julho de 2018.

Eduardo Euclydes de Lima e Borges Elizabete Keiko Takahashi

a

bonadini L iﬁ?{L

Los o & ,Aﬂmﬁ' | Qu
Edgard Augusto de Toledo Picoli Wagney Campos Otdni

(Coorientador)

ﬂ'{()\'{xo mmj/)

Alois‘o Xavier
(Orientador)



A minha familia e principalmente a meu
filho, Juan Felipe, pelo incentivo, amor e
oragoes.

Dedico

Vi



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar, cuidar e proteger durante toda vida e nunca deixar
abandonar meus sonhos e metas.

A Universidade Federal de Vicosa, ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia
Florestal e ao Laboratorio de Cultura de Tecidos Il (BIOAGRO), pela realiza¢do do
curso de doutorado e deste trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),
pelo apoio financeiro ao trabalho desenvolvido.

A empresa CMPC — Celulose Riograndense, localizado no municipio de
Guaiba — RS, pelos clones fornecidos na utilizagdo dessa pesquisa e apoio financeiro.
Ao meu orientador Aloisio Xavier pelos ensinamentos, paciéncia, amizade e confianca
ao longo destes anos. Muito obrigada!

Ao meu coorientador Wagner Campos Otoni por todos os ensinamentos,
amizade e por estar sempre disposto a ajudar. Muito obrigada!

A professora Leda D' Antonino Faroni, Lucas Prates e Fernanda Heleno pela
contribuig&o, apoio incondicional e discussdes na realizagdo do trabalho com ozonio.

Ao0s meus pais, irmaos, cunhada, sobrinhos por sempre estarem ao meu lado,
por todas as oracGes, amor e apoio. A minha sogra, cunhadas e sobrinhos pelas oragdes,
carinho e apoio.

Ao meu esposo Juan Carlos Carrascal Velasquez, pelo amor e por estar ao meu
lado ajudando, incentivando e cuidando sempre. Ao meu filho Juan Felipe Carrascal
Gatti, por ser meu maior incentido e amor, por vocé sempre irei lutar para ser melhor.
Sem vocés dois isto ndo seria possivel!

Aos grandes amigos de Vigosa, em especial ao grupo de silvicultura com o0s
quais compartilhei as realizagdes e preocupacdes dessa etapa, obrigada pela amizade,
apoio e carinho. Aos meus amigos da pds-graduacdo e do Laboratério de Cultura de
Tecidos 11 - Bioagro/UFV.

A Natane pelo apoio e amizade em todos 0s momentos, por ter sempre uma
palavra amiga e ajudar sempre que precisei. Obrigada!

Aos estagiarios Vinicius, Matheus, Roger, Larissa e Suellen e ao grupo de
pesquisa em Silvicultura Clonal, pela ajuda com o desenvolvimento desse trabalho.

Aos amigos da empresa Copener Florestal, muito obrigada pela amizade e apoio.



A todas as pessoas que de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste
trabalho e para minha vida profissional.

Vi



BIOGRAFIA

KELLEN CRISTINA GATTI, filha de Guerino Gatti e de Regina Dal col Gatti,
nasceu em 28 de fevereiro de 1976, em Colatina, Espirito Santo.

Concluiu 0 1 °grau em 1990 no Colégio Marista, em Colatina- ES, e 0 2 °grau
em 1993, Colégio Nacional, em Vitoria - ES.

Em 2000, diplomou-se Engenheira Florestal pela Universidade Federal de
Vicosa, em Vigosa - MG.

Em agosto de 2000, ingressou no Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncia
Florestal, em nivel de Mestrado, na Universidade Federal de Vicosa (UFV), Minas
Gerais, concluindo os requisitos necessarios a obtencao do titulo de Magister Scientiae
em agosto de 2002.

Em marco de 2014, ingressou no Curso de Po6s-Graduacdo em Ciéncia
Florestal, em nivel de Doutorado, na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas
Gerais, concluindo os requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doctor Scientiae
em julho de 2018.



SUMARIO

g IX
AB ST RA C Tt ttvuuiieeruuueesrsussssrssssrsesrsrssssssssssessssessssnstssstnin s emmmmseeamarrrerrnrn Xi
1. INTRODUGAO GERAL .ccvtiiiiiiiiiiiiieieiisiteieiesesiseiess st essse s sssssesenes 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt s snsnans 2
2.1. Biorreatores: Defini¢Bes, vantagens e desvantagens........cocoovevvevveiieiiieineeans 2
2.2. Aplicagéo de biorreatores para a propagacao de mudas em larga escala......... 4
2.3. Producdo de espécies lenhosas em Diorreatores.........ccccovevvecueiiieieievecienene 5
3. BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt en s aessessesn s s nse s essesessesens 7
EFEITO DO MEIO DE CULTURA SEMI-SOLIDO E LIQUIDO NA
MICROPROPAGAGCAO DE CLONES DE Eucalyptus SPp. .--«-.«-cceeeerueiririciaane. 12
000 o T T 12
2. Material € MELOUOS. .. ..ot 14
2.1. Material Vegetal....... ..o 14
2.2. Tratamentos: meio semi-solido e HQuId0.......oc.oooooieic 15
2.3. AvaliacOes experimentais e anélise dos dados..........couveerciciiniiicisiccne 16
3. RESURAAOS. .t 16
4. DISCUSSAD. ... ccueiuiiiiiiiiiiiiiiiieie e e 19
5. Concluses.....cccocvvviiviriiiaiiniannn PP 22
G TR =11 0] T 0 - - 22
SELECAO GENETICA DE CLONES DE Eucalyptus spp. EM AMBIENTE DE
TROCAS GASOSAS in vitro VIA MICROPROPAGAGAO.......ccoiiiiiiiiiiiicne 25
L INEFOTUGEOD. . 25
2. Material e Métodos............. OSSOSO 27
2.1. Material vegetal e condigOes IN VItr0.......covueveeeeremiiriisiinsicsccccis s 27
2.2. Trocas gasosas na multiplicacéo in vitro de clones de Eucalyptus spp. -....28
2.3. Trocas gasosas no alongamento in vitro de clones de Eucalyptus spp. ......29
2.4. Avaliag0es eXPerimentalS. ... cou e 29
3. RESUNATOS .ttt 30
I o] o 35
O CONCIUSDES. - 37
6.  Bibliografial ...ccooeiviieiiieeciie e 37
SACAROSE E LUZ NO CULTIVO in vitro DE (ELONES DE Eucalyptus
benthamii E Eucalyptus dunnii VIA MICROPROPGACAO.........cooooiiiiiiie, 40
1.Introducéo 40

Vi



2. Material @ METOQOS «#reveerrvrrmmarmimmminimmmmmmmuimsimmmmisareens s 42

2.1, Material VEQETAL ...c.couivimeeieiiie ittt ettt 42
2.2. Sacarose e condiges IUMINOSAS. .-« weoueoweoieieeeeee e 43
2.3. Avaliacdes experimentais e analise dos dados............coooooeiciiiiiiiiicie, 44
3. RESURAA0DS. .t .45
K T0 IO 0T ] o 07T T 45
BT N o] 4T = 0 T o 46
B DISCUSSAD: «vsvsssssrssssssanssnsssssassssssnnsssssssssssssssessssssssssssssssasssesatssesnssstsnsasrsnssasensssnsn 48
B CONMCIUSDES. < eveemeemieaaeeeaemee et e ae e e essa e s e e e e e e e e e e et e s e eneeensaensas 49
6.  BIDHOGrafia ..ccccoiviiiiiiiiiiiniiiiniiiisssis s .50

0ZONIO NA ESTERILIZACAO DE BIORREATORES DE IMERSAO
TEMPORARIA NA MICROPROPAGACAO DE CLONES DE Eucalyptus spp. .. 55

BT 11T [T o 55
B V(2 T L 1Y =] (0 [0 57
2.1. Material vegetal e biorreator utilizado............ooooooiiiiiiiiiiiiicicii 57
2.2. Obtencéo e quantificagdo do 0ZONI0 (03)....coueveereriiriiiieiieiiieccc e 59
2.3. Arranjo experimental.......cooviirirmmimiimimmisssssss s 60
2.4. Avaliaghes eXPeriMeNtaIS. .. .cco o 60
2.5, ANALISE ESLALISTICA «.veveerrrririenisice i 611
3. RESUIAAOS. e 622
1D 11 o117 o 63
ST O o 11T TN 65
6.  BibliOgrafia .. .ccoomiiieecc 65

EFEITO DA ESTERILIZACAO DE MEIO DE CULTURA COM OZONIO E DA
SACAROSE NA MULTIPLICACAO in vitro DE CLONES DE Eucalyptus spp. EM

BIORREATORES DE IMERSAO TEMPORARIA ........coovviiiieciiirceane. .70
LI 1 €00 0% T P 70

2. Material @ MEtOUOS. ....c.coviiiriiiriiiiiiisiiii s 73
B R = 1 [ (=T: Lo ) (SRR POTPPPOPROP 73
2.2. Material vegetal e condigOes de cultivo in Vitro................... e 74
2.3. Obtencéo e quantificacdo do 0ZONI0 (03)...ccverviemeimmimiiiiiisiisieiieiisiieias 74
2.4, Arranjo experimental. ... 75
2.5. Avaliag0es eXPeriMENTAIS. .. vrurrrrirrie e 77

BT - 17T 01 77
B T0 I 4 1= 1111 1 0 77
Rt 01T 1 1'0T-T 31 (0T 78

Xi



4.
5.

DISCUSSEOssstsstrsmmssssirusnsresssssssss R R R R 79

Conclusodes



RESUMO

GATTI, Kellen Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018.
Fotoautotrofia e ozonizagdo de biorreatores na micropropagacdo de clones de
Eucalyptus spp. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientador: Wagner Campos Otoni.

Os avancos do melhoramento genético e da biotecnologia florestal estéo
acompanhados por mudancas e desafios na clonagem plantas. Durante muitos anos o
uso da miniestaquia tem sido o0 método de clonagem mais utilizado pelo setor florestal.
Porém, o uso do cultivo in vitro vem tornando-se, cada ano, mais importante. As
dificuldades apresentadas pelo processo ex vitro de producdo de mudas, aumenta a
necessidade de protocolos e sistemas eficientes de propagacdo em laboratorio. Com
iSs0, muitos conceitos do cultivo in vitro convencional como meio de cultivo, tipo de
recipiente, sistema de producdo, heterotrofia estdo mudando. Os estudos relacionados
aos sistemas fotoautotréficos, jardins clonais in vitro e a automatizacéo dos sistemas
vem crescendo e sendo fundamental para o futuro da clonagem de plantas. Estes
buscam tornar mais acessivel e eficiente o processo de producao de plantas in vitro.
Assim, objetiva-se nesse trabalho avaliar o potencial de sistemas fotoautotrofico, a
selecdo de materiais com maior competéncia a micropropagacdo e 0 uso da
esterilizacdo com o0zonio na producdo de Eucayptus spp. em biorreatores. Analisou-se
0 uso do meio semi-sélido e liquido, buscando entender o crescimento de clones de
Eucalyptus spp. em sistemas de meio liquido como os utilizados em biorreatores. Foi
verificado no estudo que o uso de meio liquido proporcionou maior incremento de
massas fresca e seca dos explantes, taxa de multiplicacdo e tamanho da maior brotacéo.
Além das diferencas constatadas no crescimento do material, observou-se respostas
diferenciadas entre os clones em relacdo ao meio de cultivo utilizado (semi-sélido e
liquido) para a maioria das caracteristicas mensuradas. Para avaliagdo do crescimento
de gendtipos de Eucalyptus spp., em ambientes de trocas gasosas quanto a
multiplicacdo e alongamento in vitro, testou-se dois ambientes e 10 clones por fase in
vitro. O ambiente sem trocas gasosas foi mais favoravel para a propagacao in vitro dos
genotipos testados. Além das diferencas observadas entre ambientes, constatou-se
efeito do fator genético sobre as caracteristicas, 0 que possibilita a selecdo de clones
para propagacdo sob as condic¢des analisadas. Em relacéo as caracteristicas avaliadas,
os clones de E. benthamii apresentaram melhor desempenho em comparagdo com 0s
demais clones estudados. Aliados a trocas gasosas, outros fatores como reducdo de

sacarose e luz foram estudados visando estabelecer clones de Eucalyptus spp. em
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sistemas fotoautotréficos em biorreatores. Todas as qualidades e intensidades
luminicas pesquisadas proporcionaram bom desenvolvimento dos clones de E.
benthamii e E. dunnii cultivados in vitro. O uso de LED branca promoveu valores de
clorofila total e de carotenoide mais proximos aos encontrados ex vitro para os clones
testados. O uso de sacarose, adicionado no meio de cultivo in vitro, foi importante para
estimular a producdo na multiplicacéo e alongamento, bem como aumentar as taxas de
clorofila total e de carotenoides. Visando sistemas alternativos de esterilizacdo dos
biorreatores e meio de cultura, diferentes tempos e concentracfes de 0zonio (03) foram
utilizados. 0 03 pode ser utilizado em substituicdo a autoclavagem, realizando a
0zonizacao primeiro os biorreatores vazios, com a exposicao a 50 mg 1.-1 de 03 por 15
min em fluxo constante de 0,5 L min- e, posteriormente, a ozonizacdo do meio de
cultura liquido por 90 min com concentracdo de 50 mg de 03 e fluxo de 0,5 L min- .
Novos estudos devem ser conduzidos buscando optimizar os resultados de
multiplicagdo, alongamento, aclimatagdo ex vitro, assim como buscar protolocos e
tecnologias que aliadas ao ozonio, viabilize econdmica e operacionalmente, em larga
escala, os biorreatores como estratégia para microjardins clonais.
ABSTRACT
GATTI, Kellen Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.

Photoautotrophy and ozonization of bioreactors in clonal micropropagation of
Eucalyptus spp. Advisor: Aloisio Xavier. Co-advisor: Wagner Campos Otoni.

Advances in genetic improvement and forest biotechnology are lonked to changes and
challenges in cloning. For many years the use of mini-cutting has been the method of
cloning used by the forestry sector, but the use of in vitro cultivation has become more
important each year. The challenges posed by the seedling ex vitro production increase
the necessity for efficient protocols and propagation systems in laboratory. With this,
many concepts of conventional in vitro culture such as culture medium, container type,
production system, heterotrophy are changing. An ever increasing gowth of studies
related to photoautotrophic systems applied to in vitro clonal gardens and systems
automation has been seen, and becoming instrumental for the future of plant cloning
strategies. The objective is to make the in vitro plant production process more
accessible and efficient. The aim of this work was to evaluate the potential of
photoautotrophic systems, the selection of materials with greater competence in
micropropagation and the use of ozone (03) sterilization on bioreactors-based

production of Eucalyptus spp. Solid and liquid media were evaluated in genotypes of



Eucalyptus spp., to better understand the growth of this species in liquid medium
systems in bioreactors. The use of liquid medium resulted in a greater increase of fresh
and dry mass of the explants, multiplication rate and size of the elongated shoots. In
addition to the differences observed in the growth of the material, varying responses
were observed among the clones regarding the culture medium used (solid and liquid)
for most of the characteristics evaluated. Aiming at evaluating if the gas exchange
environments favored in vitro growth, multiplication and elongation genotypes of
Eucalyptus spp., two environments and 10 clones per phase were tested. In general, the
absence of gas exchange was the most favorable environment for the in vitro
propagation. In addition to the observed differences between environments, it was
verified the effect of the genetic factor on the characteristics, which allows the selection
of clones for propagation under the conditions analyzed. Eucalyptus benthamii clones
reached better performance compared to the other clones studied. In addition to gas
exchange, other factors such as reduction of sucrose and light were studied in order to
establish clones of Eucalyptus spp.grown under photoautotrophic conditions in
bioreactors. According to the results, Eucalyptus benthamii and E. dunnii clones had
good development in all light qualities and intensities tested. The use of white LED
promoted values of total chlorophyll and carotenoid closer to those found ex vitro. The
use of sucrose in the in vitro culture medium was important to stimulate production in
multiplication and elongation, as well as increase the rates of total chlorophyll and
carotenoids. Aiming at alternative systems of sterilization of bioreactors and culture
medium, different times and concentrations of ozone (03) were tested. It has been found
that, ozone can be used to replace autoclaving, first ozonization of empty bioreactors
with exposure to 50 mg E ' of 03 for 15 minutes at a constant flow of 0.5 L min- and
subsequent to ozonization of liquid culture medium for 90 min with concentration of
50 mg E '03 and flow of 0.5 E ' min. Further studies should be conducted to optimize
the results for multiplication, elongation, ex vitro acclimatization, as well as to search
for protolocos and technologies that used with 03 sterelization, improve economically

and operationally bioreactors as a strategy for mini-clonal hedge.
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1. INTRODUCAO GERAL

Assilvicultura clonal nas Gltimas décadas e, particularmente nos ultimos anos, tem
sido considerada como o grande avancgo do setor florestal brasileiro, principalmente para
0 género Eucalyptus. A clonagem tem permitido avangos rapidos no melhoramento
genético atraves da selecdo e rnultiplicacdo vegetativa de gendtipos selecionados
resistentes ou tolerantes a pragas e doencas, fatores abioticos, ou simplesmente aumento
de produtividade e homogeneidade da plantagéo.

A producdo de mudas comerciais para atendimento aos programas de silvicultura
clonal tem sido realizada por meio da propagacdo vegetativa de clones em viveiros
florestais; no viveiro a miniestaquia e a microestaquia séo as técnicas mais utilizadas. A
primeira utiliza como fonte de propagulos plantas produzidas pelas técnicas de
macroestaquia ou miniestaquia, ja na segunda estes propagulos sdo produzidos em

laboratdrio de cultura de tecidos, através da micropropagacao.

No setor florestal, os usos mais comuns da micropropagagéo tem sido a limpeza
clonal, o revigoramento/rejuvenescimento de clones selecionados, bancos de
germoplasma, intercAmbio de material genético a nivel nacional e internacional, a
inducdo de poliploidia artificial, assim como base para outras técnicas de biotecnologia,
tais como a transgenia.

A cultura de tecidos permite a rapida propagacao de arvores selecionadas em
florestas clonais comerciais. A micropropagacao e a preservacao in vitro contribuem para
fornecer materiais para as plantacGes comerciais no mundo todo (Trueman et al., 2018)
atraves de bancos de germoplasma e multiplicacdo massal de genotipos. As condicdes
climaticas sdo mais controladas e assépticas, ndo sendo assim afetada pelas atuais
mudangas climaticas e sazonalidade observadas nos viveiros florestais na condicdo ex
vitro, produzindo assim plantas livres de microrganismos e vigorosas.

Por vezes, o custo das plantas espécies florestais micropropagadas em nivel
comercial, em relagdo ao das plantas produzidas em viveiros florestais, tem sido
restritivo, o que tém estimulado e desafiado os pesquisadores na busca por alternativas
viaveis tecnicamente, economicamente e operacionalmente de producéo in vitro.

Novos sistemas de micropropagacdo tém sido desenvolvidos na aquisicdo de
melhorias do processo de producdo vegetal buscando reduzir custos e resolver as
limitagOes atuais dos viveiros ex vitro. Entre os novos sistemas de interesse na

biotecnologia visando a automatizacdo e larga escala, encontra-se o sistema de



biorreatores (Penchel et al., 2007). A producéo de plantas em biorreator em meio liquido,
tem sido estudada e testada nos Gltimos anos como alternativa, mais ainda carecem de
ajustes técnicos como operacionais viadveis para atender a uma demanda em larga escala
no setor florestal (Ahmadian et al., 2017; Arencibia et al., 2017; Businge et al., 2017).
O estabelecimento de biorreatores em sistemas fotoautotroficos com melhores
taxas de multiplicacdo, alongamento e aclimatacdo, aliado a menores custos é uma
tendéncias atual em relacdo as condicdes de cultivo in vitro. Nesse contexto, 0s objetivos
especificos deste estudo foram: 1) verificar o efeito do meio liquido na produg&o in vitro
de Eucalyptus spp.; 2) verificar o efeito de trocas gasosas na produgédo in vitro de
Eucalyptus spp.; 3) verificar o efeito de concentracbes de sacarose e luz na
micropropagacdo de Eucalyptus spp.; 4) determinar a eficiéncia da esterilizacdo quimica
com 0zOnio em biorreatores na condicdo in vitro; e 5) estimar o efeito da esterilizagédo

quimica do meio, sacarose e a taxa de producdo de Eucalyptus spp. em biorreatores.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biorreatores: Defini¢des, vantagens e desvantagens

Biorreatores podem ser conceituados como equipamentos para cultivo sob
imersdo temporaria ou permanente de células, gemas, embrides ou qualquer tipo de
propagulo que possa ser utilizado na micropropagacao (Teixeira, 2002).

Um biorreator € um recipiente esterilizado e projetado para cultivos em grande
escala, ciclos frequentes e proporcionar o maximo de oportunidades para monitoramento
e controle das condi¢Ges ambientais, tais como a agitacdo, aeracdo e temperatura (Watt,
2012; Georgiev 2014).

Os biorreatores tém apresentado vantagens em relacdo a micropropagacao
convencional, que incluem o aumento da taxa de multiplicacdo, o crescimento mais
rapido e de maior qualidade da cultura, uso de meio liquido, a redu¢édo no custo médio
de energia, mao de obra e espaco de laboratorio (Penchel et al., 2007; Dutra et al., 2009;
Teixeira et al., 2010; Furusaki e Takeda, 2011; Gerald e Lee, 2011). O cultivo de plantas
em biorreatores, se conduzido de forma correta, possibilita um menor estresse gasoso e
mecénico, com reflexos positivos no crescimento, vigor e aclimatacdo das mudas ex

vitro. Apresentando também melhor resposta morfogenética em decorréncia das



melhores condicdes de cultivo, quando comparadas com a producao de plantas ex vitro
e a producdo tradicional in vitro.

Dentro das desvantagens do sistema de biorreatores podemos citar as
relacionadas ao processo de micropropagacéo: dependéncia de um laboratério de cultura
de tecidos, cuja manutencdo implica em altos custos, exigéncia de mao-deobra
altamente especializada; elevada possibilidade de contaminacdo; variacdo de condigdes
entre e dentro de clones; dificuldade de encontrar o meio adequado para a espécie
desejada; e possibilidade de ocorréncia de mutagdes (Dutra et al., 2009). Outras
desvantagens dos biorreatores sdo o alto custo inicial de implantacdo do sistema, as
desordens fisioldgicas (principalmente hiperhidricidade) e a falta de processos
alternativos para esterilizagdo do material (Teixeira et al., 2010).

Diante das suas limitacGes, varios tipos de biorreatores foram desenvolvidos e
tém sido utilizados em cultivo de gemas, embrides e plantas (Watt, 2012; Steingroewer
et al.,, 2013). Diante da morfologia complexa do tecido da planta e 6rgdos, exige o
desenvolvimento de biorreatores com um desenho sofisticado, capaz de proporcionar um
microambiente especifico, a fim de assegurar o crescimento e a integridade fisiologica
das culturas. Dependendo do ambiente, os biorreatores podem ser divididos em quatro
tipos: de fase liquida, em fase gasosa, biorreatores hibridos e o sistema de imersdo
temporéria (BIT) (Georgiev, 2014).

Atualmente os biorreatores de imersdo temporaria sao 0s mais utilizados, estes
proporcionam condicdes de usar meio liquido e controlar o ambiente gasoso interno, ao
mesmo tempo. Além disso, pode proporcionar automatizacdo do sistema de producao,
facilitando reducéo dos custos de producdo por meio de maior produtividade. Dentre as
principais atribuicbes dos biorreatores de imersdo temporaria estd a reducdo de
hiperhidricidade, em compara¢do com a de imerséo permanente. O crescimento da
planta e desenvolvimento pode ser controlado por meio da manipulagédo da frequéncia
e duracdo da imersdo no meio liquido. Devido a falta de agitacdo e de ventilagéo, a
tensdo mecénica dos tecidos da planta é geralmente baixa em comparagdo com 0s outros
sistemas de biorreatores (Steingroewer et al., 2013).

Cada grupo de pesquisadores tém adotado um determinado tipo de biorreator de

imersdo temporéaria, fazendo com que, ao longo dos ultimos anos, o BIT seja



reconhecido como uma tecnologia promissora para a micropropagacéo de plantas, para
a producdo de metabolitos secundarios derivados de plantas, para a expressdo de
proteinas, assim como para a producdo de plantas transgénicas e fitorremediacao
(Georgiev et al., 2013; Georgiev, 2014).

O principal foco dos trabalhos realizados pelos grupos de pesquisa com uso de
biorreatores esté relacionado com a avaliagdo de um tipo de BIT, na produgdo de mudas
e aumento dos rendimentos, em comparagdo com meios semi-sélidos ou imersao
permanente (Jova et al., 2011). A maioria dos autores relata aumento das taxas de
multiplicacdo com seus BITS de escolha, em comparacdo com o semisolido, embora
alguns ndo apresentarem diferencas (Teixeira et al., 2011; Watt, 2012; Georgiev, 2014).
Todos os autores relatam vantagens do uso de biorreatores em relacdo a micropropagacao
tradicional, fazendo com que seu uso seja cada ano de maior interesse para a propagacao

de plantas in vitro.

2.2. Aplicacgéo de biorreatores para a propagacao de mudas em larga escala

O uso de biorreatores na producdo de mudas em larga escala tem apresentado um
mercado crescente nos ultimos anos. Cuba, Franca e Brasil sdo paises pioneiros nessa
tecnologia, iniciando o uso de biorreatores na inddstria e no comércio nas décadas de 80-
90 (Cabral, 2011). Espécies ornamentais (lirio e, bromélia) e agronémicas (batata, estévia
e banana) podem ser citadas como espécies precursoras na propagacao em larga escala
em biorreatores. Para espécies arboreas, relatos apontam que nos anos de 2005-2007
ocorreu a utilizacdo comercial de biorreatores (Penchel et al., 2007).

O uso de meio liquido em sistema de biorreatores é adequado para producdo
comercial em larga escala de plantas micropropagadas (Debnath, 2016). Buscando o
aumento da producdo em qualidade e quantidade, o uso de biorreatores e meio liquido
em larga escala possibilita o controle automatizado e pode ser informatizado, projetado
para monitorar e controlar as condi¢bes de cultivo, pardmetros restritos no cultivo
tradicional in vitro. Com o cultivo em biorreatores em meio liquido, pode-se controlar a
duracdo e intervalos de imers&o e aeracdo, temperatura, concentracées de oxigénio e C02,
pH, composicdo do ambiente gasoso, fotossintese e o nivel do meio liquido (Murthy et
al., 2018).

Moses e Mukundan (2013), com Thymus vulgaris, aplicaram a técnica de

monitoramento da biomassa em biorreator, e juntamente com o monitoramento foi



proposto um modelo de incremento da espécie. Os autores concluiram que o modelo
criado pelo monitoramento no biorreator foi satisfatério, pois apresentou resultado
semelhante com o calculado no processo destrutivo.

O uso de biorreatores na produgédo de mudas tem sido aplicado ao longo dos anos
em diversas espécies, como por exemplo: Eucalyptus (Oliveira et al., 2011a; Oliveira et
al., 2011 b; Oliveira et al., 2014; Correia, 2011; Gonzalez et al., 2011; Watt, 2012;
Palhares, 2013; Méaximo, 2014; Da Silva et al., 2015); Coffea arabica (Ducos et al.,
2007); Theobroma cacao (Niemenak et al., 2008) Musa SP. (Yang et al., 2010); Lessertia
frutescens (Shaik et al., 2010); Kalopanax septemlobus (Kim et al., 2011); Panax
notoginseng (You et al., 2012); Xanthosoma sagittifolium (Niemenak et al., 2013);
Fragaria SP. (Debnath, 2008; Debnath. 2009; Hanhineva et al., 2005); Vaccinium
corymbosum L. (Arencibia et al., 2017), Malus pumila Mill. (Chakrabarty et al., 2003).
Na maioria destes trabalhos experimentais obteve-se resultados positivos, no entanto,
para implantacdo desta tecnologia em escala operacional ainda sdo necessarios diversos
ajustes no manejo do equipamento e da cultura.

Fica evidente que uso de biorreatores de imersdo temporaria para a producdo em
larga escala pode ser potencialmente aplicado com sucesso para a propagacédo de muitas
espécies de plantas lenhosas arbdreas. Porém, ainda ha necessidade de desenvolvimento
de protocolos eficientes para obter um aumento na produtividade (Debiasi, 2011) e
reducdo nos custos, tornando o processo competitivo com os métodos convencionais de
producdo de mudas.

2.3. Producéo de espécies lenhosas em biorreatores

Vérias sdo as técnicas de propagacdo clonal atualmente utilizadas in vitro para
pesquisas elou comercialmente em espécies florestais. Dentre elas esta a
micropropagacdo em meio semi-sélido em potes, a embriogénese somatica e a
micropropagacao em meio liquido em biorreatores, sendo esta ultima considerada a mais
promissora.

Os primeiros relatos da propagacéo de especies lenhosas em biorreatores foram os de
Aitken-Christie et al. (1988), com Pinus radiata e porta-enxertos de macieira. Desde
entdo, os biorreatores sdo estudados na propagacao de espécies lenhosas, porém apenas
nos ultimos anos passaram a se destacar nas pesquisas e com interesses pelas empresas
florestais.



Vaérios trabalhos recentes descrevem a biotecnologia como oportunidade
emergente para espécies lenhosas, mas ainda sdo escassos 0s estudos envolvendo a
tecnologia de biorreatores. Nawrot-Chorabik (2012) relata a producdo em larga escala
pelo método de embriogénese somatica in vitro, utilizando biorreatores para a
reproducado de espécies arboreas. Nesse caso, a embriogénese somatica foi induzida em
meio semi-sélido, e depois o tecido foi transferido para meio liquido em biorreatores. A
embriogénese somatica em carvalho (Quercus suber L.) em biorreatores foi considerada
uma ferramenta eficiente para a producéo de um grande nimero de embriGes (Pérez et
al., 2013). O uso de embrifes em biorreatores de imersdo temporéria na propagacdo em
larga escala de ricino (Kalopanax septemlobus) proporcionou alta taxa de conversdo de
mudas, as quais foram morfologicamente normais e vigorosas, com melhor desempenho
durante a aclimatizacdo, mostrando maiores numeros de sobrevivéncia (Kim et al.,
2011). Alem das espécies supracitadas, o cultivo de embrides somaticos em biorreatores
de imersdo temporaria foi utilizado em estudos com dendé (Elaeis guineenses) (Gorret
et al., 2004), seringueira (Hevea brasiliensis) (Etienne et al., 1997; Martre et al., 2001) e
cacau (Theobroma cacao) (Niemenak et al., 2008).

O sucesso do cultivo de espécies coniferas em biorreator via embriogénese
somatica foi relatado em Picea mariana e P. gluca-engelmannii (Tautorus et al., 1994) e
P. glauca (Attree et al.,, 1994). Para P. sitchensis a manutencdo de suspensoes
embriogénicas foi relatada somente em frasco com meio liquido (Krogstrup, 1990).

A propagacdo de Eucalyptus por embriogénese somatica ainda possui muitas
lacunas, permanecendo seu cultivo in vitro via brotagdes axilares e apicais (Merkle e
Nairn, 2005). A maioria dos trabalhos relata a inexisténcia de um protocolo eficiente de
regeneracdo de Eucalyptus por embriogénese somatica, uma vez que ainda existem
problemas basicos a serem solucionados, como o numero reduzido de embrides obtidos
e a baixa taxa de conversdo destes em plantas (Titon et al., 2007). Uma possibilidade
para melhoria do processo de producdo de embriGes de eucaliptos seria 0 uso de
biorreatores de imersdo temporaria.

Quanto & micropropagagédo por brotagOes axilares e apicais, varios trabalhos
foram realizados em biorreatores, em diversas espécies lenhosas. Em Eucalyptus, 0 uso
de biorreatores tem apresentado resultados satisfatérios comparados com sistemas
tradicionais de micropropagagéo (Oliveira et al., 2014; Da Silva et al., 2015; Mendonga
et al., 2016; Businge et al., 2017; Maximo et al., 2018).

Outras espécies lenhosas micropropagadas por brotaqdes axilares e apicais em
biorreatores de imersdao temporaria sdo: Artocarpus altilis (Murch et al., 2007),



Crescentia cujete (Liu et al., 2007; Murch et al., 2004), Jacaranda decurrens (Nascimento
et al., 2012), Kalopanax septemlobus (Kim et al., 2011), Pistacia vera, (Akdemir et al.,
2014) e Malus pumila Mill. (Chakrabarty et al., 2003).
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EFEITO DO MEIO DE CULTURA SEMI-SOLIDO E LiQUIDO NA
MICROPROPAGAGAO DE CLONES DE Eucalyptus spp.

Resumo - O presente trabalho objetivou avaliar o eféito do meio de cultura semisdlido e
liquido, bem como a possibilidade de uso do meio liquido na multiplicacéo in vitro de
um clone de Eucalyptus urophylla, trés clones de Eucalyptus dunnii e dois clones de
Eucalyptus benthamii. Tufos contendo de seis a oito gemas diferenciadas dos clones
estabelecidos in vitro foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL meio de
cultura JADS, com e sem adicdo de agente geleificante. Foram avaliadas a producao de
brotacdes, tamanho da maior brotacdo, vigor, oxidagdo dos explantes e do meio de
cultura, presenca ou auséncia de raizez e massas fresca e seca apds 30 dias da instalacéo
do experimento. A micropropagacéo de Eucalyptus spp. pode ser realizada utilizando-se
de meio de cultura semi-sélido ou liquido. O uso de meio liquido resultou em maior
incremento de massa fresca e seca dos explantes, taxa de multiplicacdo e tamanho da
maior brotacdo. Com base nos resultados obtidos, observaram-se respostas diferentes
entre os clones em relacdo ao meio de cultivo utilizado (semi-sélido e liquido) para as
caracteristicas de oxidacdo do explante, niUmero de brotacdes e tamanho da maior

brotacao.

Palavras-chaves: Propagacéo in vitro; sistemas liquidos; consisténcia do meio; meio de

cultura
1. Introducdo

A micropropagacdo tem sido amplamente utilizada como ferramenta para
propagacdo massal de clones em curto espaco de tempo, com controle nutricional,
ambiental e fitosanitario, limpeza clonal, transporte do material clonal por grandes
distancias sem danos, intercambio de material genético, armazenamento por extenso
periodo e retencdo do vigor hibrido (Xavier et al., 2013). As desvantagens dessa técnica
incluem: a necessidade de um laboratorio de cultura de tecidos, que demanda altos custos
de manutencéo, exigéncia de mao-de-obra especializada, a ocorréncia de elevadas taxas
de contaminacdo, variacdo de condicbes entre e dentro de clones e dificuldade de

encontrar o meio adequado para a espécie/clone (Dutra et al., 2009).
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Com a necessidade constante de aperfeicoamento da clonagem e viabilizagao
econbmica da producdo massal de Eucalyptus via micropropagacdo, novos
procedimentos na produgdo in vitro de espécies florestais tem sido aliado na
potencializacdo e reducdo de custos do cultivo vegetal, em laboratérios de cultura de
tecidos vegetais. No sistema tradicional de producao de plantas in vitro o meio de cultura
utilizado é semi-solido com a adicdo de agentes gelificantes. Quando alteradas as
caracteristicas fisicas do meio, alteram-se os parametros de absorcéo e disponibilidade
de nutrientes e fitorreguladores, influenciando assim o desenvolvimento da planta.

Geralmente a quantidade de nutrientes varia com a presenga ou auséncia de
agentes gelificantes no meio de cultivo, sendo exigido o uso de maior quantidade na
preparacao do meio semi-sélido do que no meio liquido. Os explantes in vitro, na maioria
dos casos, ndo possuem raizes, dificultando a absorcdo e disponibilidade de nutrientes.
Outro fator a ser considerado na utilizacdo do meio de cultura semissemisolido € o alto
custo gerado pela adicdo do agente gelificante (Mohamed et al., 2009; Kaur et al., 2015;
Kadam et al. 2018).

O uso de meio liquido em processos de micropropagacao tem sido considerado
uma solucdo recomendanda visando a reducdo dos custos de producdo de porpagulos,
assim como nas situacfes aonde pretende-se automatizar o processo (Aitken-Christie,
1991; Watt, 2012). De fato, sistemas de cultura liquido proporcionam condi¢des muito
mais uniformes de distribuicdo de nutrientes e agua, melhorando a nutricdo e a taxa de
crescimento, acelerando o processo (Gupta, 2005; Preece, 2010; Teixeiras, 2011; Watt,
2012). O meio pode facilmente ser renovado sem alterar o recipiente, possibilidade de
esterilizacdo por ultrafiltracdo, bem como a limpeza do recipiente ap6s do uso €
facilitada. Com a ado¢do do meio de cultura liquido na propagacdo in vitro, recipientes
maiores podem ser utilizados, otimizando a produgdo em escala (Berthouly e Etienne,
2005; Teixeiras, 2011).

Outras vantagens do meio liquido sobre o meio semi-sélido sdo relacionadas a
possibilidade de taxas de crescimento mais rapidas, maior nimero de brotacdes e menor
ocorréncia de distarbios fisiol6gicos no desenvolvimento das plantas (Sinhg, 2018). Salla
et al. (2017), testando meio semi-solido e liquido na organogénese de Eucalyptus
globulus, concluiram que o0 meio liquido foi mais eficiente na promocao da multiplicacéo
de brotos, resultando num sistema menos dispendioso e menos laborioso, com menor
producdo de compostos fenolicos e, portanto, mais Util para regeneracdo de plantas de
Eucalyptus geneticamente modificadas. Trueman et al. (2018) citam que a introducao e
a proliferacdo de brotos de Eucalyptus via micropropagacéo séo geralmente realizadas
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em meios semi-solidos incorporando agentes geleificantes; no entanto, meios liquidos
tém sido considerados alternativas mais adequadas para diferentes espécies de
Eucalyptus e Corymbia.

Do ponto de vista fisiologico, o uso de meio liquido na propagacdo in vitro pode
causar a hiperhidricidade, considerada a desordem mais grave em sistemas de cultura
liquidos (Gerald e Lee, 2011; Teixeiras, 2011; Tabart et al., 2015), dificultando a
aclimatacdo das plantas na condicdo ex vitro (Teixeiras, 2011). Como forma de atenuar
tais efeitos, Singh (2018) comparando o meio liquido com semisélido, em sistemas de
imersao temporaria, obteve melhor proliferacdo e alongamento de brotos com o uso de
"suportes de papel-filtro”, minimizando os efeitos da hiperhidricidade em Jatropha
curcas. Também Godoy et al. (2017), testando meio semi-sélido e liquido em biorreator
de imersdo temporal, concluiram que o meio liquido mostrou-se viavel, com maior
eficiéncia e mais rapido como sistema de propagacdo de Prunus avium, quando
comparado ao uso de meio semisdlido.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a influéncia
da consisténcia do meio de cultura na micropropagacao de seis clones de

Eucalyptus spp., a fim de buscar uma alternativa ao uso de substancias gelificantes.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

Para a obtencdo dos explantes utilizados no presente trabalho, foram utilizadas
explantes de 6 clones de Eucalyptus spp., sendo um clone de Eucalyptus urophylla (Cl),
3 clones de Eucalyptus dunnii (C2, C3 e C6) e 2 clones de Eucalyptus benthamii (C4 e
C5). Esses explantes dos referidos clones de Eucalyptus spp. foram obtidos a partir do
banco clonal in vitro, estabelecidos via micropropagacao, localizado no Laboratério de
Cultura de Tecidos Il do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria —
BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa — UFV, localizado no municipio de
Vigosa, Minas Gerais.

Para multiplicacéo dos explantes, foram utilizados tufos contendo de seis a
oito gemas diferenciadas, cultivadas em tubos de ensaio contendo 10 mL meio de cultura

JADS (Correia et al., 1995), suplementado com mio-inositol (0,1 g 1--1), gar (7g E "),
sacarose (30 g 131), 0,5 mg de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg L1 de ANA (4cido
u-naftalenoacético) e PVP (0,8 g 1.-1 ), com pH ajustado para 5,8 + 0,01 antes da adi¢do
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do agar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma presséo de 1,5 atm e
temperatura de 121 °c por 20 min.

No cultivo dos clones, via micropropagacao, as condi¢cdes ambientais da sala de
crescimento do laboratério foram mantidas com temperatura de 25 £ 2 °c e com
fotoperiodo de 16 h, com irradiancia de 33 gmol m-2 s -1 (quantificada por radibmetro
LI-COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lampadas fluorescentes tubulares
(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram , Brasil).

2.2. Tratamentos: meio semi-solido e liquido

Ap6s 30 dias em meio de cultivo para multiplicacéo, os tufos contendo de seis a
oito gemas diferenciadas foram transferidos para tubos de ensaio contendo dois tipos de
meio: 1) sistema tradicional de meio semi-solido com uso de agar; 2) meio liquido com
papel de filtro (pontes de papel) para evitar imersao do explante no meio (Figura 1).

Em cada tubo de ensaio foi adicionado 10 mL de meio de cultura JADS (Correia
etal., 1995), suplementado com mio-inositol (0,1 g E'), 4gar (7 g E "), sacarose (30g 1=-
1), 05 mg de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg 1--1 de ANA (acido
naftalenoacético) e PVP (0,8 g E '), com pH ajustado para 5,8 + 0,01 antes da adic&o do
agar (meio semi-sélido). O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressao

]

Tenr

de 1,5 atm e temperatura de 121 °c por 20 min.

Figura 1. Uso de pontes de papel para multiplicacdo de brotacdes de Eucalyptus spp. em
meio de cultura liquido.
2.3. Avaliages experimentais e analise dos dados

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
2x6, com dois tratamentos (semi-solido e liquido) e seis clones. Para cada tratamento
foram utilizadas 4 repeticOes de 5 tubos cada e um explante por tubo, constituindo-se 0s
tratamentos com a adi¢éo (semi-solido) e sem adicdo (liquido) do agar ao meio nutritivo.

Apos 30 dias da instalacdo do experimento, foram avaliadas a producdo de brotacdes,
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tamanho da maior brotacéo, vigor, oxidacao dos explantes e do meio de cultura, presenca
ou auséncia de raiz, massas fresca e seca dos explantes. Para as caracteristicas vigor,
oxidacdo dos explantes e do meio de cultura, presenca ou auséncia de raiz, adotou-se
uma escala conforme indicado na Tabela 1. A fim de se atender os pressupostos da
andlise se variancia, utilizou-se a transformac&o "raiz quadrada de x + 0,5". Sempre que
indentificada significancia das fontes de variacdo pelo teste F na andlise de variancia
(p<=0.05) realizou-se compara¢cBes mdltiplas entre as médias pelo teste Tukey
(p<=0.05). Todas as analises foram feitas com o auxilio do software R e pacote
ExpDes.pt. (Ferreira el al., 2013).

Tabela 1 - Escala de notas para a classificacdo das caracteristicas avaliadas quanto ao
vigor, da oxidacdo do meio, oxidagdo dos explantes e presenca e auséncia e raiz em
cultivo in vitro pela micropropagacao de seis clones de Eucalyptus spp.

Caracteristicas Descricdo da pontuagdo designada

Vigor das brotagdes 0 - Baixo - senescéncia e morte das brotacdes I- Ruim - brotagfes com clorose, baixa
multiplicacdo e alto grau de hiperhidricidade 2- Médio - brotacbes sem clorose, com
baixo grau de hiperhidricidade
3 - Otimo - brotag@es com alta multiplicacéo, sem clorose, sem hiperhidricidade

Oxidagao do meio 0 - Nula - sem oxidacéo
| - Baixa - meio com coloragdo amarelo claro
2 - Média - meio com coloragdo amarelo escuro
3 - Alta - meio de cultum completamente oxidado com tom acinzentado

Oxidacdo do explante 0 - Nula - sem oxidagao
| - Baixa - reduzida oxidag&o na base dos explantes
2 - Média - coloragdo ligeiramente amarelada nos explantes
3- Total - oxidagdo completa dos explantes (tom amarelo escuro)

Presenca de raiz 0 - sem presenca de raiz
| — com presenca de raiz

3. Resultados

De acordo com os resultados obtidos, houve interacdo significativa (p<0,05)
(Tabela 2) dos clones em relacdo ao meio de cultivo para as caracteristicas de oxidacao

do explante, numero de brotac6es e tamanho da maior brotacéo.

Tabela 2. Resumo da ANOVA para as caracteristicas avaliadas de vigor, oxidacdo do
meio, oxidacdo dos explantes, nimero de brotacdes e comprimento da maior brotagdo
por explante de seis clones de Eucalyptus spp., aos 30 dias ap6s a inoculagéo, em fungéo
do tipo de meio (semi-solido ou liquido) utilizado.

Oxidacdo Oxidacdo NUmero de Tamanho maior
do explante do meio  brotacGes brotacdo

FV GL  Vigor
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Meio de Cultivo 1 0,4021ns 0,1104ns 0,4058 * 7e-04 ns 0,0067 ns

Clone ¢ 08802* 07264* ogos1* 107151* 06858 *

Meio x Clone g 010 02278* 00410ns 27269 * 0,2463 *

Residuo 0,1595 00738  0,0473 0,6499 0,0492
30,112 23590 19,731 40,571 20,748

*e ™ significativo e ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05), pelo teste
F.

O meio semi-solido apresentou maior oxidacdo do meio quando comparado ao
uso do meio liquido. Quanto aos resultados obtidos dos clones em relacéo a avalia¢do do
vigor e oxidacdo do meio de cultivo, os materiais genéticos que apresentaram maior vigor
foram os que apresentaram maiores valores de oxidagdo do meio (Tabela 3). Analisando
os diferentes clones testados quanto a oxidacdo do meio de cultivo, os clones Cl e C5
ndo apresentaram diferenca quanto ao meio utilizado, mantendo taxa de vigor de média
a alta. Cl foi o clone que mais oxidou 0 meio e obteve maior vigor e C5 0 de menores
taxas de oxidacdo e vigor. J& os clones C2, C3 e C4 apresentaram maiores taxas de
oxidacdo e vigor no meio semi-solido.

A oxidacéo dos explantes foi menor no meio liquido para os clones C2, C4 e
C6, para os demais 0 meio semi-solido proporcionou menor taxa oxidativa sobre o0s
explantes.

O clone 1 alcancou o maior nimero de explantes no meio liquido em comparacao
ao meio semi-solido, assim como o maior tamanho de brotacdo (Tabela 4). J& o clone 6
obteve maior nimero e tamanho de brotacdo no meio semi-sélido. Comparando o uso de
meio semi-sélido ou liquido para os demais clones, estes ndo apresentaram diferencas na
emissao de brotagdes nem para tamanho da maior brotacdo. O clone 1 foi superior aos
demais clones avaliados no meio liquido, tanto em nimero quanto em tamanho de
brotacbes. No meio semi-sélido, os clones Cl, C2 e C3 apresentaram maior nimero de
brotacdes e tamanho da maior brotacao.

Tabela 3. Vigor e oxidagdo do meio de cultivo de seis clones de Eucalyptus spp. aos 30
dias ap0s a inoculacéo, em flingdo do tipo de meio (semi-solido ou liquido) utilizado.

Oxidagéo

Clones Vigor )
meio
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1,43 a 1,28 a

1,37 ab 1,17 ab
1,442a 1,10 bc
1,15 0,97 cd
b 0,95d
1,13

b

1,44 a

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 4. Numero de explantes (A) e tamanho da maior brotacéo (B) de seis clones de
Eucalyptus spp., aos 30 dias apds a inoculagdo, em funcéo do tipo de meio de cultivo
(semi-sélido ou liquido) utilizado.

(A) Namero de explantes (B) Tamanho maior brotacdo (cm)
) Meio Meio
Clones Liquido  Clones Liquido Semi-sélido
3,1857 A 1,4228 Aa 1,1578 Ba
2,096 At 1,0883 Ab 1,1930 Aa
1,6666 0,9763 Ab  1,0221 Aa
Ab 0,9857 Ab 0,9290 Aab
1,7435 0,9857 Ab 0,9140 Ab
Ab 0,9874 Bb 1,1668 Ab
1,6941
Ab
1,5264 B

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna ndo se diferem
entre si pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Foram encontradas diferencas de massa fresca e massa seca dos explantes em
relacdo ao meio utilizado, ao clone com o0 meio e entre os clones (Tabela 5). As maiores
médias foram conseguidas entre clones e dentro dos clones no meio liquido.

No meio semi-solido a média de massa fresca foi de 0,20 mg e massa seca 0,03 mg. Ja
no meio liquido a média da massa fresca foi de 0,45 mg e massa seca seca de 0,05 mg
(Tabela 6).
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Tabela 5. Resumo da ANOVA para as caracteristicas avaliados de massa fresca e massa
seca dos explantes de seis clones de Eucalyptus spp., aos 30 dias apos a inoculacao, em
funcdo do tipo de meio (semi-solido ou liquido) utilizado.

FV

Massa fresca  Massa seca

Meio de cultivo

1
Clone 5
Meio x Clone
Residuo 24 0,1592*

28,47
53,71

Obs.: *e ™ significativo e ndo significativo em nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05) pelo
teste F.

Os clones Cl e C4 apresentaram maior massa fresca e massa seca dos explantes
no meio liquido em relacdo com o meio semi-solido e foram superiores nesse meio
quando comparados aos demais materiais genéticos (Tabela 6). Os outros clones ndo
diferiram quanto ao uso de meio semi-sélido ou liquido, na multiplica¢do, quanto ao

massa seca e massa fresca dos explantes.

Tabela 6. Massa fresca (A) e massa seca (B) dos explantes de clones de Eucalyptus spp.
aos 30 dias apds a inoculacdo, em fungdo do tipo de meio (semi-sélido ou liquido)
utilizado.

(A) Massa fresca (B) Massa Seca
Meio de Cultivo Meio de Cultivo
Clones  Liquido Clones  Liquido Semi-solido
Cl 0,89 Aa C1 0,09Aa 0,06Ba
C2 C2 0,06Ab 0,03Bab
C3 0,27 Ab C3 0,02Ac 0,01Ab
C4 0,91 Aa C4 0,09Aa 0,02Bb
Cs 0,13 Ab Cs 0,04Bbc 0,07Aa
Cé6 0,08 Ab Ceé 0,02Ac 0,02Ab

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna nédo se
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

4. Discussao
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Quanto aos clones utilizados, verificou-se diferencas significativas entre e
dentro destes quanto as caracteristicas avaliadas e a presenca ou auséncia do agente
gelificante. Estes resultados demonstram que na micropropagacao ha interacao entre o
material genético e o ambiente, indicando que os clones variam sua resposta
dependendo das condigdes in vitro a que sdo submetidos. Estas variacdes em relacao
clone-ambiente sdo observadas na multiplicacéo ex vitro e em testes clonais. Alteracoes
de resposta de diferentes gendtipos a multiplicacao in vitro foram observadas por Sotelo
e Monza (2007), buscando um protocolo de micropropagacdo de clones adultos de
Eucalyptus globulus sub. maidenii, observando que apenas 5 clones de um total de 58
avaliados apresentaram resposta a multiplicacdo in vitro, evidenciando que o gendtipo
tem efeito direto nesta variacdo. Resultados semelhantes também foram obtidos por
Correia et al. (1995), trabalhando com a multiplicacdo de diferentes clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla, onde observou variagéo dentro e entre dos materiais
genéticos avaliados em meios de cultura liquido e semi-solido.

Oliveira et al. (2016) observaram diferencas entre 5 clones de Eucalyptus
globulus quanto a producdo média de tufos de brotacdes ao longo dos subcultivos. Essa
variagdo de resposta ao crescimento in vitro dos clones pode estar relacionada com as
caracteristicas morfoldgicas do explante, nimero de subcultivos, capacidade de absor¢édo
de nutrientes alterada pela adicdo do agente gelificante, idade fisiologica e ontogenética
do explante utilizado na indu¢do na condi¢éo in vitro, bem como da constitui¢do genética
das diferentes espécies e clones utilizados. Com isso pode-se inferir que a modificacao
de caracteristicas morfoldgicas especificas pode alterar a resposta ao cultivo in vitro,
podendo ser utilizada para melhorar o desempenho dos materiais frente as diferentes
fases do processo de micropropagacéo, desde que ndo seja uma caracteristica genética.
Estas respostas a modificagdes morfoldgicas serdo dependentes do clone que pode
responder de forma especifica e diferenciada.

Oliveira et al. (2011) comparando meio de cultura semissemi-solido e liquido em
sistema de biorreatores com Eucalyptus grandis x E. urophylla, observou
heterogeneidade no desenvolvimento dos explantes, em todas as caracteristicas
avaliadas. O cultivo em meio liquido foi superior ao meio semi-solido em todas as
caracteristicas de crescimento avaliadas nos trés periodos de cultivo estudados e
promoveu maior ganho em massa fresca e em nimero de brotos por explantes em

comparacdo ao cultivo em meio semissemi-solido.
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Comparando a produtividade (nimero de explantes e tamanho da maior
brotacdo) com o uso dos dois meios (semi-solido e liquido), observou-se que os clones
com maior produgdo obtiveram maior tamanho de brotagcbes. Demonstrando maior
facilidade de alguns clones quanto a multiplicacdo e alongamento in vitro e maior
aproveitamento dos nutrientes e reguladores de crescimento. Também se constatou que
0 nimero de brotagdes e o tamanho da maior brotacdo do meio liquido foi superior ao
meio semi-solido. Desta forma, estes resultados mostraram que o uso de meio liquido
apresenta vantagens em comparacao com o meio semi-solido, podendo estar relacionado
a maior facilidade de absorcdo de nutrientes, maior uniformidade e melhor
aproveitamento do meio (Gupta e Timmis, 2005; Lemos et al., 2001; Berthouly e
Etienne, 1997; Gupta, 2005; Preece 2010; Teixeiras 2011; watt, 2012).

Na literatura, trabalhos como de Oliveira et al. (2011) constataram que o cultivo
em biorreator (meio liquido) foi superior ao cultivo em agar para o nimero de brotacdes
para o clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla utilizado. Este padrdo também foi
relatado por McAlister et al. (2005), em que o cultivo em meio semissemi-solido
apresentou brotacGes menores e taxa de multiplicacdo inferior, comparativamente ao
cultivo em irnersdo temporéaria. Businge et al. (2017) relatam aumento de 5,8 vezes na
taxa de multiplicacdo quando cultivados em meio liquido em biorreatores em
comparacdo com o meio de cultura semi-sélido.

Clones com maior vigor apresentaram maior oxidacdo do meio, indicando
percentuais diferenciados de absorc¢do de nutrientes do meio, alteracdo de pH e producéo
de substancias oxidativas pelo aumento da taxa de multiplicagao.

Varios trabalhos tém relatado resultados melhores de massas fresca e seca em
meio liquido, comparativamente ao semi-solido. Reis et al. (2003) obtiveram

incremento de 8 vezes na massa fresca de Eucalyptus grandis x E urophylla cultivados
em biorreatores. Correia et al. (1995) mostraram que os resultados obtidos indicaram
heterogeneidade para massas fresca e seca nos sistemas semi-solido e liquido, podendo
ser explicados pela variabilidade genética, pela especificidade nutricional do meio de
cultura para com a cultura e pelos fatores ambientais de crescimento.

De modo geral, as respostas dos clones a multiplicacdo in vitro em meio semi-
solido e liqguido mostraram-se satisfatdrias, apesar de haver diferengas entre 0s materiais

geneticos e 0 meio utilizado. Varias séo as tecnicas de propagacéo clonal atualmente
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utilizadas in vitro para pesquisas e/ou comercialmente em espécies florestais. Dentre
elas estd a micropropagacéo em meio semi-solido em potes, a embriogénese somatica e
0s micropropagacdo em meio liquido em biorreatores. Os resultados obtidos para 0s
clones demonstram a possibilidade do uso desses materiais em meio liquido. Oliveira
etal. (2011) e Businge et al. (2016) constataram que o cultivo em biorreator foi superior
ao cultivo em 4gar para o crescimento em massa fresca.
Estudos que busquem definir ajustes melhores e mais especificos nos meios de
cultura sdo imprescindiveis para maximizar os resultados de micropropagagao de clones

hibridos de Eucalyptus spp.

5. Conclusodes

Com base nos resultados obtidos neste trabalho para os seis clones de Eucalyptus
spp. avaliados, pode-se concluir que: 1) o uso de meio liquido apresentase como
alternativa na propagagdo in vitro de clones Eucalyptus spp.; 2) clones in vitro
apresentam diferencas de crescimento com o uso de meio liquido ou meio semisolido; e
3) os incrementos de massa fresca, multiplicacdo e tamanho da maior brotacdo séo

maiores em meios liquidos.
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SELECAO GENETICA DE CLONES DE Eucalyptus spp. EM AMBIENTE DE
TROCAS GASOSAS in vitro VIA MICROPROPAGAGAO

Resumo- Novos sistemas de propagagéo in vitro necessitam ser estudados, buscando
inovar o processo da micropropagacdo em larga escala na propagacao de Eucalyptus
spp., bem como de outras espécies de interesse ao mercado florestal. O presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito de trocas gasosas, 0 comportamento de diferentes
clones e a interacdo genotipo x ambiente, na multiplicacdo e alongamento in vitro de
brotacdes de dez clones de Eucalyptus spp. via micropropagacdo. Explantes de dez
clones de Eucalyptus foram cultivados em dois ambientes .com e sem membrana) em
meio semi-solido JADS, em duas fases do processo de micropropagacdo (multiplicacdo
e alongamento). As caracteristicas avaliadas nas duas fases foram a oxidacdo do meio de
cultura, o tamanho da maior brotacdo, o nimero total de brotacbes e o numero de
brotacbes maior que 2 c¢cm, além da presenca de raizes. Os dados obtidos foram
submetidos ao Modelo do software SELEGEN-REML/BLUP (Resende 2016) e analise
de deviance (LRT). Dos dois ambientes testados, a ndo utilizacdo de membrana (sem
trocas gasosas) foi o ambiente mais favoravel para a propagacdo in vitro dos genotipos
avaliados. Existe efeito dos gendtipos para as caracteristicas avaliadas, nas duas fases,
permitindo a selecéo e classificacdo de clones de Eucalyptus spp. na micropropagacéo.
Os clones de Eucalyptus benthamii obtiveram melhor desempenho em comparagéo com

0s outros clones estudados.

Palavras-chaves: Cultura de Tecidos, propagacdo in vitro, propagacdo fotoautrotofica.

1. Introducdo

A micropropagacdo tem sido considerada como  técnica de
rejuvenescimento/revigoramento de clones selecionados para atender demandas da
producdo de mudas para estabelecimento de minijardins clonais, limpeza clonal,
transporte do material clonal por grandes distancias sem danos, assim como no
intercambio de material genético, a nivel nacional e internacional, além de proporcionar
condic¢des de manutengéo de banco clonal nas condigdes in vitro de clones (Xavier et al.,
2013). Outro importante uso que vem aumentado estudos nos ultimos anos sdo jardins

clonais in vitro (Brondani et al., 2012; Oliveira et al., 2015), eliminando assim os fatores
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ambientais alternantes que existem nas condic¢des dos viveiros florestais. No entanto,
uma das maiores limitacdes no uso da micropropagacao, a nivel comercial, tem sido a
aclimatacdo do material vegetal na condi¢do ex vitro. Nesse sentido, visando a melhoria
desta fase da producdo de mudas micropropagadas, tem sido sugerido adequar a
micropropagacao realizada no laboratorio as condigdes que facilitem sua aclimatizacao
e sobrevivéncia ex vitro, aumentando as taxas de sobrevivéncia e, assim, reduzindo

0s custos (Xiao et al., 2011; Dias et al.; 2014). Uma das estratégias estudadas e adotadas
atualmente referese a propagacao fotoautotréfica.

O sistema de micropropagacdo convencional em recipientes fechados é
caracterizado por elevada umidade relativa, alta concentracdo de etileno e baixos niveis
de CO02, que determinam problemas anatdbmicos, baixa atividade fotossintética e
problemas na climatizacgdo ex vitro (Xiao et al., 2011; Alvarez et al., 2012, Arencibia et
al., 2013). As vantagens dos sistemas de micropropagacdo fotoautotrdfica, usando
pequenos recipientes convencionais com membranas e grandes recipientes com
ventilacdo forcada, sdo descritos para varias espécies lenhosas como, por exemplo,
acacia (Acacia mangium), café (Coffea arabusta), Eucalyptus (Eucalyptus
camaldulensis), mangostao (Garcinia mangostana), nim (Azadirachta indica), paulownia
(Paulowniafortunei) e pinus (Pinus radiata) (Kozai et al., 2001; Kaur et al., 2015). Nestas
espécies, foi verificado um maior crescimento de explantes clorofilados em condicfes
fotoautrotroficas em relacdo a condicdo convencional fotomixotréfica na condicédo in
vitro. Porém, com exigéncia de um aumento na concentracdo de C02, advindo de uma
combinacdo de filtros e enriquecimento de C02 na sala de crescimento no laboratério de
cultura de tecidos.

O uso de sistemas utilizando tampas com membranas porosas com ventilacao
natural ou ventilacdo forcada (larerna et al., 2012; Pinheiro et al., 2013; Saldanha et al.,
2013) tém proporcionado, com sucesso, redugdo da umidade relativa do ar no
interior dos frascos de cultivo e aumento significativo das trocas gasosas com a atmosfera
exterior. Consequentemente, ocorre aumento na transpiracao e a efetiva absor¢éo de agua
e nutrientes pela planta, melhorando seu processo de aclimatizacdo ex vitro (Xiao et ai.,
2011; Kaur, 2015).

Na otimizacéo de protocolos, sabe-se que varios fatores interferem no potencial
de resposta do material a diferentes condigdes in vitro, entre eles esta o gendtipo (Watt,

2014). A capacidade de micropropagacgédo, na maioria dos casos, tem alta variacdo de

acordo com o genotipo, sendo seu uso seriamente ponderado de acordo aos objetivos
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finais e as particularidades do material vegetal para satisfazer as metas desejadas (Park
etal., 2016).

Alteracdes de resposta de diferentes gendtipos a producdo in vitro tém sido
observadas na micropropagacao de clones de Eucalyptus spp. (Sotelo e Monza, 2007;
Oliveira et al., 2011; Oliveira et al., 2016), exigindo a otimizagdo e implementacdo de
protocolos especificos de clones (Watt et al., 2003). Porém, devido aos custos e tempo
necessario ao desenvolvimento de protocolos individuais, os laboratérios precisam
decidir se aperfeicoam o protocolo para cada clone na produgdo ou usam um protocolo
geral e aceitam o rendimento do material in vitro (Watt, 2014).

Objetivou-se, com o presente estudo, avaliar o efeito de trocas gasosas, 0
comportamento de diferentes clones e a interacdo gendtipo x ambiente, na multiplicacéo

e alongamento in vitro de dez clones de Eucalyptus spp. em sistema de micropropagacao.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal e condigdes in vitro

Para a obtencdo dos explantes utilizados no presente trabalho, foram utilizadas
explantes de 12 clones de Eucalyptus spp. (Tabela 1) propagados in vitro em fase de
multiplicagdo no banco clonal do Laboratério de Cultura de Tecidos — LCT II, do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, da Universidade
Federal de Vicosa — UFV, localizado no municipio de Vicosa, Minas Gerais.

Foram utilizados tufos contendo de seis a oito gemas diferenciadas, os quais
foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 10 mL meio de cultura JADS (Correia et
al., 1995) suplementado com mio-inositol 0,1 g 1--1 , 4gar 7 g E ', sacarose 30g L '-0,5
mg L-1 de BAP (6 -benzilaminopurina), 0,01 mg L-I de ANA (acido unaftalenoacético)
e PVP 0,89 IS, com pH ajustado para 5,8 0,01 antes da adi¢do do agar, e com o0 meio
de cultura esterilizado em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121 °c
por 20 min.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2
°c e fotoperiodo de 16 h, com irradiancia de 33 gmol m s (quantificada por radiémetro
LI-COR@' LI-250A Light Meter), fornecida por duas lampadas fluorescentes tubulares
(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram@, Brasil).
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Tabela 1. Identificacdo dos clones de Eucalyptus spp. e suas origens genéticas utilizadas
no presente estudo.

Clone Origem genética

Cl Eucalyptus urophylla
C2 Eucalyptus urophylla
C3 (E. grandis x E. urophylla) x E. viminalis
C4 Eucalyptus dunnii

€2 Eucalyptus dunnii

C6 Eucalyptus dunnii

C7 Eucalyptus benthamii
C3 Eucalyptus benthamii
c9 Eucalyptus dunnii
CIO Eucalyptus dunnii
cii Eucalyptus urophylla
cn Eucalyptus dunnii

2.2. Trocas gasosas na multiplicacdo in vitro de clones de Eucalyptus spp.

Nesse estudo, foi utilizado como material experimental 10 clones (Tabela I)
provenientes da fase de multiplicacdo in vitro da micropropagacgéo por proliferagcéo de
gemas axilares: Cl, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, CIO e C12. Apos 30 dias em meio de
cultivo para multiplicacdo, os tufos contendo de seis a oito gemas diferenciadas foram
transferidos para frascos de vidro (250 mL), contendo 60 ml de meio de cultura, sendo
submetidos a duas formas de vedacdo: tampas rigidas de polipropileno, ou seja, sem
trocas gasosas; e tampas de polipropileno com dois orificios (10 mm) cobertos com
membranas de 0,45 Pim (MilliSeal@ AVS-045 Air Vent), possibilitando as trocas
gasosas. O meio de cultura utilizado foi 0 JADS, com 30 g de sacarose, 100 mg L-I de
mio-inositol, 0,8 gr * de PVP, 0,5 mgr * de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg de
ANA (&cido naftalenoacético) e 5 glu-l de agar. O pH do meio de cultura foi ajustado em
5,8 antes da adicdo do agar, e autoclavado a uma pressdo de 1,5 atm e temperatura de
121 ° ¢, por 20 min. Os frascos de vidro foram mantidos por 30 dias em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2 ° ¢ e fotoperiodo de 16 h.

Adotou-se o delineamento inteiramente ao acaso com dois tratamentos .com e sem
membrana), 10 parcelas (clones) e cinco repeticbes por parcela. Cada repeticdo era

composta por um frasco com quatro explantes, foi obtida a média destes.

2.3. Trocas gasosas no alongamento in vitro de clones de Eucalyptus spp.

Foi utilizado como material experimental 10 clones (Tabela 1) provenientes da fase
de multiplicacéo in vitro da micropropagacao por proliferacdo de gemas axilares: Cl, C2,
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C3,C6,C7,C8,C9, CIO, Cll e C12. Apds 30 dias em meio de cultivo para multiplicacéo,
os tufos contendo de seis a oito gemas diferenciadas foram transferidos a condicdes
semelhantes a fase de multiplicacéo, diferindo apenas nos reguladores de crescimentos
adicionados no meio de cultura. Para o alongamento das brotacgdes, utilizou-se, 0,5 mg
de BAP, 0,25 mg de AIB.

Adotou-se o delineamento inteiramente ao acaso com dois tratamentos .com e sem
membrana), 10 parcelas (clones) e cinco repeticdes por parcela. Cada repeticdo foi

composta por um frasco com quatro explantes.

2.4. AvaliagOes experimentais

Ao final de 30 dias, das fases de multiplicacao e alongamento, foram avaliados o
vigor dos brotos, oxidacdo do meio de cultura, tamanho da maior brotacdo, nimero total
de brotacdes e o nimero de brotacdes maior que 2 cm, além da presenca ou auséncia de
raizes. Para avaliacdo do vigor e da oxidacdo do meio de cultura, utilizou-se uma escala
de notas, variando de 1 (Baixo), 2 (Médio) e 3 (Alto).

Os dados obtidos foram submetidos ao Modelo #51 do software livre SELEGEN-
REML/BLUP (Resende ,2016), utilizado para cada uma das 6 variaveis:

y=Xr+2g + Wp + Ti + ¢,

Em que: y é o vetor de dados (ora Vigor, Oxidacdo, Numero de brotacoes,
NUmero de brotacdes acima de 2 cm, Presenca ou auséncia de raiz ou

Tamanho da maior brotacdo); r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos
como fixos) somados a média geral; g é o vetor dos efeitos genotipicos de clones

(assumidos como aleatdrios); p é o vetor dos efeitos de parcela (aleatérios); i é
vetor dos efeitos da interacdo gendtipo * ambiente (aleatdrios), sendo quatro
ambientes considerados: Fase de alongamento e fase de multiplicacdo em
condi¢bes de com e sem trocas gasosas; e E é o vetor de erros ou residuos
(aleatdrios). A letra maitscula X representa a matriz de incidéncia sobre os efeitos
fixos, e as letras maiusculas Z, W e T representam as matrizes de incidéncia para

os referidos efeitos de natureza aleatéria.

A estrutura de variancia do efeito aleatorio de gen6tipos ou clones é dada por,

IoE), sendo | uma matriz identidade de ordem logo, os clones foram considerados como
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ndo aparentados; a estrutura de variancia do efeito aleatorio de parcelas ¢ dada por 102
parc a estrutura de variancia do efeito aleatdrio da interagéo é dada por FN (0, 10i°nt); e
finalmente, a estrutura de variancia do residuo de parcelas é dada por 14). Por meio da
estimativa REML (Restricted Maximum Likelihood) dos componentes de variancia
supracitados, da variancia do erro de predi¢cdo (PEV) e média geral de variavel avaliada
(YY), foram obtidos os parametros genéticos.

Efetivou-se uma medicdo simultinea de estabilidade, adaptabilidade e
produtividade pela média harménica do desempenho relativo dos valores genotipicos
(PRVG e MHVG), bem como realizou-se anélise de deviance, via teste da razdo de
verossimilhanca (LRT) (Resende, 2016).

3. Resultados

De acordo as analises apresentadas na Tabela 2, a média do NUmero de brotacdes
(NB) foi de 7,68 e do Numero de brotag6es acima de 2 cm (NB>2) foi de 3,27. Neste
estudo, a herdabilidade de plantas individuais no sentido amplo (h?g) para NB, NB>2 e
RAIZ foi moderada (0,21, 0,27, e 0,19, respectivamente). Os maiores valores de acuracia
foram encontrados para as variaveis NB, NB>2 e RAIZ.

Os resultados apresentados na tabela 3 revelaram efeitos significativos para a
interacdo gendtipos x ambientes e ambientes para todas as caracteristicas. Quanto aos
clones eles apresentaram efeitos significativos sobre os parametros nimero de brotacgdes,
numero de brotacbes maior que 2 e presenca/auséncia de raiz, indicando que para essas
caracteristicas as diferencas sdo devido ao efeito dos gendtipos e também interagem com

0 ambiente .Com e Sem membrana).

Tabela 2. Estimativa de parametros genéticos provenientes do modelo (Selegen) para as
caracteristicas vigor (VIG), oxidagdo (OXD), nimero de brotacfes (NB), nimero de
brotacdes acima de 2 crn (NB>2), presenca ou auséncia de raiz (RAIZ) e tamanho da
maior brotacdo (TMB) avaliadas em 10 gendtipos de Eucalyptus spp., apés 30 dias de
cultivo in vitro, nas fases de multiplicacéo e alongamento, em dois ambientes.

Parametros VIG OXD NB NB>2 RAIZ TMB
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vg 0,04 0,02 10,58 2,07 0,44 0,00

Vint 0,13 0,36 15,81 1,88 0,75 0,21
0.26 0,29 15,93 3,11 0,95 0,37
0,83 49,48 7,76 2,36 0,76

hg 0,27+0,05
Acgen 0,69 0,35 0,81 0,87 0,80 0,16
2,24 1,52 7,68 3,27 1,93 0,73

Vg: variancia genotipica; Vint: variancia da interacdo gendtipos x ambientes; Ve: variancia
residual; Vf. variancia fenotipica individual; h g: herdabilidade individual no sentido amplo (dos
efeitos genotipicos totais); Acgen: acurécia da sele¢do de gendtipos, assumindo sobrevivéncia
completa; M: Média geral do experimento.

Tabela 3. Andlise de deviance para os efeitos de clone, parcela e interacdo genotipos
ambientes para as caracteristicas vigor (VIG), oxidacdo (OXD), nimero de brotacdes
(NB), nimero de brotac6es acima de 2 cm (NB>2), presenca ou auséncia de raiz (RAIZ)
e tamanho da maior brotacdo (TMB) avaliadas em 10 gendtipos de Eucalyptus spp., ap6s
30 dias de cultivo in vitro, nas fases de multiplicagdo e alongamento, em dois ambientes.

LRTa
Efeitos
VIG OXD NB NB>2 RAIZ TMB
Clones 1,36ns 0,06ns 5,77* 10,85 * 4, 0,02ns
Parcela 13 68,16™ 27,34
Interacdo 60,03* 65,04* 63,73* 78,37*

aTeste da razdo de verossimilhanga (Likelihood Ratio Test); * p < 0.05; ns N&o significativo

Na tabela 4, sdo apresentados os ordenamentos dos clones classificados,
utilizando a analise conjunta das fases de multiplicacdo e alongamento e dos dois
ambientes .com e sem membrana) avaliados para a variavel niUmero de brotacdes. Os
dois clones de Eucalyptus benthamii apresentaram o maior valor genético em relacdo as
outras espécies e hibridos estudados no presente trabalho. No entanto, outros grupos de
espécies de Eucalyptus ndo apresentaram este comportamento de agrupamento.

Tabela 4. Classificacdo dos valores genotipicos (g), médias genotipicas (u + g), ganhos
genéticos preditos e nova média para a variavel nimero de brotaces (NB) para doze
genotipos de Eucalyptus spp, ap6s 30 dias de cultivo in vitro considerando diferentes
ambientes .com e sem membrana), na analise conjunta das fases de multiplicacdo e
alongamento.

Genotipo Ganho Nova média
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Co7 2,77 6,04 2,77 6,04

co8 2,22 5,49 2,50 5,76
cos 0,10 3,37 1,70 4,96
€02 0,06 3,33 1,29 4,55
Co4 -0,05 3,22 1,02 4,29
col -0,15 311 0,82 4,09
C03 -0,66 2,61 0,61 3,88
<0 0,68 2,58 0,33 359
C09 '0,69 2,58 0,33 3,59

-0,86 2,40 0,21 3,47

O ambiente mais favoravel para producao na multiplicacdo e alongamento foi o
ambiente sem membrana (Tabela 5), sendo este considerado ambiente superior para
todos os clones na fase de multiplicacdo e para oito dentre os dez clones avaliados no
alongamento.

Tabela 5. Ambientes superiores para cada gendtipo de Eucalyptus spp. considerando
ganhos genéticos preditos e nova média para a variavel nimero de brotacdes (NB) na
fase de multiplicacdo e numero de brotacbes maior que 2 (NB>2) na fase de
alongamento, ap6s 30 dias de cultivo in vitro.

Gendti Multiplicacéo - NB Alongamento- NB>2
enotipo Ambiente Ganho Nova média Ambiente Ganho Nova média
Sem membrana 2,89 19,99 Sem membrana 1,22
Sem membrana 12,93 30,03 Com membrana 2,01 4,21
Sem membrana 573 22,82 Sem membrana 1,65 3,71
c4 ~ Semmembrana 426 21,35  Semmembrana 0,94 3,14
s Sem membrana 7 61 24,71 Sem membrana 0,80 2,09
Cc6  Sem membrana 27,50 Sem membrana 3,47 5,67
c7 Sem membrana 14,33 31,43 Sem membrana 2,94 5,14
C8 Sem membrana 0,86 17,96 Sem membrana 0,94 3,14
c9 Sem membrana 1,79 18,89 Com membrana 0,34 2,54
Clo  Semmembrana 0,003 17,10 Sem membrana 0,19 2,38

O ranking dos materiais testados no presente estudo, de acordo com a
estabilidade e adaptabilidade, do maior para 0 menor valor, encontra-se na tabela 6. Os
dois clones de Eucalyptus benthamii aparecem entre os cinco melhores para as duas
variaveis tanto em estabilidade quanto em adaptabilidade. O Clone de Eucalyptus dunnii

(C10O) aparece em ultimo para todas as carateristicas em adaptabilidade e estabilidade.

Tabela 6. Ranking da estabilidade de valores genotipicos (MHVG) e adaptabilidadede
de valores genotipicos (PRVG), para numero de brotagdes e nimero de brotacoes
maiores que 2cm (NB>2) para doze genotipos de Eucalyptus spp., nas fases de
multiplicagdo e alongamento, em dois ambientes.

MHVG PRVG
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NB NB>2 NB NB>2
Co5 11,69 C02 6,29 co7 217  C08 485
Co4 10,93 cll 4,89 cos8 203  CO7 365
co7 7,43 Co8 2,54 COo3 1,70 cos 1,12
Co8 6,76 C07 1,83 Co2 1,13 Co2 1,01
Co3 4,39 Co4 0,20 C05 0,90 C04 (g9
col 2,88 C05 0,06 Co6 087 Cll 0,79
Co6 2,30 col 000 co4 o7 @
cn C09 2:21 C03 -0,09 Cll 0,87 Co3 0,27
C02 2,20 co6 010 CO o8 12 a5
cll o o1 9 ger €08 (b
Clo co9 016 €N 047  CO9 445
0,23 clo 023 cio 043 ClO 003

Analisando as caracteristicas avaliadas na Figura 1, no ambiente sem membrana,

para 0s gendtipos que coincidiram nas duas fases, houve coincidéncia de ranking em

87,5% dos genotipos.
NUmero de brotacdes 10| NUm. de brotagdes > 2cm
30 €08 \\ / Cco7
Clone
= \ // —col
CO7 « \ / / o3
X \ ' A 20— C06
\\ / / co7
\\ € ot // -
C09 3, \\ G Co8 // 74 4 10 - cog
/ / ’//
N € VY a —CIO
\\ Cog —Cl
03 COI CO6 CI | mult along
cexp mult along
01 C09
. 10 CIO
Figura 1.

Comportamento dos genotipos no Ambiente 2 (sem membrana). Para as caracteristicas
Numero de brotacdes (NB) e Numero de brotacdes acima de 2 cm (NB>2). Nas abcissas
sdo: along: fase de alongamento, mult: fase de multiplicacéo, avaliadas em genotipos de
Eucalyptus spp., apos 30 dias de cultivo in vitro.

Os clones de Eucalyptus benthammii (CO8 e C07) apresentaram superioridade

em relacdo entre niumero de brota¢des maior que dois e o enraizamento na fase de

alongamento, nos dois ambientes (Figura 2). No entanto, os clones C06, C09, CIO e ClI

(Eucalyptus dunnii) apresentaram os valores mais baixos. O ambiente com membrana

aumentou o numero de brotacdes maior que dois para os clones de
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Eucalyptus bentham mii e o ambiente sem membrana aumentou a taxa de
enraizamento. Para os clones de Eucalyptus urophylla (COI, C02 e C03) o ambiente com

membrana foi mais favoravel ao enraizamento.
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Figura 2. Comportamento dos gendtipos de Eucalyptus spp. na fase de alongamento,
em relacdo a interacdo do numero de brotacdes maior de 2 (NB>2) e enraizamento
(RAIZ), nos dois ambientes (sem membrana e com membrana), apds 30 dias de cultivo
in vitro.

4. Discussdo
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Estudos sobre a interacdo genotipo x ambiente tem sido amplamente utilizado
em programas de melhoramento genético florestal, sendo essa interacdo e seus efeitos
clonais na propagacao vegetativa via micropropagacao com potencial de uso nessa area
(Oliveira et al., 2016; Moura, 2016; Dias et al., 2018). No presente estudo, o controle
genético das caracteristicas revelou efeitos significativos para genotipos e interagdo "g x
a" para todas as caracteristicas. Pode-se assim, inferir que as diferencas observadas no
desenvolvimento do material vegetal, podem ser atribuidas aos diferentes clones
utilizados e ao comportamento diferenciado desse nos dois ambientes .com e sem trocas
gasosas). As estimativas de herdabilidades individual no sentido amplo podem ser
classificadas de acordo com a classificacdo de Resende (2002), como de moderada
magnitude, para nimero de brotagdes (NB) (0,21) para nimero de brota¢bes maior que
2 (NB>2) (0,27) e para presenca/ausencia de raiz (RAIZ) (0,19). Os altos valores de
acuracia encontrados para estas variaveis conferem seguranca nos valores genéticos
estimados.

A classificacdo (ranking) e selecdo dos genotipos com desempenho superior
pode ser realizada considerando o uso ou ndo de membranas. Na selecdo de materiais
genéticos, a adaptabilidade e estabilidade de clones devem ser levadas em consideracao,
visando selecionar materiais que se comportam bem em grande variacdo de condi¢fes
ambientais e as respostas a melhorias ambientais (Resende, 2007). Para a discusséo de
classificacdo, estabilidade e adaptabilidade em cada ambiente, serdo discutidos o nimero
de brotaces e nimero de brotacdes maior que dois, uma vez que essas caracteristicas
tendem a ser a mais importantes nas fases avaliadas do cultivo in vitro (multiplicacédo e
alongamento).

Na multiplicagdo, 0 ambiente sem trocas gasosas, apresentou 0s maiores
valores de nimero de brotagdes (NB) para todos os clones testados. Estes dados
concordam com o trabalho de Gallo (2014), em que o uso de sistema fechado favoreceu
a micropropagacdo de Eucalyptus spp. Estes resultados diferem com diversos estudos
com a aplicacdo de manejo in vitro e ambientes gasosos que promoveram melhores
resultados (Zobayed et al., 2001; Emam e Esfahan, 2014).

Quando em fase de alongamento, 80% dos clones testados apresentaram maior
numero de brotagGes maior que dois (NB>2) no ambiente sem trocas gasosas.

Vaérios estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de obter melhores protocolos
para o alongamento in vitro de Eucalyptus spp. (Sotelo e Monza, 2007; Brondani et al.,
2009; Navroski et al., 2013; Oliveira et al., 2016), bucando melhorar tanto 0 nimero de
explantes alongados quanto a capacidade de sobrevivencia ex vitro. As plantas
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micropropagadas apresentam frequentemente baixa taxa de sobrevivéncia quando
transplantadas no viveiro (Martins et al., 2015), os principais problemas de adaptacao ex
vitro de plantas cultivadas através de micropropagacao relacionam-se com controle da
transpiracdo pelas plantas e controle de umidade nos frascos (Dias et al., 2014). O uso
tampas rigidas, que obteve melhor resultado nesse estudo, favorece maior acimulo de
umidade no espaco interno dos frascos e menor controle da transpiracéo. O uso de tampas
com membranas porosas reduz o teor de umidade e a perda de agua, apresentando uma
forma de reproduzir as condi¢cdes ambientais ex vitro pela manutencgéo das trocas gasosas
e das concentragdes adequadas de C02 (Pinheiro et al., 2013; Hoang et al., 2017),
melhorando a adaptaco a fase no viveiro. Apenas 20% dos materiais genéticos avaliados
se desempenharam melhor no ambiente com trocas gasosas .com uso de membranas)
durante o alongamento.

De forma geral, é de interesse que um gendtipo multiplique e alongue bem para
produzir material suficiente para o processo ex vitro e viabilizar a micropropagacao a
larga escala. No presente trabalho, pode-se observar que o ranking de multiplicacdo nao
corresponde em totalidade ao alongamento.

O material produzido nas fases de multiplicacdo e alongamento sao
posteriormente enraizados in vitro ou ex vitro. Analisar a variavel presenca/auséncia de
raiz, no alongamento, indica clones potenciais ao enraizamento. No presente trabalho o
numero de brotacdes alongadas teve relacdo direta com o enraizamento do material,
permitindo também a classificacdo e agrupamento de espécies mais ou menos aptas ao
enraizamento. Os resultados demonstraram alto controle genético para o enraizamento
(acuréacia > 0,80) que concordam com o trabalho de Oliveira et ai. (2015).

5. Conclusoes

Dos dois ambientes testados, a ndo utilizagdo de membrana (sem trocas gasosas),
foi 0 ambiente mais favoravel para a multiplicagao e alongamento in vitro dos genotipos
avaliados.

O controle genético para as caracterfsticas avaliadas e a interagdo gen6tipo x
ambiente, em ambientes com e sem trocas gasosas, permite a selegdo e classificagdo de

clones de Eucalyptus spp. mais aptos as fases de multiplicagéo e alongamento in vitro.
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SACAROSE E LUZ NO CULTIVO in vitro DE CLONES DE Eucalyptus
benthamii E Eucalyptus dunnii VIA MICROPROPGACAQO

Resumo- Nos sistemas de propagacéo in vitro fotoautrotofico, entre fatores importantes
normalmente mencionados na literatura cientifica, estdo aqueles relacionados com
estudo de luz e fontes de carbono, essenciais nesse processo. Neste sentido, o objetivo
do presente estudo foi pesquisar a influéncia de diferentes condicGes de luz e auséncia
de sacarose na multiplicacdo e alongamento de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus
dunnii cultivados in vitro via micropropagacao. Foram testadas lampadas fluorescentes,
lampadas de diodos emissores de luz LED branca e LED vermelho/azul. As intensidades
promovidas por estas foram, respectivamente, de 80, 100, 64 e 130 gmol m s . As
concentracdes de sacarose testadas foram de 0 e 30 g E '. O niimero de brotagdes e na
fase de alongamento o nimero de brotagdes com tamanho maior que 2 cm, tamanho da
maior brotacdo, quantificagdo de clorofila total e carotenoides foram avaliados na fase
de multiplicagdo apds 30 dias da instalacdo do experimento. Todas as fontes luminosas
e intensidades de luz testadas proporcionaram bom desenvolvimento dos clones de
Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii cultivados in vitro. O uso de LED branca e 30
g L-1 de sacarose promoveu valores de clorofila total e de carotenoide semelhantes aos
encontrados na condic¢do ex vitro para os clones testados. Para os clones de Eucalyptus
benthamii e Eucalyptus dunnii avaliados, o uso de sacarose adicionado no meio de
cultivo in vitro estimulou a producdo na multiplicacdo e alongamento, bem como maiores

taxas de clorofila total e carotenoides.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, sistema fotoautotréfico, multiplicacdo in vitro,

alongamento in vitro.

1. Introducdo

A técnica de micropropagacéo tem sido considerada estratégica no setor florestal,
principalmente para espécies com dificuldade de producdo de mudas clonais pela

miniestaquia. Dentre suas aplicacdes, destaca-se o revigoramento/rejuvenescimento de
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clones de interesse comercial e de dificil propagacéo, para producéo de plarltas a serem
estabelecidas em minijardins clonais (Xavier et al., 2013). Dentre esses materiais
considerados de dificil propagacdo ex vitro encontram-se as espécies subtropicais, tal
como o Eucalyptus benthamii (Brondanii et al., 2014) e Eucalyptus dunnii (Trueman et
al., 2013). Porém, na propagacao in vitro de materiais subtropicais, varios problemas tém
sido descritos, como baixas taxas de multiplicacdo, clorose, oxidacdo, hiper-hidricidade,
formacéo de calos e dificuldade de enraizamento (Graca et al., 2001; Billard e Lallana,
2005; Malyz et al.,, 2011; Navroski, 201; Navroski et al., 2013), necessitando
desenvolvimento de protocolos que melhorarem a eficiéncia da producao e a qualidade
das plantas.

Um dos aspectos da producdo in vitro que limita a producdo e a qualidade do
material, relaciona-se ao estresse ocasionado pelas condi¢fes de cultivo. Nesse sistema
0s materiais sdo estabelecidos em um pequeno recipiente de cultura asséptica, onde a
nutricdo € primariamente suprida pela dgua e composi¢do do meio de cultura (Chen,
2015). De modo geral, a micropropagacédo é fortemente influenciado pela natureza do
meio usado (Zahara et al., 201) e ambiente de cultura (Jeong e Sivanesan, 2015; Szopa e
Ekiert, 2016). O componente do meio usado como fonte de energia mais comum, usado
na célula de planta, tecido e cultura de érgdos, durante o processo de cultura de tecidos
€ 0 uso de sacarose em altos teores (Gago et al., 2014), necessario para sustentar o
metabolismo heterotrofico e fotomixotrofico do cultivo in vitro, como também
considerado a principal causa de estresse do processo (Yaseen et al., 2013; Imamura et
al., 2014; Schmildt et al., 2015).

A tendéncia no desenvolvimento de cultivo in vitro é o desenvolvimento de
condicdes fotoautotréficas, em substituicdo as condicBes heterotroficas e
fotomixotroficas tradicionais, onde nelas a sacarose é reduzida ou excluida (Saldanha et
al., 2014). Para o género Eucalyptus, foram realizados diferentes trabalhos estudando as
caracteristicas de crescimento em condicOes fotoautotrootficas (Kirdmanee et al., 1995;
Zobayed et al., 2000; Zobayed et al., 2001; Sha Valli Khan et ai., 2002; da Silva et ai.,
2015; Gallo et ai., 2017).

Outras condicdes de cultivo in vitro podem ser manipuladas a fim de diminuir o
estresse da planta in vitro, buscando melhorar a producéo e qualidade do material,
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como o conhecimento de tipos de iluminacdo alternativos e mais eficientes para o
sistema (Saldanha et al., 2012; Xavier et al., 2013).

A intensidade da luz, o fotoperiodo e a qualidade espectral tem efeitos sobre a
fotossintese e afeta a fotomorfogénese. Diversos estudos demonstram o efeito promotor
da luz na organogénese, embriogénese somatica e producdo de metabdlitos (Chung et
al., 2010; Kozai, 2013; Singh, 2015; Sivanesan e Park, 2015; Hung et al., 2016; Szopa
e Ekiert, 2016), variando entre espécies. As diferencas espectrais entre as lampadas
LEDs e fluorescentes tem influéncia direta na fotossintese, crescimento, e
desenvolvimento das plantas in vitro (Batista et al., 2018).

Ha uma tendéncia para substituir as lampadas fluorescentes, em que varios
autores citam as lampadas LEI)s como fontes de luz mais eficientes para organogénese,
embriogénese somatica e producdo de metabdlitos in vitro (Monteuuis, 2016; Batista et
al., 2018), podendo melhorar o processo da fotossintese das plantas induzindo uma
maior eficiéncia estagio fotomixotrofico (Batista et al., 2018) e reduzindo o estresse na
fase ex vitro. Mudas cultivadas in vitro tém que se ajustar na transicdo de crescimento
heterotréfico para autotréfico, processo que pode resultar em baixo crescimento e
mortalidade das plantas (Xiao et al., 2011).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da luz e da sacarose
na multiplicacdo e alongamento de clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii

cultivados em micropropagacdo, para estimular o comportamento fotoautotrofico.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

O material experimental utilizado foi proveniente da fase de multiplicacdo de
dois clones de Eucalyptus benthamii (Cl e C2) e dois clones de Eucalyptus dunnii (C3
e C4), mantidos em banco clonal in vitro no Laboratorio de Cultura de Tecidos Il do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade
Federal de Vicosa, Vigosa, Minas Geris.

Foram utilizados tufos contendo de seis a oito gemas diferenciadas, cultivadas
em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura JADS (Correia et al., 1995)
acrescido de 0,8 g lu-I de PVP30, 0,1 g L-I de mio-inositol, 30 g 1=-1 de sacarose, 0,5
mg L-I de benzilaminopurina (BAP) e 0,01 mg L-I de acido naftalenoacético (ANA). O
pH foi ajustado em 5,8 com HCI 1 M ou NaOH 1 M antes da adigdo de 6 g 1= -1 de



agar, e 0 meio de cultura esterilizado em autoclave a uma pressdo de 1,5 atm e
temperatura de 121 ° ¢ por 20 min. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento
a 25+ 2 °c, em fotoperiodo de 16 h e luz de 64 gmol m- s-1 (quantificada por radibmetro
LI-COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lampadas fluorescentes tubulares
(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram , Brasil).

2.2. Sacarose e condicdes luminosas

Foram testadas duas concentracOes de sacarose e quatro condi¢fes luminosas em
duas fases de desenvolvimento da micropropagacao: multiplicacdo e alongamento das
brotacdes. Na fase de multiplicacdo, explantes cultivados in vitro foram transferidos
para frascos de vidro (250 mL de capacidade), contendo 40 mL de meio de cultura
JADS, adicionado de 0,8 g L-I de PVP30, 0,1 g L-I de mio-inositol, 0,5 mg L-1 de BAP
e 0,01 mg L-1 ANA. Foram testadas as concentracdes de 0 e 30 g L'de sacarose, sendo
os frascos mantidos em sala de cultura sob quatro condic¢des luminosas: LED V/A - duas
lampadas diodo emissor de luz — LED vermelho/azul (luz 80 gmol m- s -l ,
LabLumens); 4F- 4 lampadas fluorescentes tubulares (luz de 100 gmol m- s -1, Osram
); 2F- 2 lampadas fluorescentes tubulares (luz de 64 gmol m- s -l , Luz do Dia Especial,
Osram@); LED B- duas lampadas LED branca, do tipo tubular, (luz 130 gmol m-2 s -|
, Tecnal) (Figura 1).

Na fase de alongamento, as condi¢des testadas foram semelhantes a fase de
multiplicacdo, diferindo apenas nos reguladores de crescimento adicionado no meio de
cultura. Para o alongamento das brotaces, utilizou-se 0,5 mg L-1 de BAP e 0,25 mg L-
| de AIB.

O pH dos meios de cultura foi ajustado em 5,8 antes da adicdo de 6 g L-I de agar,
sendo o0 meio esterilizado em autoclave a uma pressdo de 1,5 atm e temperatura de 121
°c por 20 min. Os frascos de cultura foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura de 25 + 2 °c e fotoperiodo de 16 h.
70
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Figura 1. VariacGes da luz absoluta (gW cm- nm -1) e do comprimento de onda (nm) de
luz emitida pelas lampadas utilizadas em diferentes clones de Eucalyptus benthamii e
Eucalyptus dunnii. LED V/A - duas lampadas LED Vermelho/Azul; 4F4 lampadas
fluorescentes; 2F- 2 lampadas fluorescentes; LED B- duas ldmpadas LEDs brancas.

2.3. Avaliacdes experimentais e analise dos dados

Para as fases de multiplicacdo e alongamento, utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 4 (duas concentracfes de
sacarose e quatro fontes luminosas), com 5 repeti¢cbes e uma observacdo por parcela,
obtida pela média de 4 explantes.

Na fase de multiplicacdo, o numero de brotacdes (NB) foi avaliado ap6s 30 dias
a partir da instalacdo do experimento. Para a fase de alongamento, o nimero de
brotagcbes maiores que 2 cm (NB>2), tamanho da maior brotacdo (TMB) e pigmentos
fotossintéticos foram avaliados 30 dias ap6s a instalacdo do experimento. Para avaliacéo
dos pigmentos fotossintéticos, , amostras de 0,24 mg de folhas foram colocadas em 5
mL de solucdo de DMSO (saturado com carbonato de célcio), e mantidas no escuro por
48 h (Santos et al., 2008). Determinou-se a absorbancia das amostras, utilizando cubetas
de quartzo de 10 mm de caminho 6tico no espectrofotometro Genesys 1 OUV
(ThermoScientific, EUA). Os comprimentos de onda analisados foram de 665, 645 e
480 nm e as equacdes para o célculo das concentragdes de clorofila a, b e carotenoides
foram baseadas no trabalho de
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Wellburn (1994).Para as analises dos dados utilizou-se o programa estatistico R e o
pacote ExpDes.pt (Ferreira el al., 2013). Para as caracteristicas avaliadas fez-se
transformacéo dos dados utilizando Raiz (X+0,5), sendo as médias comparadas pelo

teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

3. Resultados

3.1. Multiplicagéo

As duas concentracOes de sacarose avaliadas e todas as luzes testadas
(LED V/A - duas lampadas LED Vermelho/Azul; 4F- 4 lampadas fluorescentes; 2F2
lampadas fluorescentes; LED B- duas lampadas LEDS brancas promoveram
multiplicacdo das gemas de todos os genotipos avaliados. As médias do nimero de
brotacdes do meio de cultura contendo 30 g L-I foram superiores: LED V/A- 4,78; 4F-
3,89; 2F- 4,40 e LED B 5,21. Um maior nimero de brota¢des foi alcangado com a
lampada LED dentro desse tratamento (Tabela 1). A luz 4F apresentou diferenca na
média geral, considerando todos os clones, entre as concentracfes de 30 e 0 g L-1 de
sacarose.

Tabela 1. Valores médios do nimero de brotagdes (NB) em relacdo as diferentes
concentragdes de sacarose (0 g L-l1 e 30 g 1--1 ) adicionadas ao meio de cultura em
diferentes luzes (LED V/A - duas lampadas LED Vermelho/Azul; 4F- 4 lampadas
fluorescentes; 2F- 2 1dampadas fluorescentes; LED B- duas lampadas LEDS brancas)
para diferentes clones (CLONES) de Eucalyptus benthamii (Cl e C2) e Eucalyptus
dunnii (C3 e C4), avaliados aos 30 dias na fase de multiplicacéo in vitro.

NB

Condi 0es de Luminosidade

Sacarose CLONES LED VIA LED B
Cl 2,49 3,60 B 256 AB
T 2 A 265 A 211 A 1,78 A
o9 -3 3,25 A 29 A 285 A 256 ¢
C4 3,03 A 345 A 3,16
268 b 317 a 2,63 b 233 b
Cl 580 ¢ A 393 b B 425 ¢ B 552 A
2 2,49 B 2,66 B 3,02 B 4,26 A
30 ng 3 A
: 5,25 A 505 A 5,64 A 5,69
C4 5,56 A 393 A 4,67 A 5,37 A

cada nivel de sacarose nao
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478 a 3,89 a 4,40 a 521 a

Obs.: Médias seguidas por letras iguais mintdsculas nas colunas e maiusculass linhas dentro de
diferem pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

3.2. Alongamento

Em relacdo ao comprimento das brotacGes alongadas, tanto em nimero de
brotacbes maior de 2 cm, quanto no tamanho da maior brotacdo, os valores maximos
estimados foram encontrados na concentracdo de 30 g L-1 e nas luzes 4F e LED B
(Tabela 2).

Tabela 2. VValores médios do numero de brotaces maior que 2 cm (NB > 2) e tamanho
da maior brotacdo (TMB) em relacdo as diferentes concentragdes de sacarose (0 gL-1
e 30 gL-1 ) adicionadas ao meio de cultura em diferentes luzes (LED V/A - duas
lampadas LED Vermelho/Azul; 4F- 4 lampadas fluorescentes; 2F- 2 lampadas
fluorescentes; LED B- duas lampadas LEDS brancas) para diferentes clones (MG) de
Eucalyptus benthamii (Cl e C2) e Eucalyptus dunnii (C3 e C4), avaliados aos 30 dias
de alongamento in vitro.

NB=>2
Condi des de Luminosidade

Sacarose CLONES LED V/A LED B
Cl 0,71 A 071 A 071 A 071 A
C2 071 A 071 A 071 A 084 A
ogLl C3 071 A 071 A 071 A 071 A
4 071 A 071 A 071 A o071 A
0,71b 0,71b 0,71b 0,74 b
Cl 3,44 A 353A320 A 350
&)
30 gL '2,06 253A 071 ¢ - 1,82bBbB219A0,732,10
C4 1,68b B 1,86 B 2,49 A 205
221a 2,53a 1,78 a 2,37a
TMB (cm)
LED V/A LED B

Sacarose CLONES

Cl 1,14 A 121a A 127a A 123aA
Ll (2 132 A 119a A 125a
09 c3 113 A 12la 1142 114aA
C4 A 122a A 136a A 127aA
1,21 1,21 1,26 1,26

cada nivel de sacarose nao
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226 b B 2,70 b 255a B 3,05aA
3,07 A 3,09a A 129¢ B 2,719aA
180 ¢ A 197c A 18b A 182cA
C4 2,00 188¢c B 227a A 229bA

30gL'

2,28 1,98 2,49

Obs.: Médias seguidas por letras iguais minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas
dentro de se diferem pelo teste Tukey, em nivel de 5% de significancia.
Os valores variaram para o nimero medio de brotac6es alongadas entre 0,71

cm e 3,53 cm e tamanho da maior brotacdo 1,13 cm a 3,07 cm. Na concentracéo de 0
g L-I de sacarose nao houve alteracdo em relacdo aos clones e as luzes e o nimero de
brotacdes e 0 tamanho da maior brotacao.

Apds 30 dias de cultivo das brotacBGes sob diferentes condi¢Ges luminosas e
sacarose, foi observada diferenca significativa nos valores médios de teor de clorofila
e carotendides. As quantidades de clorofila e, carotenoides foram superiores nos

tratamentos com 30 g L-l e na luz LED B (Tabela 3).

Tabela 3. VValores médios de teor de clorofila total (Total CI) e carotenoides em relagdo
as diferentes concentracdes de sacarose (0 g L-l1 e 30 g E') adicionadas ao meio de
cultura em diferentes luzes (T1 - duas ldmpadas LED Vermelho/Azul; T2- 4 lampadas
fluorescentes; T3- 2 lampadas fluorescentes; T4- duas lampadas LEDS brancas) para
diferentes clones (MG) de Eucalyptus benthamii (Cl e C2) e Eucalyptus dunnii (C3 e
C4), avaliados aos 30 dias de alongamento in vitro.

Total Cl (pg cm-2)

Condi des de Luminosidade

Sacarose ~ CLONES LED V/A LED B
1321b B 1583abAB2437aA 5,73
36,89 A 13,39abB 12,44 bcB 13,78b B
C4 32,22 A 2226aAB20,62abB 1381b B
13,51 9,71bB 9,74cB 21,54
k 23,96 15,30 16,79 18,72
CI 3258b B 1872bC3968a AB 14,99 A
| C2 20,97 BC 3392aA1134b C w27 AB
30g.L C3 2792 B 2822abB40,89a A 1555 &
C4 4934 A 24,19abC37,27a B 1379 B
k 32,70 26,26 32,30 39,65

Carotenoides (pg cm-2)

cada nivel de sacarose nao
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Condi des de Luminosidade

Sacarose CLONES LED V/A LED B
Cl 205b B 26la AB 3,36aAB 3,62aA
-2 503a A 18a B  135¢B 2,14ab B
C3 456a A  315a AB 297abAB  2,09bB
C4 237b AB 167a B 155bB 3,47 ab A
3,50 2,31 2,31 2,83
462b B  2,88bC 56l1a AB 630a A
300l 337b B  504aA 1,79b C 367b AB
g 480b AB 402abB 574a A 610a A
c4 794a A 418abC 578a B 655a AB
5,18 4,03 4,73 5,66

Meédias seguidas por letras iguais minUsculas nas colunas e maiusculas nas linhas dentro de se
diferem pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

cada nivel de sacarose nao
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4. Discussdo

Observamos que tanto a fonte e quantidade de luz, quanto a adi¢cdo ou supressao
de sacarose no meio de cultura, possibilitaram diferentes respostas nas duas fases de
crescimento in vitro. Entretanto, todas as condicOes testadas possibilitaram a
multiplicacdo e alongamento dos clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii
testados. Diferencas no crescimento estdo relacionadas com a presenca da fonte de
carbono na forma de sacarose, seja pelo fornecimento no meio ou producéo pela propria
planta através da fotossintese estimulada pelas diferentes qualidades e intensidades de
luz fornecida.

Maiores taxas de multiplicacdo e alongamento com o uso de sacarose relaciona-
se a este carboidrato, como fonte de energia e carbono sendo um componente muito
importante nos meios de cultura in vitro (Al-Khateeb, 2008; Faria et al., 2004; Nambiar
etal., 2012). Fontes de carbono sdo necessarias no meio devido a restri¢do da quantidade
de luz e baixa concentracdo de C02 em condicdes in vitro, especialmente quando as
plantas ndo estdo prontas para fotossintetizar seus préprios alimentos durante o estagio
inicial da cultura de tecidos (Al-Khateeb, 2008; Faria et al., 2004; Mazinga et al., 2014;
Nambiar et al., 2012). Diversos trabalhos relatam o uso de 30 gL-1 de sacarose no
processo de micropropagacdo, sendo responsavel pela multiplicacdo ou alongamento de
Eucalyptus spp. (Brondani et al., 2009; Borges et al., 2011; Navroski et al., 2013). Outros
trabalhos com Eucalyptus in vitro encontraram resultados diferentes, onde a diminuigéo
ou isencdo de sacarose foi superior ao uso de 30 g I.- ' (Castro e Gonzalez, 2002; Cha-
Um et al., 2014; Gallo, 2014).

Todas as qualidades e intensidades de luz testadas neste estudo propiciaram a
multiplicacdo e alongamento, porém a LED parece comum promotora de melhores
resultados nas duas fases testadas. Sendo assim, como expectativa de menor consumo,
maior durabilidade e melhorar a eficiéncia da producdo e qualidade das plantas lenhosas
micropropagadas, suprindo necessidade de uma fonte de luz eficiente (Batista et al.,
2018) o uso de LED para cultivo in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii é
urna alternativa viavel. O trabalho de Gallo (2014) reporta a superioridade da luz LED
para Eucalyptus spp in vitro, em comparacdo com a luz fluorescente tradicionalmente

utilizada nos laboratérios de micropropagacao, concluindo que a qualidade de luz teve
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influéncia no vigor dos brotos, tendo a lampada com 4LEDs sido superior a lampada de
2 LEDS e a fluorescente.

A diminuicédo ou eliminacgéo de sacarose (Kozai, 2005) e o uso de sistemas de luz
que aumentem a capacidade de realizacdo de fotossintese para as plantas in vitro (Jeong
e Sivanesan, 2018), sdo condicGes que estimulam o estabelecimento de condicbes
fotoautotroficas.

O teor de clorofila e carotenoides apresentou maiores valores na concentragéo de
30 g 1--1 de sacarose em todas as luzes. Segundo Yuan et al. (2015), a biossintese e
acumulo de carotenoides é também regulada pelo metabolismo da sacarose presente. Ao
contrario do observado no presente trabalho, na maioria das plantas as altas
concentragdes de sacarose aplicada exogenamente resultam em uma inibicdo da
2013; Mccarthy et al., 2016).

Os valores de clorofila total e de carotenoide observados no presente estudo com
0 uso de LED branca, foram mais proximos ao ex vitro para os clones testados, apesar
de vérios estudos relatarem que a fotossintese é fortemente influenciada pelos espectros
de vermelho e azul e vermelho de lampadas de LED (Wang et al., 2016; Manivannan et
al., 2017), a LED branca dentre as luzes testadas, promoveu valores mais proximos ao
crescimento ex vitro do material de clorofila total e carotenoides. Estes dados concordam
com Tuan et al. (2013), aonde maiores quantidades de carotenoides foram encontradas
em brotos expostos a luz LED branca, em comparacdo com brotos expostos a LED
vermelha em Fagopyrum tataricum. Ferreira et al. (2016) trabalhando com cana de
acucar, também encontraram maiores teores de pigmentos fotossintéticos nas plantas
cultivadas sob LED branco, independentemente da concentracéo de sacarose.

5. Conclusdes

1. O uso de sacarose adicionado no meio de cultivo in vitro estimula a produgéo de
Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii na multiplicacéo e alongamento.

2. Lampadas fluorescentes, LED branca e LED vermelho/azul podem ser utilizadas
no cultivo in vitro, na fase de multiplicacdo e alongamento, com ou sem uso de
sacarose.

3. Ouso de LED branca e 30 g E ' de sacarose promoveu valores de clorofila total e

de carotenoide mais préximos aos encontrados ex vitro para os clones testados.
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4. Valores iguais ou maiores de pigmentos, clorofilas e carotenoides foram
apresentados com o uso de LED em comparagéo as demais fontes luminosas além

de maior homogeneidade de respostas em diferentes clones.
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0ZONIO NA ESTERILIZACAO DE BIORREATORES DE IMERSAO
TEMPORARIA NA MICROPROPAGACAO DE CLONES DE
Eucalyptus spp.

Resumo — A contaminagdo microbioldgica constitui-se em uma das principais
dificuldades no estabelecimento de novas técnicas para micropropagacao de tecidos
vegetais, como a utilizacdo de biorreatores de imerséo temporaria. Nesse sentido, novos
procedimentos para sanitizacdo visam minimizar os efeitos da fragilidade dos materiais
dos biorreatores e resisténcia dos microrganismos aos tratamentos sanitizantes
convencionalmente utilizados. O uso do gas 0z6nio (03) para sanitizagdo de biorreatores
de imersdo temporaria foi avaliada em esquema fatorial 2 2 avaliando o tempo de
tratamento, concentracdo de 03 e umidade do gas como variaveis independentes. Apos
15 min de ozonizagdo, com fluxo de 03 de 0,5 L min- e concentragio de 50 mg E !,
observou-se completa inibicdo da contaminagdo microbioldgica avaliada ao longo de 21
dias. A avaliacdo energética da ozonizacdo como alternativa para sanitizacdo dos
biorreatores em relagdo ao uso de autoclave mostrou melhor eficiéncia energética do

processo de ozonizagdo, com reducao dos custos operacionais.
Palavras-chave: Propagacdo in vitro, 0zonizacao; sanitizagdo; sistemas liquidos.
1. Introducdo

A micropropagacdo vegetal apresenta diversas aplicacfes na érea florestal, como
aquelas relacionadas a conservacdo de germoplasma in vitro, rejuvenescimento elou
revigoramento, limpeza clonal, intercambio de material vegetal, pesquisas de
poliploidizacdo, além de constituir a base de outras técnicas biotecnoldgicas tais como a
transformacdo genética (Vengadesan et al., 2002; Gomes e Canhoto, 2009; Oliveira et
al., 2011; Amoo et al., 2012; Dolce et al., 2018). No entanto, ainda permanecem varios
desafios dessa técnica que tém impedido de torna-la de uso na producéo em larga escala
e viabilizacdo econémica.

A producdo de mudas via micropropagacdo em larga escala utilizando
biorreatores apresenta um mercado crescente e de grande potencial, sendo que os de
imersdo temporaria tém sido os mais avaliados para propagacdo em larga escala de
diversas especies, inclusive espécies arboreas (Polzin et al., 2014; Akdemir et alo, 2014;
Gatti et al., 2017; Mosqueda et al., 2017; Vives et al., 2017). No entanto, dentre 0s
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principais desafios para uma maior utilizacdo dos biorreatores, como 0 aumento da
produtividade, uniformidade do desenvolvimento de brotacbes com qualidade para o
plantio e redugdo dos custos (Ahmadian et al., 2015), destaca-se os problemas de
contaminac&o bioldgica (Klayraung et al., 2017).

A contaminacao biologica, principalmente por bactérias e fungos, constitui-se em
um importante problema para a cultura in vitro de tecidos vegetais. Essa contaminagao
pode estar relacionada a fatores ambientais, manipulacdo inadequada, insumos
utilizados, preparacdo do meio de cultura, com a contaminacao gerada pela esterilizacéo
ineficiente do recipiente utilizado na producéo in vitro, pelas superficies em contato do
recipiente com o meio de cultura/tecido vegetal e contaminacdo prévia dos tecidos
vegetais (Ahmadian et al., 2015; Javed et al., 2017). Diante dessa situacao encontrada na
micropropgacgéo, a manutencgéo da assepsia de todo o processo de micropropagacgédo tem
sido fundamental para o seu sucesso (Ndakidemi et al., 2013). Também nesse sentido, a
esterilizacdo dos biorreatores visando a reducdo dos problemas com contaminacao
bioldgica, constitui-se em importante passo para a sua ampla implementacdo na
micropropagacao de tecidos vegetais.

A autoclavagem, tradicionalmente utilizada em laboratorios de cultura de tecidos
como forma de esterilizacdo, tem sido utilizada para esterilizacdo dos biorreatores.
Entretanto, além dos possiveis danos ao material dos biorreatores devido a alta
temperatura e pressdo, os quais geralmente sdo confeccionados de policarbonato, a
autoclavagem apresenta elevados custos do equipamento, consumo de energia e riscos
atribuidos a sua operacgdo. Outra opcao seria 0 uso de produtos quimicos, embora toxicos
para os tecidos vegetais, tem-se utilizado agentes esterilizantes, como hipoclorito de
calcio ou sddio, etanol, nitrato de prata, peroxido de hidrogénio, cloreto de mercdrio,
entre outros (Mihaljevic et al., 2013; Ndakidemi et al., 2013). Estes procedimentos
poderiam ser adotados para higieniza¢do dos biorreatores, entretanto, além do maior
consumo e gasto com produtos quimicos, haveria uma maior geracdo dos residuos
quimicos provenientes desse processo de lavagem dos biorreatores.

O desenvolvimento de protocolos alternativos para esterilizacdo dos biorreatores,
que permita superar os problemas dos métodos atuais com menor custo, seria
fundamental para o uso desta tecnologia em larga escala. Dentre as novas tecnologias
para esterilizacdo o 0z6nio (03) destaca-se como poderoso agente esterilizante devido ao
seu elevado potencial oxidativo, bem como a formacdo de radicais que apresentam

potenciais oxidativos ainda mais elevados (Grimes et al.,1983; Javier Benitez et al., 2002;
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Greene et al., 2012). Devido a sua instabilidade em condi¢6es ambientais de temperatura
e pressdo, 0 03 ndo deixa residuos toxicos no ambiente em que é aplicado, decompondo-
se em oxigénio (02) (Khadre et al., 2001).

0 03 apresenta potencial antimicrobiano, antifungico e detoxificante ( Hudson e
Sharma, 2009; Alencar et al., 2012,Alexopoulos et al., 2013; Tordiglione et al., 2014;
Ong e Ali, 2015; Zhang et al., 2015; Bridges et al., 2018). Além do potencial para
descontaminacao de superficies nas industrias de alimentos (GuzelSeydim et al., 2004;
Kohli, 2015; Guzzon et al., 2017; Eglezos e Dykes, 2018;) e de superficies de materiais
delicados como polivinil siloxano (Celebi et al., 2018), 0 03 é reconhecidamente seguro
para aplicacdo direta em alimentos e no tratamento de agua (Khadre et al., 2001; Guzel-
Seydim et al.,, 2004; Thompson e Drago, 2015). Além disso, o uso do 03 foi
positivamente avaliado na micropropagacdo de Aloe barbadensis (Mariateresa et al.,
2014).

Considerando a utilizagdo dos biorreatores de imersdo temporaria para a
propagacdo de diversas espécies vegetais e o potencial antimicrobiano do ozénio, este
trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo da substituicdo da autoclavagem de
biorreatores de imersdo temporaria para micropropagacao de tecidos vegetais pela
sanitizacdo com géas 03, testando diferentes concentragdes e tempos de tratamento.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal e biorreator utilizado

2.1.1. Biorreator

Utilizou-se o biorreator de imersdo temporéaria Plantform (Plantform, Lomma,
Suécia) de policarbonato com dimensdes de 180x150x150 mm (Figura 1). Neste
biorreator, o meio liquido foi colocado em um recipiente inferior e 0 material vegetal em
um recipiente sobre 0 meio. O biorreator foi ligado a um compressor que bombeou o ar
para a camara contendo meio liquido, elevando o nivel do meio e imergindo
temporariamente o material vegetal.
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Figura 1. Biorreator e suas diferentes partes numeradas de A-G. A: Recipiente exterior
com 3 entradas/saidas para troca de gas; B: Filtro do meio conectado a um tubo plastico
na camara interna, filtros; C: tubos de plastico, porcas, grampos e anéis de silicone para
ser conectado as 3 entradas/saidas no recipiente externo, D: Camara interna com 3
ranhuras no lado e ligagéo ao filtro do meio; E: Cesta com 3 filas de pequenos furos; F:
Quadro com 4 pernas; G: Tampa com 4  abas. (Fonte:
http://www.plantform.se/db/technical _improvement.pdf)

2.2. Material Vegetal

Os explantes do clone de Eucalyptus urophylla utilizados no presente trabalho
foram obtidos a partir do banco clonal in vitro, estabelecidos via micropropagacao,
localizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigcosa — UFV,
localizado no municipio de Vicosa, Minas Gerais.

Para multiplicacdo dos explantes, foram utilizados tufos contendo de seis a oito
gemas diferenciadas, cultivadas em tubos de ensaio contendo 10 mL meio de cultura
JADS (Correia et al., 1995), suplementado com mio-inositol (0,1 g E '), agar
(7 g 1=-1), sacarose (30 g 1--1), 0,5 mg E 'de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg
L1 de ANA (4cido naftalenoacético) e PVP (0,8 g E'), com pH ajustado para 5,8 + 0,01
antes da adicdo do &gar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressdo
de 1,5 atm e temperatura de 121 °c por 20 min.

No cultivo dos clones, via micropropagacéo, as condi¢cdes ambientais da sala de
crescimento do laboratdrio foram mantidas com temperatura de 25 £ 2 °c e com
fotoperiodo de 16 h, com irradiancia de 33 gmol m 2s ' (quantificada por radidmetro LI-
COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lampadas fluorescentes tubulares
(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram , Brasil).

Para estabelecimento nos biorreatores o material vegetal utilizado foi

préestabelecido in vitro em meio de cultura semissemi-sdlido, cultivado em placas de
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Petri estéreis e descartaveis (90 mm (D) x 15 mm (H). Cada placa continha 25 mL de
meio JADS suplementado com mio-inositol (0,1 g L-1), gar (7 g E "), sacarose (30 g L-
I ), 0,5 mg L-I de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg L-l de ANA @-écido
naftalenoacético) e PVP (0,8 g L-1), com pH ajustado para 5,8 + 0,01 antes da adi¢do do
agar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressdo de 1,5 atm e
temperatura de 121 °c por 20 min. Os explantes foram assepticamente extraidos, em
camara de fluxo laminar sendo separados com auxilio de pingas e bisturis. Para cada
explante utilizado na extrac&o dos tufos, o instrumento era imerso em alcool e flambado.
Em cada placa foram colocados 10 explantes e mantidos nas condi¢es de sala de
crescimento citadas por sete dias.

2.2. Obtencéo e quantificacdo do ozonio (03)

O oz6nio (03) foi obtido por meio de um gerador O&L3.0RM (Ozone & Life,
Séo José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gas oxigénio isento de umidade.
O oxigénio foi concentrado a partir do ar atmosferico com o auxilio do concentrador de
oxigénio OxxiSul, Mark 5 P lus (Ozonebras, Curitiba, Brasil), sendo as diferentes
concentragdes de ozonio produzidas controladas pelo dosador do equipamento. A
concentracdo do ozo6nio foi determinada pelo método iodométrico, por titulacdo indireta
(Birdsall et al., 1952). Este método consiste no borbulhamento do gas 0z6nio em 50 mL
de solucdo de iodeto de potassio (KI) por 30 s. Desta reacao, ou seja, da oxidagédo do Kl
pelo ozénio, ocorre a liberacdo de iodo (12). Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL de
acido sulfarico (H2S04) a 1 mol L-1 na solucéo para evitar a decomposicdo do iodo em
iodato. Procedeu-se a titulacdo com tiossulfato de sddio (Na2S203) a 0,1 mol L-I até que
a coloracdo castanha do iodo se tornasse quase transparente. Em seguida, foi adicionado
1 mL de solucdo indicadora de amido a 1% (v/v) e continuou titulando com tiossulfato

de sédio (Na2S203) a 0,1 mol até o completo desaparecimento da coloracdo azul.

2.3. Arranjo experimental

Os biorreatores secos e vazios foram submetidos ao tratamento com 0zonio a
partir da injecdo do gas com fluxo de 0,5 L min- pela entrada do biorreator (Figura 1-A).
O gas residual do biorreator foi direcionado, a partir de uma das saidas do biorreator para
um catalisador de 03. O ozonizador foi conectado a entrada E, na qual 0 03 era injetado;
na conexdo D foi destinada para a saida do 03 do sistema. A entrada F foi isolada para
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ndo haver perda no sistema. A concentracdo de ozonio, tempo de tratamento e teor de
umidade do gas 03 foram adotados de acordo com o planejamento experimental descrito
no item 2.5. Para variar a umidade do gas, utilizou-se uma solucéo saturada de NaCl para
borbulhar 0 03 antes da sua injecéo no biorreator (Ozkan et al., 2011; Santos et al., 2016).
Os experimentos foram conduzidos em ambiente com controle de temperaturaa 20 + 2 °

C.

2.4. AvaliacOes experimentais

Apos o tratamento dos biorreatores com ozoénio, estes foram levados a camara de
fluxo laminar para adicionar o0 meio de cultura e os explantes, em ambiente asséptico. O
meio de cultura utilizado foi o JADS (Correia et al., 1995), suplementado com mio-
inositol (0,1 g E '), agar (7 g E '), sacarose (30 g L-l ), 0,5 mg 13 ' de BAP (6 -
benzilaminopurina), 0,01 mg L-l de ANA (4cido naftalenoacético) e PVP (0,8 g E '),
com pH ajustado para 5,8 + 0,01 antes da adicdo do &gar. O meio de cultura foi
esterilizado em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121 °c por 20 min.

Os explantes estabelecidos nas placas de Petri, como descrito no item 2.2.2.,
foram transferidos com auxilio de uma pinca evitando contado com as superficies do
biorreator. Placas que apresentavam algum tipo de contaminacao foram descartadas.

Para avaliar a contaminacdo dos biorreatores apds o tratamento com 03, foi
realizada quantificacdo do nimero de biorreatores contaminados cada 7 dias durante 21
dias. As contaminacdes foram determinadas por avaliacdes visuais da presenca de fungos
elou bactérias no meio de cultura elou no explante.

2.5. Andlise estatistica

Os experimentos seguiram o delineamento experimental inteiramente ao acaso
em esquema fatorial completo 2% . As varidveis independentes em estudo foram a
concentragdo de 03, o tempo de 0zonizagdo e a umidade do 03. Os niveis superior
(+1) e inferior (-1) de cada variavel independente avaliada sdo apresentados na Tabela 1.
O planejamento fatorial (Tabela 2) e os resultados obtidos foram avaliados com auxilio
do software Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA).

Tabela 1. Variaveis independentes do delineamento experimental em esquema fatorial
completo 2 .
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Niveis

Variavel independente +1
Concentracdo 03 (mg L- ) [ppmv] 50,00 [26.784,9]
Tempo (min) 15
Umidade 03 (%) 75,0

Tabela 2. Delineamento experimental em esquema fatorial completo 2 3 com valores
codificados e originais das variaveis em estudo (concentracdo de 03, tempo de exposi¢do
e umidade do 03).

1 -1 -1 -1 5,00 5 0,0
1 +1 -1 -1 50,00 5 0,0
I -1 +1 -1 5,00 15 0,0
1 +1 +1] -1 50,00 15 0,0
1 -1 -1 +1 5,00 5 75.0
1 +1 -1 +1 50,00 5 75,0
1 -1 +] +1 5,00 15 75,0
1 +1 +1 +1 50,00 15 75,0
2 -1 -1 -1 5,00 S 0,0
2 +1 -1 -1 50,00 b 0,0
2 -1 +1 -1 5,00 15 0,0
2 +1 +1 -1 50,00 15 0,0
2 -1 -1 +1 5,00 5 75,0
2 +1 -1 +1 50,00 5 75,0
2 -1 +1 +1] 5,00 15 75,0
2 +1 +1 +] 50,00 15 75,0
Valores codificados Valores originais
Repeticdo [031 Tempo Umidade [031 Tempo Umidade
(mg EI) (min) 03 (°/0) (mg 13') (min) 03
50,00
5,00 15
50,00 15
5,00 75,0
50,00 75,0
5,00 15 75,0
50,00 15 75,0
5,00
50,00
5,00 15
50,00 15 0,0
5,00 75,0
50,00 75,0
5,00 15 75,0
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3. Resultados

A taxa de contaminagdo diminuiu com o aumento do tempo de tratamento com
0zonio, em relacéo a contaminacdo dos biorreatores (Figura 2). O efeito observado para
0 tempo de tratamento em relacdo a contaminacdo dos biorreatores foi negativo,
indicando que maiores tempos de exposi¢do levaram a menores contaminagdes. As
varidveis umidade e concentracdo de ozbnio, dentro das faixas avaliadas, ndo foram
significativas para contaminacdo dos biorreatores. No tratamento sem esterilizacdo,

houve 100% de contaminacéo apés 24 h.

 (min) p Gy i v /12008486

(1)03(mg L) g : / 57 e 60357

(2)x(3) k7 i 7 1,202676

+ 03 (%) § % / 7 : 120268

MxE ¢ s

Wx@ g7

(2) Tempo (min) '

(3) Umidade 03 (%)

pz.t
Efeito

Figura 2. Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores tempo de exposicdo (min),
concentragdo de ozonio (mg 1.-1 ) e umidade do gas 0z6nio (%) sobre a contaminagao
dos biorreatores apds tratamento com oz6nio.

61



Considerando-se os tratamentos com a umidade do gas 0z6nio de 75% (Figura 3)
ou com umidade de 0% (Figura 3b), observa-se que 0s maiores tempos de exposi¢do do
biorreator ao gas o0zonio, resultaram nos menores indices de contaminagdo por
microrganismos. Os dados de contaminagdo na Figura 3 mostraram que, a concentracdo
ideal para a esterilizacdo total do biorreator, aonde a contaminacdo foi completamente
eliminada, seria apos exposi¢do dos biorreatores a

50 mg L-I de 03 por 15 min em fluxo constante de 0,5 L min -1.

16

Tampo (min)

Tetnpe (o)

[ 10 ® n + 21 E0 ¢ "w it X 40 =® €0

O, (mgL?) O;(mgl)

Figura 3. Curvas de contorno dos efeitos das variaveis independentes tempo de exposi¢édo
(min) e concentragdo do gas oz6nio (mg E') sobre a contaminacgdo de biorreatores para
0 gas 0zdnio com umidade de 75% (a) e 0% de umidade (b).

4. Discussao

Vérias técnicas de sanitizacdo de superficies tém sido avaliadas como alternativas
a esterilizacdo com autoclaves na cultura de tecidos, microbiologia entre outras areas.
Além de aumentar a eficiéncia na sanitizacdo das superficies, novas técnicas podem
representar uma estratégia para reducdo dos custos operacionais e evitar a selecdo de
microrganismos resistentes aos processos de sanitizacdo tradicionais. Para 0S
biorreatores de imersao temporéaria, novas alternativas ao uso das autoclaves buscam
além da reducdo do custo com energia elétrica, maior vida Util pela reducdo dos danos
ao material dos biorreatores.

A esterilizacdo de biorreatores tem sido dificultada pelos varios assessérios que
compdem o equipamento. Estruturas internas para suporte de explantes e separacdo do
meio, mangueiras para conducdo de ar, estruturas para fixacdo das partes durante a
injecdo de ar, maior superficie de contato, maior nimero de pecas para fechamento
hermético. Comparativamente a tratamentos com sanitizantes liquidos, o tratamento com
gas ozOnio apresenta a vantagem de conseguir alcancar areas e irregularidades das
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superficies que sdo mais dificeis de serem alcancadas utilizando-se liquidos (Gémez-
Lopez et al., 2009). Sendo assim, o uso de gas ozonio facilita o contato desse com estas
areas de maneira uniforme e constante, atingindo areas que o uso de esterilizantes
quimicos ndo conseguiriam atingir e que o processo de autoclavagem é ineficiente para
eliminacéo de microrganismos fitopatogénicos.
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No presente trabalho, a contaminagdo dos biorreatores por bactérias, leveduras,
ou qualquer outro microrganismo foi completamente eliminada ap6s exposi¢do dos
biorresatores a 50 mg L-I de 03 por 15 min em fluxo constante de 0,5 L min- . Para
garantir a assepsia do processo de utilizacdo de biorreatores de imerséo temporal, o
sistema de descontaminacdo com uso de 0z6nio proposto pelo presente trabalho é uma
solucdo viavel e segura para desinfeccéo de superficies dos biorreatores. A concentracéo
sugerida no presente trabalho pode controlar a contaminacdo de microrganismos nesses
recipientes em um nivel considerado normal de contaminacao, desde que todas as demais
medidas de assepsia na camara de fluxo e na manipulacdo de explantes, bem como a
manutencdo do equipamento em éarea limpa com controle de umidade, ternperatura e
fotoperiodo sejam seguidas.

Outras técnicas de sanitizacdo, como a autoclavagem, utilizacdo de perdxido de
hidrogénio, acido cloridrico, hipoclorito de sodio, tiamina, entre outros, foram avaliadas
previamente (dados ndo apresentados) para desinfeccdo das superficies dos biorreatores,
mas ndo foram efetivas no controle da contaminagdo. Estes tratamentos apresentaram
100% de contaminacdo na primeira semana apos serem inoculados os explantes e
colocados em sala de crescimento para desenvolvimento. Adcionalmente, o &cido
cloridrico provocou morte dos explantes nas primeiras 24 h de estabelecidos no sistema.

O efeito diferencial do gas ozonio em relacédo as outras técnicas de esterilizagdo
seria, segundo a literatura a literatura especializada, que este provoca a lise das
membranas celulares por meio de oxidacdo, com consequente morte celular. Ong e Ali
(2015) analisaram o efeito do ozonio sobre um fungo e observou a degradacdo das
mitocéndrias apds 24 h de tratamento com ozdnio, notando que, quanto maior a
quantidade de ozonio aplicado, maior o dano mitocondrial, atingindo inativagédo
praticamente completa em tratamentos com 5 mL L-I de ozbnio.

A utilizacdo do gés 0zdnio como sanitizante para biorreatores de imersdo temporal
ainda apresenta vantagem do ponto de vista financeiro. O custo (Base cotacdo de 2018
do valor do dolar no Brasil) de aquisicdo do ozonizador é de aproximadamente US$
1.515,15. O ozonizador pode operar com oxigénio obtido a partir de um concentrador de
02 do ar ambiente. O custo médio de um concentrador de oxigénio é de US$ 1.212,12.
Considerando o preco do kWh igual a US$ 0,2371 as especificacbes de consumo
energético dos equipamentos utilizados nesse trabalho (Tabela 2), o custo de operagéo de
15 min do gerador de 0zbdnio e do concentrador de oxigénio seria de US$ 0,032. Assim,
quando comparado ao custo fixo de aquisi¢cdo de uma autoclave (US$ 3.621,21) e o custo
operacional de consumo energético (US$ 0,32), a 0zonizagdo dos biorreatores apresenta



uma vantagem econdmica de operacdo. Além, é claro, dos menores riscos de operacao,
auséncia de residuos quimicos e de danos ao material do biorreator.

Tabela 3. Especificacdes técnicas e custo operacional para ozonizacao e autoclavagem
de biorreatores de imerséo temporaria.

Equipamento Poténcia (W) Tempode Consumo Custo de
operacdo (min) energético operacao
(kWh) (US$)
0,112

Concentrador 450 15 0,026 de oxigénio
Gerador de 100 15 0,025 0,006 oz6nio
Autoclave 4.000 20 1,330 0,32

Dolar base: R$ 3,30 (Ano 2018- Brasil).

5. Conclusoes

1. A esterilizacdo com ozbnio pode substituir esterilizacdo com o uso de autoclave
em biorreatores.

2. Quanto maior o tempo de exposi¢do ao 0z6nio e maior a concentracdo do mesmo
menor a contaminagao.

3. A contaminacdo dos biorreatores por microrganismos foi completamente

eliminada apés exposicao dos biorreatores a 50 mg L-1 de 03 por 15 min em fluxo

-1
constante de 0,5 L min .

4. A sanitizacdo com 0z0Onio apresenta vantagem econémica e ambiental em relagao

ao uso de autoclave para sanitizacdo de biorreatores.
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EFEITO DA ESTERILIZACAO DE MEIO DE CULTURA coM OZONIO E DA
SACAROSE NA MULTIPLICACAO in vitro DE CLONES DE Eucalyptus spp.
EM BIORREATORES DE IMERSAO TEMPORARIA

Resumo — O uso de biorreatores na condi¢do in vitro tem como proposta contornar
algumas dificuldades na micropropagacdo encontradas na metodologia tradicional,
podendo ser usado como fonte de material vegetal para uso na condi¢do ex vitro em
viveiros, seja como microjardim clonal ou como fornecer de material
rejuvenescido/revigorado aos minijardins ex vitro. Sendo assim, em vista da importancia
do desenvolvimento de novas tecnologias e manejo das condi¢Ges de cultivo sobre o
desenvolvimento das culturas, os objetivos deste estudo foram avaliar diferentes
concentracdes de sacarose, uso de esterilizacdo quimica de meio de cultura e o uso de
biorreatores, na fase de multiplicacdo de gemas axilares de um clone de Eucalyptus
grandis x E. urophylla e de um clone de Eucalyptus benthamii. O tratamento do meio de
cultura com ozonio foi eficiente para impedir a contaminacdo do meio com
microorganismos em 90 min a 50 mg L-I em fluxo de 0,5 L min- . A adigéo de sacarose
ao meio de cultura em concentracdo de 30 g teve efeito positivo no vigor do material
vegetal, no nimero de brotacbes e a na média de brotagdes alongadas, porém,

proporcionou maior oxidacdo do meio de cultura.
Palavras-chave: Ozonizacéo; sanitizacao; micropropagacdo; meio de cultura.
1. Introducdo

A silvicultura clonal é uma técnica amplamente utilizada na area florestal devido
a sua capacidade de aumentar a produtividade florestal, porém, esta técnica depende da
capacidade de propagar o material de qualidade superior por métodos vegetativos.
Existem duas formas de propagacao vegetativa na silvicultura: i) Macropropagacgéo ou
suas derivacdes - obtencgéo de estacas e posterior enraizamento; e ii) Micropropagacao -
cultura de tecidos in vitro de materiais juvenis (embrides, cotilédones) ou maduros
(meristemas) (Arencibia et al., 2017). O uso da micropropagacao ainda € restrito devido,
principalmente, ao custo desta tecnica em relacdo a macropropagacgédo, tornando-a

inviavel economicamente em escala comercial.
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O desenvolvimento de novas tecnologias para produgdo de mudas
micropropagadas em larga escala, em especial para espécies florestais de interesse
econdmico como as do género Eucalyptus, € um dos requisitos para tornar esta técnica
comercialmente viavel (Oliveira, 2009). Dentre as novas tecnologias, o uso de
biorreatores apresenta vantagens em relacéo a micropropagacéo tradicional, que incluem
0 aumento da taxa de multiplicacdo, o crescimento mais rapido e de maior qualidade da
cultura, uso de meio liquido e a redugdo nos custos médio de energia, mdo de obra e
espaco de laboratorio (Akdemir et al., 2014; Polzin et al., 2014; Gatti et al., 2017;
Mosqueda Frometa et al., 2017; Vives et al., 2017). Varios trabalhos utilizando
Eucalyptus spp. em biorreatores apresentaram resultados satisfatorios quando
comparados com a utilizacdo de sistemas tradicionais de micropropagacédo (Dutra et al.,
2009; Oliveira et al., 20114a; Oliveira et al., 201 Ib; Correia, 2011; Watt, 2012; Palhares,
2013; Oliveira et al.; 2014; Ramlal, 2014; Maximo, 2014; Da Silva et ai., 2015).

Outra estratégia para tornar vidvel a micropropagacao € o desenvolvimento de
tecnologias alternativas, melhorando protocolos de esterilizacdo e tornando esta técnica
menos onerosa sem prejuizo ao desenvolvimento do material vegetal. A etapa inicial para
micropropagacdo de uma espécie in vitro é o preparo do meio de cultura e sua
esterilizacdo, comumente por autoclavagem, e assepsia dos explantes que dardo inicio ao
cultivo. A esterilizaco fisica por autoclavagem utiliza altas temperaturas (121 °C) e
pressdo (1 kgf cm-2) por periodos que variam de 15 a 30 min. A autoclavagem apresenta
como desvantagem os elevados custos do equipamento, consumo de energia e riscos
atribuidos a sua operacdo. Por isso, embora toxicos para os tecidos vegetais, tem-se
utilizado agentes quimicos esterilizantes, como hipoclorito de célcio ou sédio, etanol,
nitrato de prata, peroxido de hidrogénio, cloreto de mercurio, entre outros (Rout et al.,
2000; Mihaljevic et al., 2013; Ndakidemi et al., 2013). Contudo, tem-se verificado certo
grau de fitotoxicidade destes produtos, o que limita o ajus'te final de protocolos espécie-
especificos (Vargas et al., 2016).

Como estratégia para substituicdo da autoclavagem e eliminacdo do efeito
fitotoxico de agentes quimicos esterilizantes, 0 03 destaca-se como um novo metodo para
eliminar as contaminagdes nos biorreatores causados pela presenca de microrganismos,
principalmente bactérias e fungos, dentro dos tecidos vegetais para producdo de mudas
em larga escala (Dewir et al., 2005).

0 03 é um poderoso desinfetante oxidante com ampla faixa de aplicagdo. A

Organizacdo Mundial da Salde recomenda o0 seu uso e ele é amplamente aplicada na
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desinfec¢do de &gua, alimentos e locais que exigem condi¢fes assépticas extremas, como
salas de operacdo (Loeb, 2011). Jova e Ivanov (2014) utilizaram o0 0z6nio como uma
alternativa para substituir o hipoclorito de sddio para desinfeccdo de segmentos nodais
de inhame. Cardarelli et al. (2014) concluiu que o uso de 03 dentro do biorreator ¢ uma
ferramenta adequada para eliminar as contaminagdes no substrato liquido sem o uso de
substancias quimicas nocivas.

Além de novas tecnologias para tornar a micropropagacdo mais eficiente e
econdmica, alteracdes nos protocolos relacionados ao meio de cultura também tem sido
pesquisadas buscando maior aproveitamento final do material produzido in vitro. No
processo de cultura de tecidos as maiores perdas sdo atribuidas a contaminagdo e ao
estresse do transplante da condigéo in vitro a ex vitro (kaur, 2015). No meio de cultura, a
sacarose & comumente fornecida como uma fonte de carboidratos em uma infinidade de
culturas de tecidos vegetais para estimular o crescimento in vitro das plantas (Lembrechts
et al., 2017). Em geral 3% de sacarose é adicionado ao meio, como fonte de energia para
sustentar o metabolismo heterotréfico e fotomixotréfico (Gago et al., 2014). Embora, 0s
efeitos positivos do fornecimento de sacarose no meio vém sendo explorados ha muitos
anos, atualmente vérios estudos vem relatando os efeitos negativos e buscando
alternativas para fornecer o desenvolvimento necessario ao material sem ou com menos
sacarose no meio. A eliminagéo da sacarose fornece um fator importante para a transi¢éo
do modo fotomixotréfico/heterotrofico para um modo fotoautotrofico de nutricdo com
reducdo drastica contaminacdo da cultura e perdas de plantas, que favorece a aclimatacdo
as condicdes ex vitro.

O uso de culturas fotoautrotoficas em grandes recipientes in vitro auxilia no
aumento do rendimento final. No entanto, trabalhos sobre nutricdo fotoautotréfica em
biorreatores sdo limitados e sua aplicacdo pratica fora de escala laboratorial ainda ndo
estd bem estudada (Kaur, 2015).

Devido a importancia do desenvolvimento de tecnologias e manejo das condi¢Ges
de cultivo sobre o desenvolvimento das culturas, os objetivos deste estudo foram avaliar
diferentes concentracGes de sacarose, uso de esterilizacdo quimica de meio de culturae o
uso de biorreatores, na multiplicacdo de gemas axilares de um clone de Eucalyptus
grandis x E urophylla e de um clone de Eucalyptus benthamii.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizado no municipio de Vicosa/MG.

2.1. Biorreator

Utilizou-se o biorreator de imersdo temporaria Plantform@ (Plantform, Lomma,
Suécia) de policarbonato com dimensdes de 180x150x150 mm (Figura 1). Neste
biorreator, 0 meio liquido foi colocado em um recipiente inferior e o material vegetal em
um recipiente sobre o meio. O biorreator foi ligado a um compressor que bombeou o ar
para a camara contendo meio liquido, elevando o nivel do meio e imergindo
temporariamente o material vegetal. Como suporte para separacdo dos explantes dos

clones utilizados no biorreator se utilizou uma separacéo feita de plastico de polietileno.

Figura 1. Biorreator e suas diferentes partes numeradas de A-G. A: Recipiente exterior
com 3 entradas/saidas para troca de gas; B: Filtro do meio conectado a um tubo plastico
na camara interna, filtros; C: tubos de plastico, porcas, grampos e anéis de silicone para
ser conectado as 3 entradas/saidas no recipiente externo, D: Cémara interna com 3
ranhuras no lado e ligacéo ao filtro do meio; E: Cesta com 3 filas de pequenos furos; F:
Quadro com 4 pernas; G: Tampa  com 4 abas. (Fonte:
http://www.plantform.se/db/technical _improvement.pdf)

2.2. Material vegetal e condicdes de cultivo in vitro

Os explantes do clone de Eucalyptus urophylla (Cl) e do clone de Eucalyptus
benthamii (C2) utilizados no presente trabalho foram obtidos a partir do banco clonal in

vitro, estabelecidos via micropropaga¢do no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do
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BIOAGRO na UFV. Para multiplicacdo do material, tufos contendo de seis a oito gemas
diferenciadas foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 10 mL meio de cultura JADS
(Correia et al., 1995), adicionado de 30 g L-I de sacarose, 100 mg L-I de mio-inositol,
800 mg L -1 de PVP-30 (polivinilpirrolidona), 0,5 mg L-I de BAP (6 benzilaminopurina),
0,01 mg L-I de ANA (&cido u-naftalenoacético) e 6 g de &gar. O meio de cultura teve o
pH ajustado para 5,8 e esterilizado em autoclave sob presséo de 1,5 atm e temperatura de
121 °c, por 20 min. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C, em
fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 33 gmol m ?s ! (quantificada por radiémetro - LI-
COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lampadas fluorescentes tubulares (Luz
do Dia Especial, 40 W, Osram@, Brasil).

Para estabelecimento nos biorreatores, o material vegetal utilizado foi
préestabelecido in vitro em meio de cultura semissemi-solido, cultivado em placas de
Petri estéreis e descartaveis (90 mrn (D) x 15 mm (H)). Cada placa continha 25 mL do

meio de cultura utilizado na multiplicacéo e as condicdes de cultivo foram as mesmas.

2.3. Obtencdo e quantificacdo do ozonio (03)

O ozdbnio (03) foi obtido por meio de um gerador de (03) :modeloO&L3.0RM
(Ozone & Life, Sdo José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gas oxigénio
isento de umidade. O oxigénio foi concentrado a partir do ar atmosférico através do
concentrador de oxigénio OxxiSul, Mark 5 Plus (Ozonebras, Curitiba, Brasil). As
diferentes concentragdes de 0z6nio foram produzidas de acordo com a posic¢ao do dosador
do equipamento. A concentracao do ozdnio foi determinada pelo método iodométrico por
titulacdo indireta (Birdsall et al., 1952). Resumidamente, este método consiste no
borbulhamento do gas 03 em 50 mL de solucdo de iodeto de potassio (KI) por 30 seg.
Desta reacdo, ou seja, da oxidacdo do Kl pelo 03, ocorre a liberacdo de iodo (12).
Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL de &cido sulfarico (1-12S04) a 1 mol L-I na solucéo
para evitar a decomposicdo do iodo em iodato. Procedeu-se a titulacdo com tiossulfato de
sddio (Na2S203) a 0,1 mol L *até que a coloragéo castanha do iodo se tornasse quase
transparente. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solugéo indicadora de amido a 1%
(mlv) e continuou a titulagdo com tiossulfato de sodio (Na25203) a 0,1 mol L-I até o
completo desaparecimento da coloragéo azul.
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2.4. Arranjo experimental

Para esterilizacdo dos biorreatores secas e vazios estes foram submetidos ao
tratamento com o0zonio a partir da injecdo do gas com concentracdo de 50 mg lu-I e fluxo
de 0,5 L min- pela entrada do biorreator (Figura 1 -A) durante uma hora. O gas residual
do biorreator foi direcionado, a partir de uma das saidas do biorreator para um catalisador
de ozbnio. O ozonizador foi conectado a entrada E, na qual o 0zdnio era injetado; a
conexdo D foi destinada para a saida do 0zonio do sistema. A entrada

F foi isolada para nao haver perda no sistema.

Experimento 1 :
Ap0s o tratamento dos biorreatores com 03, estes foram levados a cdmara de fluxo

laminar. Foram adicionados 500 mL do meio de cultura JADS (Correia et al., 1995),
semelhante ao item 2.3, em ambiente asséptico. Os biorreatores foram completamente
fechados, incluindo as 3 entradas/saidas para trocas de gas (D, E e FFigura IA).
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente ao acaso em esguema
fatorial completo 2 , sendo constituidos pelo tempo de tratamento com 03 e pela
concentracdo de hipoclorito de sédio (NaClO), ambos analisadas nos niveis superior e
inferior (Tabela 1). O tratamento com ozonio, considerando testes preliminares, foi

realizado com concentragdo de 50 mg L-I e fluxo de 0,5 L min -1.

Tabela 1. Variaveis independentes do delineamento experimental em esquema fatorial 22

Niveis
Variavel 1 1
NaClO (BL L-) 600
Tempo de 03 (min) 30 90

concentracédo de 50 mg 1--1 e fluxo de 0,5 L min -1.
Foram utilizados trés biorreatores por tratamento, sendo cada biorreator

constituido por 10 explantes de cada clone (Cl e C2), totalizando 20 explantes por
biorreator. Cada biorreator foi considerado como uma unidade experimental,
caracterizando o planejamento realizado em triplicata. O planejamento fatorial

(Tabela 2) e os resultados obtidos foram avaliados com auxilio do software Statistica
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12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA) e MiniTab@ 17. Para escolha das condi¢cbes com melhor
poder sanitizante, foi considerado o resultado de contaminacdo a partir de avaliacdo feita

apos 21 dias do tratamento.

Tabela 2. Delineamento experimental em esquema fatorial completo 22 com valores
codificados e originais das varidveis em estudo (tempo de exposi¢do ao 03 e concentracao
de NaClO).

Valores codificados valores originais
Repeticdio Tempo  de 03  NaCIO (BLL- Tempo de 03 NaCIO (BL L-
(min) (min)
1 -1 -1 30,0
1 +1 -1 90,0
1 1 30,0
1 +1 90,0 600,0
-1 30,0 600,0
2 -1 1
2 - 90,0
1 30,0
2 Y +1 90,0 600,0
2 . -1 30,0 600,0
3 ] -1 90,0
3 1 +1 30,0
3 ) +1 90.0 600,0
3 ’ 600,0

concentracdo de 50 mg 1.-1 e fluxo de 0,5 L min- 1.

Experimento 2:
Apos a determinagdo do tempo de tratamento com o0z6nio e da concentragdo de

hipoclorito necessarios, foi realizado procedimento semelhante ao experimento 1 para
esterilizacdo dos biorreatores, meio de cultura e introducdo dos explantes. Para
esterilizacdo do meio de cultura utilizou-se o resultado do experimento 1, com tratamento
do meio de cultura com 03 a 50 mg e fluxo de 0,5 L min- por 90 min sem adi¢do de

hipoclorito. Nessa fase foram testadas duas concentragdes de sacarose

O30gL"
Foram utilizados cinco biorreatores por tratamento, sendo cada biorreator

constiuido por 10 explantes de cada clone (Cl e C2), totalizando 20 explantes por

biorreator.

2.5. AvaliagOes experimentais

75



Apo0s o tratamento dos biorreatores com 03 , estes foram levados a cdmara de
fluxo laminar para adicionar o meio de cultura e 0s explantes, em ambiente asséptico.
Ap0s os tratamentos foram realizados, conforme descrito anteriormente (item 2.5).

Como testemunha, nos dois experimentos, utilizou-se o sistema tradicional de
autoclavagem tanto para os biorreatores quanto para 0 meio. A concentracao de sacarose
utilizada foi 30 g E ', por ser considerada a mais utilizada para Eucalyptus spp. e cultura
de tecidos.

Os explantes estabelecidos nas placas de Petri, como descrito no item 2.3 foram
transferidos com auxilio de uma pinca evitando contado com as superficies do biorreator.
Placas que apresentavam algum tipo de contaminacdo foram descartadas.

No experimento 1, para avaliar a contaminacdo dos biorreatores apds o tratamento
com 03, foi realizada quantificagdo do nimero de biorreatores contaminados a cada 7
dias durante 21 dias. As contaminacdes foram determinadas por avalia¢Ges visuais da
presenca de fungos elou bactérias no meio de cultura elou no explante.

No experimento 2 foram avaliados aos 21 dias o vigor médio, média de brotacoes
por explante e a média de brotacbes alongadas (>1,5 cm) nos biorreatores sem

contaminagé&o.

3. Resultados

3.1. Experimento 1

A avaliacdo da contaminacdo aconteceu com caracterizacdo de 100% para 0s
biorreatores que apresentaram contaminacdo e 0% para os biorreatores livres de

contaminacdo (Figura 2).

76



Contaminagdo
| |
| | 20
m 20
s}

. 40

= 40

|| 60

60 80

80 100

I-
|
600
500
400
Ou 300
Z
200
100
030 40 50 60 70 80 90
Tem po

Figura 2. Gréaficos de contorno dos efeitos das varidveis independentes tempo de
exposicao e concentracdo de NaClO sobre a contaminacdo do meio para o gas 0z6nio
com umidade de 75% (a) e 0% de umidade (b).

Em comparagdo com os demais tratamentos, o tratamento controle, com uso de
autoclavagem do meio e biorreator, houve contaminacdo na primeira avaliagdo, apds 7
dias do tratamento. Apo6s 21 dias, apenas 0s biorreatores com e sem NaClO tratados por
90 min com 0zdnio em concentracdo de 50 mg e fluxo de 0,5 L min-1 estavam livres de
contaminacgdo. A adicao de hipoclorito ndo apresentou efeito significativo na reducéo da

contaminag&o dos biorreatores.
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3.2. Experimento 2

Ap0s o estabelecimento das condigdes 6timas para descontaminag¢do do meio de
cultura com exposicao ao 0z6nio por 90 min, com concentracao de 50 mg L-I e fluxo de
0,5 L min-, avaliou-se as respostas qualitativas de vigor médio, brotagdes médias por
explante e média das brotacGes alongadas (> 1,5 cm). As respostas das avaliacdes
realizadas em 4 repeticdes foram submetidas a analise de variancia (ANOVA). As médias
foram comparadas pelo teste Tukey (p > 0,05).

Entre os tratamentos com sacarose em 30 g 1--1 e sem sacarose, houve diferenca
significativa no vigor médio e média de brotacdes por explantes. Para os tratamentos com
sacarose, essas variaveis apresentam maiores valores. Quando comparados os explantes
para 0 mesmo tratamento, houve diferenca significativa apenas para a média de brotagdes
dos diferentes clones. O clone C2 apresentou maior numero médio de brotacdes por

explante (Tabela 3).

Tabela 4. Avaliagdo qualitativa dos explantes submetidos ao meio com diferentes
concentragdes de sacaraose

Sacarose (g 1--)

0 30
Cl C2 Cl C2
Vigor médio 2,75+0,19 2,77+£0,15 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00
Média de 2,40 £ 0,57 240+041 35+068Ba 8,07+0,49
brotacdes por
explante
Média das 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,02 £ 0,05 0,12+0,15
brotacoes
alongadas
(>1,5cm)
Oxidacdo do meio  Ausente Ausente Presente Presente

Média * desvio padrao.

Médias seguidas da mesma letra maiGscula na mesma coluna néo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (entre tratamentos concentracdes de sacarose
diferentes). Médias seguidas da mesma letra minGscula na mesma linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey, ae 5% de significancia (entre clones Cl e C2).

4. Discussao
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Ozoénio como alternativa para esterilizacdo de biorreatores de imersdo temporal,
além da sua eficiéncia para desinfeccdo das superficies dos biorreatores, 0 0zonio teve
seu potencial para desinfeccdo do meio de cultura liquido avaliada. Dessa forma, 0 03
passa a ser avaliado como um agente completo de desinfeccdo de todo o processo de
micropropagacao in vitro de explantes de clones de clones de Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus benthamii.

O tratamento do meio de cultura com 03 foi eficiente para impedir a contaminacao
do meio com microorganismos em 90 min a 50 mg em fluxo de 0,5 L min- . O efeito
esterilizante do ozonio no meio de cultura foi observado por Ivanov et al. (2014),
utilizando os tempo de 5, 10 e 15 min a concentragéo de 5% de C02 em placas com meio
de cultura, nenhum dos tempos testados apresentou contaminacgao microbiana. Cardarelli
et al. (2015) utilizaramu tratamentos de injecdo de ozbnio em biorreatores de imersédo
temporal durante 4 semanas, testando 1, 5 e 15 minutos por dia, 0 0z6nio eliminou em
todos os tratamentos a contaminacdo microbiana. Outras pesquisas recentes indicam
grande potencial de uso do 03 na micropropagacéo de material vegetal (Cardarelli et al.,
2014; Jova e Gonzalez, 2014; Stanisavljevieé et al., 2017).

A adicdo de hipoclorito a0 meio de cultura, de forma a potencializar o efeito
sanitizante, ndo foi significativa. Assim, a adi¢cdo de hipoclorito ao meio nédo é indicada
com fins de melhorar a sanitifizagdo do meio. De acordo com Brondani et al. (2011),
dentre os produtos quimicos utilizados na esterilizacdo na micropropagacdo como
alternativa a autoclavagem, a substancia mais promisséria € o hipoclorito de sédio
(NaClO). Sua utilizacdo é citada por varios autores (Brondani et al. 2011; Malysz et al.
2011; Borges et al., 2012); Brondani et al., 2013; Pais et al., 2016) e tem a vantagem da
baixa toxicidade quando comparado com outras substancias quimicas com efeito similar
como o mercurio (HgC12), fungicida e antibi6ticos (Dutra et al., 2009; Tiwari et al.
2012).

O uso de sacarose ao meio teve o efeito no vigor do material vegetal, no namero
de brotacBes e a na média de brotacdes alongadas. Diversos trabalhos relatam o uso de
30 gr  de sacarose no processo de micropropagacéo, sendo responsavel pelas maiores
taxas de multiplicagéo ou alongamento de Eucalyptus spp. (Brondani et al., 2009; Borges
etal., 2012; Navrosky et al., 2015). Estes dados concordam com Khan et al. (2002), aonde
as maiores médias de multiplicacdo e comprimento de brotos na micropropagacdo de

Eucalyptus tereticornis ocorreram em sistema fotomixotréfico com 30 gl--1 de sacarose
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quando comparado a ambiente fotoautrotofico sem uso de sacarose. Entretanto, a redugéo
de sacarose em biorreatores de 30 para 15 gr * foi considerada como tratamento primordial
para adaptabilidade ao ambiente ex vitro em hibridos de Populus (Arencibia et al., 2017).
Gallo (2014) para as caracteristicas avaliadas, em Eucalyptus grandis x E. urophylla, os
maiores valores foram observados com o uso de 15 g de sacarose, concentragcdo que
apresenta reducdo desse aglcar no meio, visto o emprego usual de sacarose na
micropropagacdo de Eucalyptus é de 30 g E '. Apesar dos efeitos positivos nas
caracteristicas de producdo, com a adicdo de sacarose observou-se a oxidacdo do meio.
Efeito negativo da sacarose na oxidacdo do meio, onde o suprimento de sacarose
aumentou a oxidagdo foi observado por Gallo (2014) em Eucalyptus grandis x E.
urophylla.

Os resultados do presente estudo evidenciaram que o0s clones apresentaram
relacéo diferencial ao uso ou ndo de sacarose. Em geral 30 g foi superior em nimero de
brotacdes e tamanho da maior brotacdo. Esse resultado reflete a variacdo de resposta de
diferentes genétipos & multiplicages in vitro também observada em outros estudos.
Sotelo e Monza (2007) definiram um protocolo de micropropagacéo de clones adultos de
Eucalyptus globulus sub. maidenii, por meio de gemas epicérmicas, observando que
apenas 5 clones de um total de 58 avaliados apresentaram resposta a multiplicacdo in
vitro, evidenciando que o genotipo tem efeito direito nesta variacdo .Estas diferencas
entre clones foram evidenciadas por Oliveira et al. (2011), trabalhando com Eucalyptus
urophylla em biorreatores, o ClI foi superior ao C2 na producao de novos brotos durante
o0 periodo de cultivo, com média de 1 1 brotos por explante, em compara¢do com a 5,3
do C2.

Em biorreatores tem sido trabalhado o cultivo fotoautotréfico ou fotomixotrofico
(Arencibia et al., 2013; Arencibia et al., 2017; Regueira et al., 2018). Porém, ainda se
torna necessario maiores estudos, objetivando o desenvolvimento de protocolos
eficientes para obter aumento na produtividade na multiplicacdo, reducdo nos custos,
melhores taxas de alongamento e aclimatagdo tornando o processo competitivo com 0s
métodos tradicionais de producdo (Businge et al., 2017; Maximo et al., 2018). Além
disso, necessita-se aliar a redugéo de sacarose com técnicas de redugdo de contaminacao,
suprimento de luz e CO2 que possibilitem o desenvolvimento do fotoautotrofismo.

Os resultados do presente trabalho demonstram que o sistema de esterilizagdo com
03 é um importante aliado a cultura de tecidos, podendo tornar-se uma forma alternativa
na producdo de materiais micropropagados com menor custo e maior eficiéncia. O
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desenvolvimento de novas metodologias para produgdo in vitro aliadas a técnicas ex vitro
de aclimatacdo desse material, principalmente em condi¢des fotoautotroficas, abre novas
perspectivas para a clonagem de materiais elite florestais, tornando a técnica cada vez
mais viavel economicamente.

5. Conclusoes

Como indicagéo de protocolo para utilizagéo do 0zénio em completa substituigdo
a autoclavagem na micropropagaqgédo in vitro de explantes de clones de clones de
Eucalyptus urophylla e E. benthamii, tem-se a utilizagéo do gas para sanitizagdo das
superficies do biorreator vazio apos sua lavagem e secagem; ozonizagdo do meio de
cultura Ifquido por 90 min com concentraqdo de 50 mg E 'e fluxo de 0,5 L min- e adigéo
de sacarose ao meio de cultura em concentragdo de 30 gE !, tornando desnecessaria a
utilizagéo de autoclave para sanitizagéo dos biorreatores ou autoclavagem do meio de

cultura.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Diante dos objetivos propostos e nas condi¢cbes em que foram realizados os
experimentos do presente estudo, buscando avaliar o potencial de sistemas
fotoautotrofico, a selecdo de materiais com maior competéncia a micropropagagéo e o
uso da esterilizacdo com o0zonio na producdo de Eucalyptus spp. em biorreatores, foi

possivel concluir:

1) A propagacdo in vitro de clones de Eucalyptus para obtencdo de brotagdes pode

ser realizada em o uso de meio liquido com maiores incrementos de massa fresca,
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taxa de multiplicacdo e tamanho da maior brotagdo que os observados em

meio semi-solido.

2) O uso de tampas rigidas, sem trocas gasosas, nos frascos para cultivo in vitro pela
micropropagacdo de clones de Eucalyptus spp., nas fases de multiplicacdo e
alongamento, favorece as taxas de multiplicacdo, sendo o ambiente mais
favoravel para a propagacéo in vitro dos gendtipos avaliados. As caracteristicas
de crescimento também sdo influenciadas pelo gendtipo. O controle genético para
as caracteristicas avaliadas e a interacdo genotipo x ambiente, em ambientes com
e sem trocas gasosas, permite a selecéo e classificagdo de clones de Eucalyptus

spp. mais aptos as fases de multiplicacéo e alongamento in vitro.

3) A reducdo do uso de sacarose no meio de cultivo e de sistemas que permitam
aumento da producdo em multiplicacdo e alongamento do material in vitro pela
micropropagacdo, como diferentes qualidades e quantidades de luz, sdo fatores
fundamentais a serem considerados nos estudos para implementacdo de
protocolos de cultivo fotoautotréfico. O uso de sacarose adicionado no meio de
cultivo in vitro, em geral estimulou a producéo de clones de Eucalyptus benthamii

e de Eucalyptus dunnii nas fases de multiplicagédo e alongamento.

4) A multiplicacdo e o alongamento dos gendtipos de Eucalyptus benthamii e

Eucalyptus dunnii pode ser promovido com o uso de lampadas fluorescentes,
LED branca e LED vermelho/azul durante seu cultivo in vitro, na fase de

multiplicacdo e alongamento, com ou sem uso de sacarose. No geral, todas as
qualidades e intensidades de luz testadas proporcionam bom desenvolvimento dos
clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii cultivados in vitro. O uso de LED
branca e 30 g 1--1 de sacarose promove valores de clorofila total e de carotenoides

mais proximos aos encontrados ex vitro.

5) O sistema de esterelizagdo de biorreatores com utilizacdo do 0zonio (03) pode ser
utilizada em completa substituicdo a autoclavagem, utilizando primeiro a

ozonizacao do biorreator vazios com a exposi¢do a 50 mg L-I de 03 por 15 min
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em fluxo constante de 0,5 L min- e posterior a ozonizagdo do meio de cultura
liquido por 90 min com concentracao de 50 mg e fluxo de 0,5 L min- . No entanto,
novos estudos devem ser conduzidos buscando optimizar os resultados de
multiplicacdo, alongamento, aclimatacdo ex vitro, assim como buscar protolocos
e tecnologias que aliadas ao 03 viabilize econémica e operacionalmente em larga

escala os microjardins clonais.
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