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RESUMO 

GATTI, Kellen Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2018. 

Fotoautotrofia e ozonização de biorreatores na micropropagação de clones de 

Eucalyptus spp. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientador: Wagner Campos Otoni. 

Os avanços do melhoramento genético e da biotecnologia florestal estão 

acompanhados por mudanças e desafios na clonagem plantas. Durante muitos anos o 

uso da miniestaquia tem sido o 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 produção de mudas, aumenta a 

necessidade de protocolos e sistemas eficientes de propagação em laboratório. Com 

isso, muitos conceitos do cultivo in vitro convencional como meio de cultivo, tipo de 

recipiente, sistema de produção, heterotrofia estão mudando. Os estudos relacionados 

aos sistemas fotoautotróficos, jardins clonais in vitro e a automatização dos sistemas 

vem crescendo e sendo fundamental para o futuro da clonagem de plantas. Estes 

buscam tornar mais acessível e eficiente o processo de produção de plantas in vitro. 

Assim, objetiva-se nesse trabalho avaliar o potencial de sistemas fotoautotrófico, a 

seleção de materiais com maior competência a micropropagação e o uso da 

esterilização com ozônio na produção de Eucayptus spp. em biorreatores. Analisou-se 

o uso do meio semi-sólido e líquido, buscando entender o crescimento de clones de 

Eucalyptus spp. em sistemas de meio líquido como os utilizados em biorreatores. Foi 

verificado no estudo que o uso de meio líquido proporcionou maior incremento de 

massas fresca e seca dos explantes, taxa de multiplicação e tamanho da maior brotação. 

Além das diferenças constatadas no crescimento do material, observou-se respostas 

diferenciadas entre os clones em relação ao meio de cultivo utilizado (semi-sólido e 

líquido) para a maioria das características mensuradas. Para avaliação do crescimento 

de genótipos de Eucalyptus spp., em ambientes de trocas gasosas quanto a 

multiplicação e alongamento in vitro, testou-se dois ambientes e 10 clones por fase in 

vitro. O ambiente sem trocas gasosas foi mais favorável para a propagação in vitro dos 

genótipos testados. Além das diferenças observadas entre ambientes, constatou-se 

efeito do fator genético sobre as características, o que possibilita a seleção de clones 

para propagação sob as condições analisadas. Em relação às características avaliadas, 

os clones de E. benthamii apresentaram melhor desempenho em comparação com os 

demais clones estudados. Aliados a trocas gasosas, outros fatores como redução de 

sacarose e luz foram estudados visando estabelecer clones de Eucalyptus spp. em 
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sistemas fotoautotróficos em biorreatores. Todas as qualidades e intensidades 

lumínicas 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 próximos aos encontrados ex vitro para os clones 

testados. O uso de sacarose, adicionado no meio de cultivo in vitro, foi importante para 

estimular a produção na multiplicação e alongamento, bem como aumentar as taxas de 

clorofila total e de carotenoides. Visando sistemas alternativos de esterilização dos 

biorreatores e meio de cultura, diferentes tempos e concentrações de ozônio (03) foram 

utilizados. 0 03 pode ser utilizado em substituição à autoclavagem, realizando a 

ozonização primeiro os biorreatores vazios, com a exposição a 50 mg 1.-1 de 03 por 15 

min em fluxo constante de 0,5 L min- e, posteriormente, a ozonização do meio de 

cultura líquido por 90 min com concentração de 50 mg de 03 e fluxo de 0,5 L min- . 

Novos estudos devem ser conduzidos buscando optimizar os resultados de 

multiplicação, alongamento, aclimatação ex vitro, assim como buscar protolocos e 

tecnologias que aliadas ao ozônio, viabilize econômica 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 
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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 l 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 l 03 and flow of 0.5 E l 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. INTRODUÇÃO GERAL 

A silvicultura clonal nas últimas décadas e, particularmente nos últimos anos, tem 

sido considerada como o grande avanço do setor florestal brasileiro, principalmente para 

o gênero Eucalyptus. A clonagem tem permitido avanços rápidos no melhoramento 

genético através da seleção e rnultiplicação vegetativa de genótipos selecionados 

resistentes ou tolerantes a pragas e doenças, fatores abióticos, ou simplesmente aumento 

de produtividade e homogeneidade da plantação. 

A produção de mudas comerciais para atendimento aos programas de silvicultura 

clonal tem sido realizada por meio da propagação vegetativa de clones em viveiros 

florestais; no viveiro a miniestaquia e a microestaquia são as técnicas mais utilizadas. A 

primeira utiliza como fonte de propágulos plantas produzidas pelas técnicas de 

macroestaquia ou miniestaquia, já na segunda estes propágulos são produzidos em 

laboratório de cultura de tecidos, através da micropropagação. 

No setor florestal, os usos mais comuns da micropropagação tem sido a limpeza 

clonal, o revigoramento/rejuvenescimento de clones selecionados, bancos de 

germoplasma, intercâmbio de material genético a nível nacional e internacional, a 

indução de poliploidia artificial, assim como base para outras técnicas de biotecnologia, 

tais como a transgenia. 

A cultura de tecidos permite a rápida propagação de árvores selecionadas em 

florestas clonais comerciais. A micropropagação e a preservação in vitro contribuem para 

fornecer materiais para as plantações comerciais no mundo todo (Trueman et al., 2018) 

através de bancos de germoplasma e multiplicação massal de genótipos. As condições 

climáticas são mais controladas e assépticas, não sendo assim afetada pelas atuais 

mudanças climáticas e sazonalidade observadas nos viveiros florestais na condição ex 

vitro, produzindo assim plantas livres de microrganismos e vigorosas. 

Por vezes, o custo das plantas espécies florestais micropropagadas em nível 

comercial, em relação ao das plantas produzidas em viveiros florestais, tem sido 

restritivo, o que têm estimulado e desafiado os pesquisadores na busca por alternativas 

viáveis tecnicamente, economicamente e operacionalmente de produção in vitro. 

Novos sistemas de micropropagação têm sido desenvolvidos na aquisição de 

melhorias do processo de produção vegetal buscando reduzir custos e resolver as 

limitações atuais dos viveiros ex vitro. Entre os novos sistemas de interesse na 

biotecnologia visando à automatização e larga escala, encontra-se o sistema de 
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biorreatores (Penchel et al., 2007). A produção de plantas em biorreator em meio líquido, 

tem sido estudada e testada nos últimos anos como alternativa, mais ainda carecem de 

ajustes técnicos como operacionais viáveis 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 fotoautotróficos com melhores 

taxas de multiplicação, alongamento e aclimatação, aliado a menores custos é uma 

tendências atual em relação às condições de cultivo in vitro. Nesse contexto, os objetivos 

específicos deste estudo foram: 1) verificar o efeito do meio líquido na produção in vitro 

de Eucalyptus spp.; 2) verificar o efeito de trocas gasosas na produção in vitro de 

Eucalyptus spp.; 3) verificar o efeito de concentrações de sacarose e luz na 

micropropagação de Eucalyptus spp.; 4) determinar a eficiência da esterilização química 

com ozônio em biorreatores na condição in vitro; e 5) estimar o efeito da esterilização 

química do meio, sacarose e a taxa de produção de Eucalyptus spp. em biorreatores. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Biorreatores: Definições, vantagens e desvantagens 

Biorreatores podem ser conceituados como equipamentos para cultivo sob 

imersão temporária ou permanente de células, gemas, embriões ou qualquer tipo de 

propágulo que possa ser utilizado na micropropagação (Teixeira, 2002). 

Um biorreator é um recipiente esterilizado e projetado para cultivos em grande 

escala, ciclos frequentes e proporcionar o máximo de oportunidades para monitoramento 

e controle das condições ambientais, tais como a agitação, aeração e temperatura (Watt, 

2012; Georgiev 2014). 

Os biorreatores têm apresentado vantagens em relação à micropropagação 

convencional, que incluem o aumento da taxa de multiplicação, o crescimento mais 

rápido e de maior qualidade da cultura, uso de meio líquido, a redução no custo médio 

de energia, mão de obra e espaço de laboratório (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 

mecânico, com reflexos positivos no crescimento, vigor e aclimatação das mudas ex 

vitro. Apresentando também melhor resposta morfogenética em decorrência das 
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melhores condições de cultivo, quando comparadas com a produção de plantas ex vitro 

e a produção tradicional in vitro. 

Dentro das desvantagens do sistema de biorreatores podemos citar as 

relacionadas ao processo de micropropagação: dependência de um laboratório de cultura 

de tecidos, cuja manutenção implica em altos custos, exigência de mão-deobra 

altamente especializada; elevada possibilidade de contaminação; variação de condições 

entre e dentro de clones; dificuldade de encontrar o meio adequado para a espécie 

desejada; e possibilidade de ocorrência de mutações (Dutra et al., 2009). Outras 

desvantagens dos biorreatores são o alto custo inicial de implantação do sistema, as 

desordens fisiológicas (principalmente hiperhidricidade) e a falta de processos 

alternativos para esterilização do material (Teixeira et al., 2010). 

Diante das suas limitações, vários tipos de biorreatores foram desenvolvidos e 

têm sido utilizados em cultivo de gemas, embriões e plantas (Watt, 2012; Steingroewer 

et al., 2013). Diante da morfologia complexa do tecido da planta e órgãos, exige o 

desenvolvimento de biorreatores com um desenho sofisticado, capaz de proporcionar um 

microambiente específico, a fim de assegurar o crescimento e a integridade fisiológica 

das culturas. Dependendo do ambiente, os biorreatores podem ser divididos em quatro 

tipos: de fase líquida, em fase gasosa, biorreatores híbridos e o sistema de imersão 

temporária (BIT) (Georgiev, 2014). 

Atualmente os biorreatores de imersão temporária são os mais utilizados, estes 

proporcionam condições de usar meio líquido e controlar o ambiente gasoso interno, ao 

mesmo tempo. Além disso, pode proporcionar automatização do sistema de produção, 

facilitando redução dos custos de produção por meio de maior produtividade. Dentre as 

principais atribuições dos biorreatores de imersão temporária está a redução de 

hiperhidricidade, em comparação com a de imersão permanente. O crescimento da 

planta e desenvolvimento pode ser controlado por meio da manipulação da frequência 

e duração da imersão no meio líquido. Devido à falta de agitação e de ventilação, a 

tensão mecânica dos tecidos da planta é geralmente baixa em comparação com os outros 

sistemas de biorreatores (Steingroewer et al., 2013). 

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

imersão temporária, fazendo com que, ao longo dos últimos anos, o BIT seja 
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reconhecido como uma tecnologia promissora para a micropropagação de plantas, para 

a produção de metabolitos secundários derivados de plantas, para a expressão de 

proteínas, assim como para a produção de plantas transgênicas e fitorremediação 

(Georgiev et al., 2013; Georgiev, 2014). 

O principal foco dos trabalhos realizados pelos grupos de pesquisa com uso de 

biorreatores está relacionado com a avaliação de um tipo de BIT, na produção de mudas 

e aumento dos rendimentos, em comparação com meios semi-sólidos ou imersão 

permanente (Jova et al., 2011). A maioria dos autores relata aumento das taxas de 

multiplicação com seus BITS de escolha, em comparação com o semisólido, embora 

alguns não apresentarem diferenças (Teixeira et al., 2011; Watt, 2012; Georgiev, 2014). 

Todos os autores relatam vantagens do uso de biorreatores em relação à micropropagação 

tradicional, fazendo com que seu uso seja cada ano de maior interesse para a propagação 

de plantas in vitro. 

2.2. Aplicação de biorreatores para a propagação de mudas em larga escala 

O uso de biorreatores na produção de mudas em larga escala tem apresentado um 

mercado crescente nos últimos anos. Cuba, França e Brasil são países pioneiros nessa 

tecnologia, iniciando o uso de biorreatores na indústria e no comércio nas décadas de 80-

90 (Cabral, 2011). Espécies ornamentais (lírio e, bromélia) e agronômicas (batata, estévia 

e banana) podem ser citadas como espécies precursoras na propagação em larga escala 

em biorreatores. Para espécies arbóreas, relatos apontam que nos anos de 2005-2007 

ocorreu a utilização comercial de biorreatores (Penchel et al., 2007). 

O uso de meio líquido em sistema de biorreatores é adequado para produção 

comercial em larga escala de plantas micropropagadas (Debnath, 2016). Buscando o 

aumento da produção em qualidade e quantidade, o uso de biorreatores e meio líquido 

em larga escala possibilita o controle automatizado e pode ser informatizado, projetado 

para monitorar e controlar as condições de cultivo, parâmetros restritos no cultivo 

tradicional in vitro. Com o cultivo em biorreatores em meio líquido, pode-se controlar a 

duração e intervalos de imersão e aeração, temperatura, concentrações de oxigênio e C02, 

pH, composição do ambiente gasoso, fotossíntese e o nível do meio líquido (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 
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proposto um modelo de incremento da espécie. Os autores concluiram que o modelo 

criado pelo monitoramento no biorreator foi satisfatório, pois apresentou resultado 

semelhante com o calculado no processo destrutivo. 

O uso de biorreatores na produção 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; Máximo, 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 implantação desta tecnologia em escala operacional ainda são necessários diversos 

ajustes no manejo do equipamento e da cultura. 

Fica evidente que uso de biorreatores de imersão temporária para a produção em 

larga escala pode ser potencialmente aplicado com sucesso para a propagação de muitas 

espécies de plantas lenhosas arbóreas. Porém, ainda há necessidade de desenvolvimento 

de protocolos eficientes para obter um aumento na produtividade (Debiasi, 2011) e 

redução nos custos, tornando o processo competitivo com os métodos convencionais de 

produção de mudas. 

2.3. Produção de espécies lenhosas em biorreatores 

Várias são as técnicas de propagação clonal atualmente utilizadas in vitro para 

pesquisas elou comercialmente em espécies florestais. Dentre elas está a 

micropropagação em meio semi-sólido em potes, a embriogênese somática e a 

micropropagação em meio líquido em biorreatores, sendo esta última considerada a mais 

promissora. 

Os primeiros relatos da propagação de espécies lenhosas em biorreatores foram os de 

Aitken-Christie et al. (1988), com Pinus radiata e porta-enxertos de macieira. Desde 

então, os biorreatores são estudados na propagação de espécies lenhosas, porém apenas 

nos últimos anos passaram a se destacar nas pesquisas e com interesses pelas empresas 

florestais. 
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Vários trabalhos recentes descrevem a biotecnologia como oportunidade 

emergente para espécies lenhosas, mas ainda são escassos os estudos envolvendo a 

tecnologia de biorreatores. Nawrot-Chorabik (2012) relata a produção em larga escala 

pelo método de embriogênese somática in vitro, utilizando biorreatores para a 

reprodução de espécies arbóreas. Nesse caso, a embriogênese somática foi induzida em 

meio semi-sólido, e depois o tecido foi transferido para meio líquido em biorreatores. A 

embriogênese somática em carvalho (Quercus suber L.) em biorreatores foi considerada 

uma ferramenta eficiente para a produção de um grande número de embriões (Pérez et 

al., 2013). O uso de embriões em biorreatores de imersão temporária na propagação em 

larga escala de rícino (Kalopanax septemlobus) proporcionou alta taxa de conversão de 

mudas, as quais foram morfologicamente normais e vigorosas, com melhor desempenho 

durante a aclimatização, mostrando maiores números de sobrevivência (Kim et al., 

2011). Além das espécies supracitadas, o cultivo de embriões somáticos em biorreatores 

de imersão temporária foi utilizado em estudos com dendê (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 coníferas em biorreator via embriogênese 

somática foi relatado em Picea mariana e P. gluca-engelmannii (Tautorus et al., 1994) e 

P. glauca (Attree et al., 1994). Para P. sitchensis a manutenção de suspensões 

embriogênicas foi relatada somente em frasco com meio líquido (Krogstrup, 1990). 

A propagação de Eucalyptus por embriogênese somática ainda possui muitas 

lacunas, permanecendo seu cultivo in vitro via brotações axilares e apicais (Merkle e 

Nairn, 2005). A maioria dos trabalhos relata a inexistência de um protocolo eficiente de 

regeneração de Eucalyptus por embriogênese somática, uma vez que ainda existem 

problemas básicos a serem solucionados, como o número reduzido de embriões obtidos 

e a baixa taxa de conversão destes em plantas (Titon et al., 2007). Uma possibilidade 

para melhoria do processo de produção de embriões de eucaliptos seria o uso de 

biorreatores de imersão temporária. 

Quanto å micropropagagäo por brotaqöes axilares e apicais, vårios trabalhos 

foram realizados em biorreatores, em diversas espécies lenhosas. Em Eucalyptus, o uso 

de biorreatores tem apresentado resultados satisfat6rios comparados com sistemas 

tradicionais de micropropagagäo (Oliveira et al., 2014; Da Silva et al., 2015; Mendonqa 

et al., 2016; Businge et al., 2017; Måximo et al., 2018). 

Outras espécies lenhosas micropropagadas por brotaqöes axilares e apicais em 

biorreatores de imersäo temporåria säo: Artocarpus altilis (Murch et al., 2007), 
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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-SÓLIDO E LÍQUIDO NA 

MICROPROPAGAÇÃO DE CLONES DE Eucalyptus spp. 

Resumo - O presente trabalho objetivou avaliar o efêito do meio de cultura semisólido e 

líquido, bem como a possibilidade de uso do meio líquido na multiplicação in vitro de 

um clone de Eucalyptus urophylla, três 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 adição de agente geleificante. Foram avaliadas a produção de 

brotações, tamanho da maior brotação, vigor, oxidação dos explantes e do meio de 

cultura, presença ou ausência de raízez e massas fresca e seca após 30 dias da instalação 

do experimento. A micropropagação de Eucalyptus spp. pode ser realizada utilizando-se 

de meio de cultura semi-sólido ou líquido. O uso de meio líquido resultou em maior 

incremento de massa fresca e seca dos explantes, taxa de multiplicação e tamanho da 

maior brotação. Com base nos resultados obtidos, observaram-se respostas diferentes 

entre os clones em relação ao meio de cultivo utilizado (semi-sólido e líquido) para as 

características de oxidação do explante, número de brotações e tamanho da maior 

brotação. 

Palavras-chaves: Propagação in vitro; sistemas líquidos; consistência do meio; meio de 

cultura 

1. Introdução 

A micropropagação tem sido amplamente utilizada como ferramenta para 

propagação massal de clones em curto espaço de tempo, com controle nutricional, 

ambiental e fitosanitário, limpeza clonal, transporte do material clonal por grandes 

distâncias sem danos, intercâmbio de material genético, armazenamento por extenso 

período e retenção do vigor híbrido (Xavier et al., 2013). As desvantagens dessa técnica 

incluem: a necessidade de um laboratório de cultura de tecidos, que demanda altos custos 

de manutenção, exigência de mão-de-obra especializada, a ocorrência de elevadas taxas 

de contaminação, variação de condições 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 aperfeiçoamento da clonagem e viabilização 

econômica da produção massal de Eucalyptus via micropropagação, novos 

procedimentos na produção in vitro de espécies florestais tem sido aliado na 

potencialização e redução de custos do cultivo vegetal, em laboratórios de cultura de 

tecidos vegetais. No sistema tradicional de produção de plantas in vitro o meio de cultura 

utilizado é semi-sólido com a adição de agentes gelificantes. Quando alteradas as 

características físicas do meio, alteram-se os parâmetros de absorção e disponibilidade 

de nutrientes e fitorreguladores, influenciando assim o desenvolvimento da planta. 

Geralmente a quantidade de nutrientes varia com a presença ou ausência de 

agentes gelificantes no meio de cultivo, sendo exigido o uso de maior quantidade na 

preparação do meio semi-sólido do que no meio líquido. Os explantes in vitro, na maioria 

dos casos, não possuem raízes, dificultando a absorção e disponibilidade de nutrientes. 

Outro fator a ser considerado na utilização do meio de cultura semissemisólido é o alto 

custo gerado pela adição do agente gelificante (Mohamed et al., 2009; Kaur et al., 2015; 

Kadam et al. 2018). 

O uso de meio líquido em processos de micropropagação tem sido considerado 

uma solução recomendanda visando à redução dos custos de produção de porpágulos, 

assim como nas situações aonde pretende-se automatizar o processo (Aitken-Christie, 

1991; Watt, 2012). De fato, sistemas de cultura líquido proporcionam condições muito 

mais uniformes de distribuição de nutrientes e água, melhorando a nutrição 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 

esterilização por ultrafiltração, bem como a limpeza do recipiente após do uso é 

facilitada. Com a adoção do meio de cultura líquido na propagação in vitro, recipientes 

maiores podem ser utilizados, otimizando a produção em escala (Berthouly e Etienne, 

2005; Teixeiras, 2011). 

Outras vantagens do meio líquido sobre o meio semi-sólido são relacionadas à 

possibilidade de taxas de crescimento mais rápidas, maior número de brotações e menor 

ocorrência de distúrbios fisiológicos no desenvolvimento das plantas (Sinhg, 2018). Salla 

et al. (2017), testando meio semi-sólido e líquido na organogênese de Eucalyptus 

globulus, concluiram que o meio líquido foi mais eficiente na promoção da multiplicação 

de brotos, resultando num sistema menos dispendioso e menos laborioso, com menor 

produção de compostos fenólicos e, portanto, mais útil para regeneração de plantas de 

Eucalyptus geneticamente modificadas. Trueman et al. (2018) citam que a introdução e 

a proliferação de brotos de Eucalyptus via micropropagação são geralmente realizadas 
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em meios semi-sólidos incorporando agentes geleificantes; no entanto, meios líquidos 

têm sido considerados alternativas mais adequadas para diferentes espécies de 

Eucalyptus e Corymbia. 

Do ponto de vista fisiológico, o uso de meio líquido na propagação in vitro pode 

causar a hiperhidricidade, considerada a desordem mais grave em sistemas de cultura 

líquidos (Gerald e Lee, 2011; Teixeiras, 2011; Tabart et al., 2015), dificultando a 

aclimatação das plantas na condição ex vitro (Teixeiras, 2011). Como forma de atenuar 

tais efeitos, Singh (2018) comparando o meio líquido com semisólido, em sistemas de 

imersão temporária, obteve melhor proliferação 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-sólido e líquido em biorreator 

de imersão temporal, concluiram que o meio líquido mostrou-se viável, com maior 

eficiência e mais rápido como sistema de propagação de Prunus avium, quando 

comparado ao uso de meio semisólido. 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a influência 

da consistência do meio de cultura na micropropagação de seis clones de 

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

2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal 

Para a obtenção 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 micropropagação, localizado no Laboratório de 

Cultura de Tecidos II do Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária — 

BIOAGRO, da Universidade Federal de Viçosa — UFV, localizado no município de 

Viçosa, Minas Gerais. 

Para multiplicação 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 ), ágar (7 g E l ), 

sacarose (30 g 13 1 ), 0,5 mg de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg L1 de ANA (ácido 

u-naftalenoacético) e PVP (0,8 g 1.-1 ), com pH ajustado para 5,8 ± 0,01 antes da adição 
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do ágar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressão de 1,5 atm e 

temperatura de 121 oc por 20 min. 

No cultivo dos clones, via micropropagação, as condições ambientais da sala de 

crescimento do laboratório foram mantidas com temperatura de 25 ± 2 oc e com 

fotoperíodo de 16 h, com irradiância de 33 gmol m-2 s -1 (quantificada por radiômetro 

LI-COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lâmpadas fluorescentes tubulares 

(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram , Brasil). 

2.2. Tratamentos: meio semi-sólido e líquido 

Após 30 dias em meio de cultivo para multiplicação, 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-sólido com uso de ágar; 2) meio líquido com 

papel de filtro (pontes de papel) para evitar imersão do explante no meio (Figura 1). 

Em cada tubo de ensaio foi adicionado 10 mL de meio de cultura JADS (Correia 

et al., 1995), suplementado com mio-inositol (0,1 g El ), ágar (7 g E l ), sacarose (30g 1=-

1 ), 0,5 mg de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg 1--1 de ANA (ácido 

naftalenoacético) e PVP (0,8 g E l ), com pH ajustado para 5,8 ± 0,01 antes da adição do 

ágar (meio semi-sólido). O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressão 

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

 

Figura 1. Uso de pontes de papel para multiplicação de brotações de Eucalyptus spp. em 

meio de cultura líquido. 

2.3. Avaliações experimentais e análise dos dados 

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 

2x6, com dois tratamentos (semi-sólido e líquido) e seis clones. Para cada tratamento 

foram utilizadas 4 repetições de 5 tubos cada e um explante por tubo, constituindo-se os 

tratamentos com a adição (semi-sólido) e sem adição (líquido) do ágar ao meio nutritivo. 

Após 30 dias da instalação do experimento, foram avaliadas a produção de brotações, 
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tamanho da maior brotação, vigor, oxidação dos explantes e do meio de cultura, presença 

ou ausência de raiz, massas fresca e seca dos explantes. Para as características vigor, 

oxidação dos explantes e do meio de cultura, presença ou ausência de raíz, adotou-se 

uma escala conforme indicado na Tabela 1. A fim de se atender os pressupostos da 

análise se variância, utilizou-se a transformação "raiz quadrada de x + 0,5". Sempre que 

indentificada significância das fontes de variação pelo teste F na análise de variância 

(p<=0.05) realizou-se comparações múltiplas entre as médias pelo teste Tukey 

(p<=0.05). Todas as análises foram feitas com o auxílio do software R e pacote 

ExpDes.pt. (Ferreira el al., 2013). 

Tabela 1 - Escala de notas para a classificação das características avaliadas quanto ao 
vigor, da oxidação do meio, oxidação dos explantes e presença e ausência e raiz em 
cultivo in vitro pela micropropagação de seis clones de Eucalyptus spp. 

Características Descrição da pontuação designada 

Vigor das brotações 0 - Baixo - senescência e morte das brotações l- Ruim - brotações com clorose, baixa 

multiplicação e alto grau de hiperhidricidade 2- Médio - brotações sem clorose, com 

baixo grau de hiperhidricidade 
3 - Otimo - brotações com alta multiplicação, sem clorose, sem hiperhidricidade 

Oxidação do meio 0 - Nula - sem oxidação 
I - Baixa - meio com coloração amarelo claro 
2 - Média - meio com coloração amarelo escuro 
3 - Alta - meio de cultum completamente oxidado com tom acinzentado 

Oxidação do explante  0 - Nula - sem oxidação 
I - Baixa - reduzida oxidação na base dos explantes 
2 - Média - coloração ligeiramente amarelada nos explantes 
3- Total - oxidação completa dos explantes (tom amarelo escuro) 

Presença de raiz 0 - sem presença de raiz 
I — com presença de raiz 

3. Resultados 

De acordo com os resultados obtidos, houve interação significativa (p<0,05) 

(Tabela 2) dos clones em relação ao meio de cultivo para as características de oxidação 

do explante, número de brotações e tamanho da maior brotação. 

Tabela 2. Resumo da ANOVA para as características avaliadas de vigor, oxidação do 

meio, oxidação dos explantes, número de brotações e comprimento da maior brotação 

por explante de seis clones de Eucalyptus spp., aos 30 dias após a inoculação, em função 

do tipo de meio (semi-sólido ou líquido) utilizado. 

FV GL Vigor 
Oxidação 

do explante 

Oxidação 

do meio 

Número de Tamanho maior 

brotações brotação 
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Meio de Cultivo 

Clone 

Meio x Clone 

Resíduo 

1 

5 

5 

0,4021ns 
0,8802 * 

0,1309ns 

0,1595 

0,1104 ns 

0,7264 * 

0,2278 * 

0,0738 

0,4058 * 

0,6051 * 

0,0419ns 

0,0473 

7e-04 ns 
10,7151 * 

2,7269 * 

0,6499 

0,0067 ns 

0,6858 * 

0,2463 * 

0,0492 

  30,112 23,590 19,731 40,571 20,748 

*e ns : significativo e não significativo ao nível de 5 % de probabilidade (p < 0,05), pelo teste 

F. 

O meio semi-sólido apresentou maior oxidação do meio quando comparado ao 

uso do meio líquido. Quanto aos resultados obtidos dos clones em relação à avaliação do 

vigor e oxidação do meio de cultivo, os materiais genéticos que apresentaram maior vigor 

foram os que apresentaram maiores valores de oxidação do meio (Tabela 3). Analisando 

os diferentes clones testados quanto à oxidação do meio de cultivo, os clones Cl e C5 

não apresentaram diferença quanto ao meio utilizado, mantendo taxa de vigor de média 

a alta. Cl foi o clone que mais oxidou o meio e obteve maior vigor e C5 0 de menores 

taxas de oxidação e vigor. Já os clones C2, C3 e C4 apresentaram maiores taxas de 

oxidação e vigor no meio semi-sólido. 

A oxidação dos explantes foi menor no meio líquido para os clones C2, C4 e 

C6, para os demais o meio semi-sólido proporcionou menor taxa oxidativa sobre os 

explantes. 

O clone 1 alcançou o maior número de explantes no meio líquido em comparação 

ao meio semi-sólido, assim como o maior tamanho de brotação (Tabela 4). Já o clone 6 

obteve maior número e tamanho de brotação no meio semi-sólido. Comparando o uso de 

meio semi-sólido ou líquido para os demais clones, estes não apresentaram diferenças na 

emissão de brotações nem para tamanho da maior brotação. O clone 1 foi superior aos 

demais clones avaliados no meio líquido, tanto em número quanto em tamanho de 

brotações. No meio semi-sólido, os clones Cl, C2 e C3 apresentaram maior número de 

brotações e tamanho da maior brotação. 

Tabela 3. Vigor e oxidação do meio de cultivo de seis clones de Eucalyptus spp. aos 30 

dias após a inoculação, em flinção do tipo de meio (semi-sólido ou líquido) utilizado. 

Clones Vigor 
Oxidação 

meio 
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 1,43 a 

1,37 ab 

1,44 a 

1,15 

b 

1,13 

b 

1,44 a 

1,28 a 

1,17 ab 

1,10 bc 

0,97 cd 

0,95 d 

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste 

Tukey, a 5% de significância. 

Tabela 4. Número de explantes (A) e tamanho da maior brotação (B) de seis clones de 

Eucalyptus spp., aos 30 dias após a inoculação, em função do tipo de meio de cultivo 

(semi-sólido ou líquido) utilizado. 

 (A) Número de explantes (B) Tamanho maior brotação (cm) 

 
 Meio Meio 

 

Clones Líquido Semi-sólido 

 3,1857 Aa 

2,096 Ab 

1,6666 

Ab 

1,7435 

Ab 

1,6941 

Ab 

1,5264 Bb 

2,5495 Ba 

2,5516 Aa 

1,567 Aa 

1,5543 Ab 

1,3977 Ab 

2,3123 Ab 

 

 

Clones Líquido Semi-sólido 

 1,4228 Aa 

1,0883 Ab 

0,9763 Ab 

0,9857 Ab 

0,9857 Ab 

0,9874 Bb 

1,1578 Ba 

1,1930 Aa 

1,0221 Aa 

0,9290 Aab 

0,9140 Ab 

1,1668 Ab 
 

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra maíuscula na linha e minúscula na coluna não se diferem 

entre si pelo teste Tukey, a 5% de significância. 

Foram encontradas diferenças de massa fresca e massa seca dos explantes em 

relação ao meio utilizado, ao clone com o meio e entre os clones (Tabela 5). As maiores 

médias foram conseguidas entre clones e dentro dos clones no meio líquido. 

No meio semi-sólido a média de massa fresca foi de 0,20 mg e massa seca 0,03 mg. Já 

no meio líquido a média da massa fresca foi de 0,45 mg e massa seca seca de 0,05 mg 

(Tabela 6). 



18 

Tabela 5. Resumo da ANOVA para as características avaliados de massa fresca e massa 

seca dos explantes de seis clones de Eucalyptus spp., aos 30 dias após a inoculação, em 

função do tipo de meio (semi-sólido ou líquido) utilizado. 

FV  
Massa fresca  Massa seca 

Meio de cultivo 

Clone 

Meio x Clone 

Resíduo 

1 

5 

5 

24 0,1592* 

 

  
53,71 

28,47 

Obs.: *e ns : significativo e não significativo em nível 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 líquido em relação com o meio semi-sólido e foram superiores nesse meio 

quando comparados aos demais materiais genéticos (Tabela 6). Os outros clones não 

diferiram quanto ao uso de meio semi-sólido ou líquido, na multiplicação, 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 após a inoculação, em função do tipo de meio (semi-sólido ou líquido) 

utilizado. 

 (A) Massa fresca (B) Massa Seca 

 

 Meio de Cultivo Meio de Cultivo 

 

Clones Líquido Semi-sólido 

Cl 

 

0,89 Aa 

0,27 Ab 

0,91 Aa 

0,13 Ab 

0,08 Ab 

0,45Ba 

0,21 Aa 

O,07Aa 

0,13Ba 

0,27Aa 

0,08Aa 
 

 

Clones Líquido Semi-sólido 

 

0,09Aa 
O,06Ab 

O,02Ac 

0,09Aa 

0,04Bbc 

O,02Ac 

0,06Ba 

0,03Bab 

0,01Ab 

0,02Bb 

O,07Aa 

O,02Ab 
 

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra maíuscula na linha e minúscula na coluna não se 

diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de significância. 

4. Discussão 
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Quanto aos clones utilizados, verificou-se diferenças significativas entre e 

dentro destes quanto às características avaliadas e a presença ou ausência do agente 

gelificante. Estes resultados demonstram que na micropropagação há interação entre o 

material genético e o ambiente, indicando que os clones variam sua resposta 

dependendo das condições in vitro a que são submetidos. Estas variações em relação 

clone-ambiente são observadas na multiplicação ex vitro e em testes clonais. Alterações 

de resposta de diferentes genótipos à multiplicação in vitro foram observadas por Sotelo 

e Monza (2007), buscando um protocolo de micropropagação de clones adultos de 

Eucalyptus globulus sub. maidenii, observando que apenas 5 clones de um total de 58 

avaliados apresentaram resposta à multiplicação in vitro, evidenciando que o genótipo 

tem efeito direto nesta variação. Resultados semelhantes também foram obtidos por 

Correia et al. (1995), trabalhando com a multiplicação de diferentes clones de 

Eucalyptus grandis x E. urophylla, onde observou variação dentro e entre dos materiais 

genéticos avaliados em meios de cultura líquido e semi-sólido. 

Oliveira et al. (2016) observaram diferenças entre 5 clones de Eucalyptus 

globulus quanto à produção média de tufos de brotações ao longo dos subcultivos. Essa 

variação de resposta ao crescimento in vitro dos clones pode estar relacionada com as 

características morfológicas do explante, número de subcultivos, capacidade de absorção 

de nutrientes alterada pela adição do agente gelificante, idade fisiológica e ontogenética 

do explante utilizado na indução na condição in vitro, bem como da constituição genética 

das diferentes espécies e clones utilizados. Com isso pode-se inferir que a modificação 

de características morfológicas específicas pode alterar a resposta ao cultivo in vitro, 

podendo ser utilizada para melhorar o desempenho dos materiais frente às diferentes 

fases do processo de micropropagação, desde que não seja uma característica genética. 

Estas respostas a modificações morfológicas serão dependentes do clone que pode 

responder de forma específica e diferenciada. 

Oliveira et al. (2011) comparando meio de cultura semissemi-sólido e líquido em 

sistema de biorreatores com Eucalyptus grandis x E. urophylla, observou 

heterogeneidade no desenvolvimento dos explantes, em todas as características 

avaliadas. O cultivo em meio líquido foi superior ao meio semi-sólido em todas as 

características de crescimento avaliadas nos três períodos de cultivo estudados e 

promoveu maior ganho em massa fresca e em número de brotos por explantes em 

comparação ao cultivo em meio semissemi-sólido. 
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Comparando a produtividade (número de explantes e tamanho da maior 

brotação) com o uso dos dois meios (semi-sólido e líquido), observou-se que os clones 

com maior produção obtiveram maior tamanho de brotações. Demonstrando maior 

facilidade de alguns clones quanto à multiplicação e alongamento in vitro e maior 

aproveitamento dos nutrientes e reguladores de crescimento. Também se constatou que 

o número de brotações e o tamanho da maior brotação do meio líquido foi superior ao 

meio semi-sólido. Desta forma, estes resultados mostraram que o uso de meio líquido 

apresenta vantagens em comparação com o meio semi-sólido, podendo estar relacionado 

à maior facilidade de absorção 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 líquido) foi superior ao cultivo em ágar para o número de brotações 

para o clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla utilizado. Este padrão também foi 

relatado por McAlister et al. (2005), em que o cultivo em meio semissemi-sólido 

apresentou brotações menores e taxa de multiplicação inferior, comparativamente ao 

cultivo em irnersão temporária. Businge et al. (2017) relatam aumento de 5,8 vezes na 

taxa de multiplicação quando cultivados em meio líquido em biorreatores em 

comparação com o meio de cultura semi-sólido. 

Clones com maior vigor apresentaram maior oxidação do meio, indicando 

percentuais diferenciados de absorção de nutrientes do meio, alteração de pH e produção 

de substâncias oxidativas pelo aumento da taxa de multiplicação. 

Vários trabalhos têm relatado resultados melhores de massas fresca e seca em 

meio líquido, comparativamente ao semi-sólido. 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-sólido e líquido, 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 à multiplicação in vitro em meio semi-

sólido e líquido mostraram-se satisfatórias, apesar de haver diferenças entre os materiais 

genéticos e o meio utilizado. Várias são as técnicas de propagação clonal atualmente 
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utilizadas in vitro para pesquisas e/ou comercialmente em espécies florestais. Dentre 

elas está a micropropagação em meio semi-sólido em potes, a embriogênese somática e 

os micropropagação em meio líquido em biorreatores. Os resultados obtidos para os 

clones demonstram a possibilidade do uso desses materiais em meio líquido. Oliveira 

et al. (2011) e Businge et al. (2016) constataram que o cultivo em biorreator foi superior 

ao cultivo em ágar para o crescimento em massa fresca. 

Estudos que busquem definir ajustes melhores e mais específicos nos meios de 

cultura são imprescindíveis para maximizar os resultados de micropropagação de clones 

híbridos de Eucalyptus spp. 

5. Conclusões 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho para os seis clones de Eucalyptus 

spp. avaliados, pode-se concluir que: 1) o uso de meio líquido apresentase como 

alternativa na propagação in vitro de clones Eucalyptus spp.; 2) clones in vitro 

apresentam diferenças de crescimento com o uso de meio líquido ou meio semisólido; e 

3) os incrementos de massa fresca, multiplicação e tamanho da maior brotação são 

maiores em meios líquidos. 
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SELEÇÃO GENÉTICA DE CLONES DE Eucalyptus spp. EM AMBIENTE DE 

TROCAS GASOSAS in vitro VIA MICROPROPAGAÇÃO 

Resumo- Novos sistemas de propagação in vitro necessitam ser estudados, buscando 

inovar o processo da micropropagação em larga escala na propagação 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, o comportamento de diferentes 

clones e a interação genótipo x ambiente, na multiplicação e alongamento in vitro de 

brotações de dez clones de Eucalyptus spp. via micropropagação. Explantes de dez 

clones de Eucalyptus foram cultivados em dois ambientes .com e sem membrana) em 

meio semi-sólido JADS, em duas fases do processo de micropropagação (multiplicação 

e alongamento). As características avaliadas nas duas fases foram a oxidação do meio de 

cultura, o tamanho da maior brotação, o número total de brotações e o número de 

brotações maior que 2 cm, além da presença de raízes. Os dados obtidos foram 

submetidos ao Modelo do software SELEGEN-REML/BLUP (Resende 2016) e análise 

de deviance (LRT). Dos dois ambientes testados, a não utilização de membrana (sem 

trocas gasosas) foi o ambiente mais favorável para a propagação in vitro dos genótipos 

avaliados. Existe efeito dos genótipos para as características avaliadas, nas duas fases, 

permitindo a seleção e classificação de clones de Eucalyptus spp. na micropropagação. 

Os clones de Eucalyptus benthamii obtiveram melhor desempenho em comparação com 

os outros clones estudados. 

Palavras-chaves: Cultura de Tecidos, propagação in vitro, propagação fotoautrotófica. 

1. Introdução 

A micropropagação tem sido considerada como técnica de 

rejuvenescimento/revigoramento de clones selecionados para atender demandas da 

produção de mudas para estabelecimento de minijardins clonais, limpeza clonal, 

transporte do material clonal por grandes distâncias sem danos, assim como no 

intercâmbio de material genético, a nível nacional e internacional, além de proporcionar 

condições de manutenção de banco clonal nas condições in vitro de clones (Xavier et al., 

2013). Outro importante uso que vem aumentado estudos nos últimos anos são 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 condições dos viveiros florestais. No entanto, 

uma das maiores limitações no uso da micropropagação, a nível comercial, tem sido a 

aclimatação do material vegetal na condição ex vitro. Nesse sentido, visando a melhoria 

desta fase da produção de mudas micropropagadas, tem sido sugerido adequar a 

micropropagação realizada no laboratório às condições que facilitem sua aclimatização 

e sobrevivência ex vitro, aumentando as taxas de sobrevivência e, assim, reduzindo 

os custos (Xiao et al., 2011; Dias et al.; 2014). Uma das estratégias estudadas e adotadas 

atualmente referese à propagação fotoautotrófica. 

O sistema de micropropagação convencional em recipientes fechados é 

caracterizado por elevada umidade relativa, alta concentração de etileno e baixos níveis 

de C02, que determinam problemas anatômicos, baixa atividade fotossintética e 

problemas na climatização ex vitro (Xiao et al., 2011; Alvarez et al., 2012, Arencibia et 

al., 2013). As vantagens dos sistemas de micropropagação fotoautotrófica, usando 

pequenos recipientes convencionais com membranas e grandes recipientes com 

ventilação forçada, são descritos para várias espécies lenhosas como, por exemplo, 

acácia (Acacia mangium), café (Coffea arabusta), Eucalyptus (Eucalyptus 

camaldulensis), mangostão (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 condições 

fotoautrótroficas em relação à condição convencional fotomixotrófica na condição in 

vitro. Porém, com exigência de um aumento na concentração de C02, advindo de uma 

combinação de filtros e enriquecimento de C02 na sala de crescimento no laboratório de 

cultura de tecidos. 

O uso de sistemas utilizando tampas com membranas porosas com ventilação 

natural ou ventilação forçada (larerna et al., 2012; Pinheiro et al., 2013; Saldanha et al., 

2013) têm proporcionado, com sucesso, redução 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 transpiração e a efetiva absorção de água 

e nutrientes pela planta, melhorando seu processo de aclimatização ex vitro (Xiao et ai., 

2011; Kaur, 2015). 

Na otimização de protocolos, sabe-se que vários fatores interferem no potencial 

de resposta do material a diferentes condições in vitro, entre eles está o genótipo (Watt, 

2014). A capacidade de micropropagação, na maioria dos casos, tem alta variação de 

acordo com o genótipo, sendo seu uso seriamente ponderado de acordo aos objetivos 
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finais e às particularidades do material vegetal para satisfazer as metas desejadas (Park 

et al., 2016). 

Alterações de resposta de diferentes genótipos à produção in vitro têm sido 

observadas na micropropagação de clones de Eucalyptus spp. (Sotelo e Monza, 2007; 

Oliveira et al., 2011; Oliveira et al., 2016), exigindo a otimização e implementação de 

protocolos específicos de clones (Watt et al., 2003). Porém, devido aos custos e tempo 

necessário ao desenvolvimento de protocolos individuais, os laboratórios precisam 

decidir se aperfeiçoam o protocolo para cada clone na produção 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, o 

comportamento de diferentes clones e a interação genótipo x ambiente, na multiplicação 

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

2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal e condições in vitro 

Para a obtenção dos explantes utilizados no presente trabalho, foram utilizadas 

explantes de 12 clones de Eucalyptus spp. (Tabela 1) propagados in vitro em fase de 

multiplicação no banco clonal do Laboratório de Cultura de Tecidos — LCT II, do 

Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária — BIOAGRO, da Universidade 

Federal de Viçosa — UFV, localizado no município de Viçosa, 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 , ágar 7 g E l , sacarose 30g L I 0,5 

mg L-l de BAP (6 -benzilaminopurina), 0,01 mg L-l de ANA (ácido unaftalenoacético) 

e PVP 0,8 g IS 1 , com pH ajustado para 5,8 0,01 antes da adição do ágar, e com o meio 

de cultura esterilizado em autoclave a uma pressão de 1,5 atm e temperatura de 121 o c 

por 20 min. 

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 ± 2 

oc e fotoperíodo de 16 h, com irradiância de 33 gmol m s (quantificada por radiômetro 

LI-COR@' LI-250A Light Meter), fornecida por duas lâmpadas fluorescentes tubulares 

(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram@, Brasil). 
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Tabela 1. Identificação dos clones de Eucalyptus spp. e suas origens genéticas utilizadas 

no presente estudo. 

Clone Origem genética 

 

CIO 
CII 

cn 

Eucalyptus urophylla 

Eucalyptus urophylla 

(E. grandis x E. urophylla) x E. viminalis 

Eucalyptus dunnii 

Eucalyptus dunnii 

Eucalyptus dunnii 

Eucalyptus benthamii 

Eucalyptus benthamii 

Eucalyptus dunnii 

Eucalyptus dunnii 

Eucalyptus urophylla 

Eucalyptus dunnii 

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

Nesse estudo, foi utilizado como material experimental 10 clones (Tabela l) 

provenientes da fase de multiplicação in vitro da micropropagação por proliferação de 

gemas axilares: Cl, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, CIO e C12. Após 30 dias em meio de 

cultivo para multiplicação, 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 vedação: tampas rígidas 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 o JADS, com 30 g de sacarose, 100 mg L-l de 

mio-inositol, 0,8 gr 1 de PVP, 0,5 mgr 1 de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg de 

ANA (ácido naftalenoacético) e 5 glu-l de ágar. O pH do meio de cultura foi ajustado em 

5,8 antes da adição do ágar, e autoclavado a uma pressão de 1,5 atm e temperatura de 

121 o c, por 20 min. Os frascos de vidro foram mantidos por 30 dias em sala de 

crescimento com temperatura de 25 ± 2 o c e fotoperíodo de 16 h. 

Adotou-se o delineamento inteiramente ao acaso com dois tratamentos .com e sem 

membrana), 10 parcelas (clones) e cinco repetições por parcela. Cada repetição 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 multiplicação in vitro da micropropagação por proliferação de gemas axilares: Cl, C2, 
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C3, C6, C7, C8, C9, CIO, CII e C12. Após 30 dias em meio de cultivo para multiplicação, 

os tufos contendo de seis a oito gemas diferenciadas foram transferidos a condições 

semelhantes à fase de multiplicação, diferindo apenas nos reguladores de crescimentos 

adicionados no meio de cultura. Para o alongamento das brotações, 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 repetições por parcela. Cada repetição foi 

composta por um frasco com quatro explantes. 

2.4. Avaliações experimentais 

Ao final de 30 dias, das fases de multiplicação e alongamento, foram avaliados o 

vigor dos brotos, oxidação do meio de cultura, tamanho da maior brotação, número total 

de brotações e o número de brotações maior que 2 cm, além da presença ou ausência de 

raízes. Para avaliação do vigor e da oxidação 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 variáveis: 

 

Em que: y é o vetor de dados (ora Vigor, Oxidação, Número de brotações, 

Número de brotações acima de 2 cm, Presença ou ausência de raiz ou 

Tamanho da maior brotação); r é o vetor dos efeitos de repetição (assumidos 

como fixos) somados à média geral; g é o vetor dos efeitos genotípicos de clones 

(assumidos como aleatórios); p é o vetor dos efeitos de parcela (aleatórios); i é 

vetor dos efeitos da interação genótipo x ambiente (aleatórios), sendo quatro 

ambientes considerados: Fase de alongamento e fase de multiplicação em 

condições de com e sem trocas gasosas; e E é o vetor de erros ou resíduos 

(aleatórios). A letra maiúscula X representa a matriz de incidência sobre os efeitos 

fixos, e as letras maiúsculas Z, W e T representam as matrizes de incidência para 

os referidos efeitos de natureza aleatória. 

A estrutura de variância do efeito aleatório de genótipos ou clones é dada por, 

IoÉ), sendo I uma matriz identidade de ordem logo, os clones foram considerados como 
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não aparentados; a estrutura de variância do efeito aleatório de parcelas é dada por 102 

parc a estrutura de variância do efeito aleatório da interação é dada por FN (0, 10i2nt); e 

finalmente, a estrutura de variância do resíduo de parcelas é dada por 14). Por meio da 

estimativa REML (Restricted Maximum Likelihood) dos componentes de variância 

supracitados, da variância do erro de predição (PEV) e média geral de variável avaliada 

(Y), foram obtidos os parâmetros genéticos. 

Efetivou-se uma medição simultânea de estabilidade, adaptabilidade e 

produtividade pela média harmônica do desempenho relativo dos valores genotípicos 

(PRVG e MHVG), bem como realizou-se análise de deviance, via teste da razão de 

verossimilhança (LRT) (Resende, 2016). 

3. Resultados 

De acordo as análises apresentadas na Tabela 2, a média do Número de brotações 

(NB) foi de 7,68 e do Número de brotações acima de 2 cm (NB>2) foi de 3,27. Neste 

estudo, a herdabilidade de plantas individuais no sentido amplo (h2g) para NB, NB>2 e 

RAIZ foi moderada (0,21, 0,27, e 0,19, respectivamente). Os maiores valores de acurácia 

foram encontrados para as variáveis NB, NB>2 e RAIZ. 

Os resultados apresentados na tabela 3 revelaram efeitos significativos para a 

interação genótipos x ambientes e ambientes para todas as características. Quanto aos 

clones eles apresentaram efeitos significativos sobre os parâmetros número de brotações, 

número de brotações maior que 2 e presença/ausência de raiz, indicando que para essas 

características as diferenças são devido ao efeito dos genótipos e também interagem com 

o ambiente .Com e Sem membrana). 

Tabela 2. Estimativa de parâmetros genéticos provenientes do modelo (Selegen) para as 

características vigor (VIG), oxidação (OXD), número de brotações (NB), número de 

brotações acima de 2 crn (NB>2), presença ou ausência de raiz (RAIZ) e tamanho da 

maior brotação (TMB) avaliadas em 10 genótipos de Eucalyptus spp., após 30 dias de 

cultivo in vitro, nas fases de multiplicação e alongamento, em dois ambientes. 

Parâmetros VIG OXD NB NB>2 RAIZ TMB 
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vg 
Vint 

hg 

Acgen 

0,04 

0,13 

0.26 

0,69 
2,24 

0,02 

0,36 

0,29 
0,83 

0,35 
1,52 

10,58 

15,81 

15,93 
49,48 

0,81 

7,68 

2,07 

1,88 

3,11 
7,76 

0,27±0,05 

0,87 

3,27 

0,44 

0,75 

0,95 
2,36 

0,80 
1,93 

0,00 

0,21 

0,37 
0,76 

0,16 

0,73 

Vg: variância genotípica; Vint: variância da interação genótipos x ambientes; Ve: variância 

residual; Vf. variância fenotípica individual; h g: herdabilidade individual no sentido amplo (dos 

efeitos genotípicos totais); Acgen: acurácia da seleção de genótipos, assumindo sobrevivência 

completa; M: Média geral do experimento. 

Tabela 3. Análise de deviance para os efeitos de clone, parcela e interação genótipos 

ambientes para as características vigor (VIG), oxidação (OXD), número de brotações 

(NB), número de brotações acima de 2 cm (NB>2), presença ou ausência de raiz (RAIZ) 

e tamanho da maior brotação (TMB) avaliadas em 10 genótipos de Eucalyptus spp., após 

30 dias de cultivo in vitro, nas fases de multiplicação e alongamento, em dois ambientes. 

Efeitos 

VIG 

 LRTa   

OXD NB NB>2  RAIZ  TMB 

Clones 1,36ns 

Parcela 13 

Interação 60,03* 

0,06ns 5,77* 10,85 *  

68,16*  

65,04* 63,73*  

4, 

27,34* 

78,37* 

0,02ns 

a Teste da razão de verossimilhança (Likelihood Ratio Test); * p < 0.05; ns Não significativo 

Na tabela 4, são apresentados os ordenamentos dos clones classificados, 

utilizando a análise conjunta das fases de multiplicação e alongamento e dos dois 

ambientes .com e sem membrana) avaliados para a variável número de brotações. Os 

dois clones de Eucalyptus benthamii apresentaram o maior valor genético em relação às 

outras espécies e híbridos estudados no presente trabalho. No entanto, outros grupos de 

espécies de Eucalyptus não apresentaram este comportamento de agrupamento. 

Tabela 4. Classificação dos valores genotípicos (g), médias genotípicas (u + g), ganhos 

genéticos preditos e nova média para a variável número de brotações (NB) para doze 

genótipos de Eucalyptus spp, após 30 dias de cultivo in vitro considerando diferentes 

ambientes .com e sem membrana), na análise conjunta das fases de multiplicação e 

alongamento. 

Genótipo   Ganho Nova média 
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C07 

C08 

cos 

C02 
C04 
COI 
C03 
C06 
CII 
C09 

2,77 

2,22 

0,10 
0,06 

-0,05 

-0,15 

-0,66 
-0,68 

-0,69 

-0,86 

6,04 

5,49 

3,37 
3,33 

3,22 

3,11 

2,61 
2,58 

2,58 

2,40 

2,77 

2,50 

1,70 
1,29 

1,02 

0,82 

0,61 
0,33 

0,33 

0,21 

6,04 

5,76 

4,96 

4,55 

4,29 
4,09 

3,88 

3,59 

3,59 

3,47 

O ambiente mais favorável para produção na multiplicação e alongamento foi o 

ambiente sem membrana (Tabela 5), sendo este considerado ambiente superior para 

todos os clones na fase de multiplicação e para oito dentre os dez clones avaliados no 

alongamento. 

Tabela 5. Ambientes superiores para cada genótipo de Eucalyptus spp. considerando 

ganhos genéticos preditos e nova média para a variável número de brotações (NB) na 

fase de multiplicação e número de brotações maior que 2 (NB>2) na fase de 

alongamento, após 30 dias de cultivo in vitro. 

Genótipo 
Multiplicação - NB Alongamento- NB>2 

Ambiente Ganho Nova média  Ambiente Ganho Nova média 

C4 

 

CIO 

Sem membrana 
Sem membrana 
Sem membrana 
Sem membrana 

Sem membrana 
Sem membrana 

Sem membrana 

Sem membrana 

Sem membrana 
Sem membrana 

2,89 

12,93 

5,73 

4,26 
7,61 

14,33 
0,86 

1,79 

0,003 

19,99 

30,03 

22,82 

21,35 
24,71 

27,50 

31,43 

17,96 
18,89 

17,10 

Sem membrana 

Com membrana 

Sem membrana 

Sem membrana 
Sem membrana 

Sem membrana 

Sem membrana 

Sem membrana 
Com membrana 

Sem membrana 

1,22 

2,01 

1,65 

0,94 
0,80 

3,47 

2,94 

0,94 
0,34 

0,19 

4,21 

3,71 

3,14 
2,09 

5,67 

5,14 

3, 14 
2,54 

2,38 

O ranking dos materiais testados no presente estudo, de acordo com a 

estabilidade e adaptabilidade, do maior para o menor valor, encontra-se na tabela 6. Os 

dois clones de Eucalyptus benthamii aparecem entre os cinco melhores para as duas 

variáveis tanto em estabilidade quanto em adaptabilidade. O Clone de Eucalyptus dunnii 

(CIO) aparece em último para todas as caraterísticas em adaptabilidade e estabilidade. 

Tabela 6. Ranking da estabilidade de valores genotípicos (MHVG) e adaptabilidadede 

de valores genotípicos (PRVG), para número de brotações e número de brotações 

maiores que 2cm (NB>2) para doze genótipos de Eucalyptus spp., nas fases de 

multiplicação e alongamento, em dois ambientes. 

 MHVG   PRVG 
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NB  NB>2 NB  NB>2 

C05 

C04 

C07 

C08 

C03 
COI 

C06 

cn C09 

C02 
CII 
CIO 

11,69 

10,93 

7,43 

6,76 

4,39 

2,88 

2,30 

2,21 

2,20 

1,85 

0,23 

C02 
CII 
C08 

C07 

C04 

C05 
COI 

C03 

C06 

C09 

CIO 

6,29 

4,89 

2,54 

1,83 

0,20 

0,06 

0,00 

-0,09 

-0,10 

-0,10 

-0,16 

-0,23 

C07 

C08 

C03 

C02 

C05 

C06 

C04 
CII 
COI 

C09 

cn 

CIO 

2,17 

2,03 

1,70 

1,13 

0,90 

0,87 

0,87 

0,87 

0,86 

0,67 
0,47 

0,43 

C08 

C07 

cos 

C02 

C04 
CII 
COI 

C03 

C12 

C06 

C09 

CIO 

4,85 

3,65 

1,12 

1,01 

0,89 

0,79 

0,27 

0,25 

0,25 

0,16 

0,03 

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

para os genótipos que coincidiram nas duas fases, houve coincidência de ranking em 

87,5% dos genótipos. 

30 
Clone 
— COI 
— C03 
20— C06 

 C07 

— C08 

 10  cog 

— CIO 

— CII 

 mult along

 mult along 

Figura 1. 

Comportamento dos genótipos no Ambiente 2 (sem membrana). Para as características 

Número de brotações (NB) e Número de brotações acima de 2 cm (NB>2). Nas abcissas 

são: along: fase de alongamento, mult: fase de multiplicação, avaliadas em genótipos de 

Eucalyptus spp., após 30 dias de cultivo in vitro. 

Os clones de Eucalyptus benthammii (C08 e C07) apresentaram superioridade 

em relação entre número de brotações maior que dois e o enraizamento na fase de 

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

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

aumentou o número de brotações maior que dois para os clones de 

Número de brotações 10 Núm. de brotações > 2cm 

 

03 
01 

10 

C07 

COI C06 CI I 
CC)3 
C09 

CIO 

C08 
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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 favorável ao enraizamento. 

 6- o COB 

5- 

O C07 e CC)2 e COI 

Clone 
 3- o C03 

COI 
C02 

o 2- • C06C03 

o CIO • C06 

• CII 
 C07 

 C02  cog 
LUC09 

O CIO o 

C08CII 

 COIC12 
5- • C07 o C03 

 C 12  0 C09 

 3- o C06 

CIO 

• CI I 
 3 6 9 12 

Número de brotações > 2cm 

Figura 2. Comportamento dos genótipos de Eucalyptus spp. na fase de alongamento, 

em relação à interação do número de brotações maior de 2 (NB>2) e enraizamento 

(RAIZ), nos dois ambientes (sem membrana e com membrana), após 30 dias de cultivo 
in vitro. 

4. Discussão 
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Estudos sobre a interação genótipo x ambiente tem sido amplamente utilizado 

em programas de melhoramento genético florestal, sendo essa interação e seus efeitos 

clonais na propagação vegetativa via micropropagação com potencial de uso nessa área 

(Oliveira et al., 2016; Moura, 2016; Dias et al., 2018). No presente estudo, o controle 

genético das características revelou efeitos significativos para genótipos e interação "g x 

a" para todas as características. Pode-se assim, inferir que as diferenças observadas no 

desenvolvimento do material vegetal, podem ser atribuídas 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 classificação de Resende (2002), como de moderada 

magnitude, para número de brotações (NB) (0,21) para número de brotações maior que 

2 (NB>2) (0,27) e para presença/ausencia de raiz (RAIZ) (0,19). Os altos valores de 

acurácia encontrados para estas variáveis conferem segurança nos valores genéticos 

estimados. 

A classificação (ranking) e seleção dos genótipos com desempenho superior 

pode ser realizada considerando o uso ou não de membranas. Na seleção de materiais 

genéticos, a adaptabilidade e estabilidade de clones devem ser levadas em consideração, 

visando selecionar materiais que se comportam bem em grande variação de condições 

ambientais e as respostas a melhorias ambientais (Resende, 2007). Para a discussão de 

classificação, estabilidade e adaptabilidade em cada ambiente, serão discutidos o número 

de brotações e número de brotações maior que dois, uma vez que essas características 

tendem a ser a mais importantes nas fases avaliadas do cultivo in vitro (multiplicação e 

alongamento). 

Na multiplicação, o ambiente sem trocas gasosas, apresentou os maiores 

valores de número de brotações (NB) para todos os clones testados. Estes dados 

concordam com o trabalho de Gallo (2014), em que o uso de sistema fechado favoreceu 

a micropropagação de Eucalyptus spp. Estes resultados diferem com diversos estudos 

com a aplicação 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 

número de brotações maior que dois (NB>2) no ambiente sem trocas gasosas. 

Vários estudos vêm 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 o número de 

explantes alongados quanto a capacidade de sobrevivencia ex vitro. As plantas 
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micropropagadas apresentam frequentemente baixa taxa de sobrevivência quando 

transplantadas no viveiro (Martins et al., 2015), os principais problemas de adaptação ex 

vitro de plantas cultivadas através de micropropagação relacionam-se com controle da 

transpiração pelas plantas e controle de umidade nos frascos (Dias et al., 2014). O uso 

tampas rígidas, que obteve melhor resultado nesse estudo, favorece maior acúmulo de 

umidade no espaço interno dos frascos e menor controle da transpiração. O uso de tampas 

com membranas porosas reduz o teor de umidade e a perda de água, apresentando uma 

forma de reproduzir as condições ambientais ex vitro pela manutenção das trocas gasosas 

e das concentrações adequadas de C02 (Pinheiro et al., 2013; Hoang et al., 2017), 

melhorando a adaptação 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 genótipo multiplique e alongue bem para 

produzir material suficiente para o processo ex vitro e viabilizar a micropropagação a 

larga escala. No presente trabalho, pode-se observar que o ranking de multiplicação não 

corresponde em totalidade ao alongamento. 

O material produzido nas fases de multiplicação e alongamento são 

posteriormente enraizados in vitro ou ex vitro. Analisar a variável presença/ausência de 

raiz, no alongamento, indica clones potenciais ao enraizamento. No presente trabalho o 

número de brotações alongadas teve relação direta com o enraizamento do material, 

permitindo também a classificação e agrupamento de espécies mais ou menos aptas ao 

enraizamento. Os resultados demonstraram alto controle genético para o enraizamento 

(acurácia > 0,80) que concordam com o trabalho de Oliveira et ai. (2015). 

5. Conclusöes 

Dos dois ambientes testados, a näo utilizaqäo de membrana (sem trocas gasosas), 

foi o ambiente mais favoråvel para a multiplicaqäo e alongamento in vitro dos genötipos 

avaliados. 

O controle genético para as caracterfsticas avaliadas e a interaqäo gen6tipo x 

ambiente, em ambientes com e sem trocas gasosas, permite a seleqäo e classificagäo de 

clones de Eucalyptus spp. mais aptos as fases de multiplicaqäo e alongamento in vitro. 
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SACAROSE E LUZ NO CULTIVO in vitro DE CLONES DE Eucalyptus 

benthamii E Eucalyptus dunnii VIA MICROPROPGAÇÃO 

Resumo- Nos sistemas de propagação in vitro fotoautrotófico, entre fatores importantes 

normalmente mencionados na literatura científica, estão aqueles relacionados com 

estudo de luz e fontes de carbono, essenciais nesse processo. Neste sentido, o objetivo 

do presente estudo foi pesquisar a influência de diferentes condições de luz e ausência 

de sacarose na multiplicação e alongamento de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus 

dunnii cultivados in vitro via micropropagação. Foram testadas lâmpadas fluorescentes, 

lâmpadas 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 

concentrações de sacarose testadas foram de 0 e 30 g E l . O número de brotações e na 

fase de alongamento o número de brotações com tamanho maior que 2 cm, tamanho da 

maior brotação, quantificação de clorofila total e carotenoides foram avaliados na fase 

de multiplicação após 30 dias da instalação 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-l de sacarose promoveu valores de clorofila total e de carotenoide semelhantes aos 

encontrados na condição 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 produção na multiplicação e alongamento, bem como maiores 

taxas de clorofila total e carotenoides. 

Palavras-chave: Cultura de tecidos, sistema fotoautotrófico, multiplicação in vitro, 

alongamento in vitro. 

1. Introdução 

A técnica de micropropagação tem sido considerada estratégica no setor florestal, 

principalmente para espécies com dificuldade de produção de mudas clonais pela 

miniestaquia. Dentre suas aplicações, destaca-se o revigoramento/rejuvenescimento de 
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clones de interesse comercial e de difícil propagação, para produção de plarltas a serem 

estabelecidas em minijardins clonais (Xavier et al., 2013). Dentre esses materiais 

considerados de difícil propagação 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 propagação in vitro de materiais subtropicais, vários problemas têm 

sido descritos, como baixas taxas de multiplicação, clorose, oxidação, hiper-hidricidade, 

formação de calos e dificuldade de enraizamento (Graça et al., 2001; Billard e Lallana, 

2005; Malyz et al., 2011; Navroski, 201; Navroski et al., 2013), necessitando 

desenvolvimento de protocolos que melhorarem a eficiência da produção e a qualidade 

das plantas. 

Um dos aspectos da produção in vitro que limita a produção e a qualidade do 

material, relaciona-se ao estresse ocasionado pelas condições de cultivo. Nesse sistema 

os materiais são estabelecidos em um pequeno recipiente de cultura asséptica, onde a 

nutrição é primariamente suprida pela água e composição do meio de cultura (Chen, 

2015). De modo geral, a micropropagação 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 órgãos, durante o processo de cultura de tecidos 

é o uso de sacarose em altos teores (Gago et al., 2014), necessário para sustentar o 

metabolismo heterotrófico e fotomixotrófico 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 tendência no desenvolvimento de cultivo in vitro é o desenvolvimento de 

condições fotoautotróficas, em substituição as condições heterotróficas e 

fotomixotróficas tradicionais, onde nelas a sacarose é reduzida ou excluída (Saldanha et 

al., 2014). Para o gênero Eucalyptus, foram realizados diferentes trabalhos estudando as 

características de crescimento em condições fotoautotróotficas (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 condições de cultivo in vitro podem ser manipuladas a fim de diminuir o 

estresse da planta in vitro, buscando melhorar a produção e qualidade do material, 



 

como o conhecimento de tipos de iluminação alternativos e mais eficientes para o 

sistema (Saldanha et al., 2012; Xavier et al., 2013). 

A intensidade da luz, o fotoperíodo e a qualidade espectral tem efeitos sobre a 

fotossíntese e afeta a fotomorfogênese. Diversos estudos demonstram o efeito promotor 

da luz na organogênese, embriogênese somática e produção de metabólitos (Chung et 

al., 2010; Kozai, 2013; Singh, 2015; Sivanesan e Park, 2015; Hung et al., 2016; Szopa 

e Ekiert, 2016), variando entre espécies. As diferenças espectrais entre as lâmpadas 

LEDs e fluorescentes tem influência direta na fotossíntese, crescimento, e 

desenvolvimento das plantas in vitro (Batista et al., 2018). 

Há uma tendência para substituir as lâmpadas fluorescentes, em que vários 

autores citam as lampadas LEI)s como fontes de luz mais eficientes para organogênese, 

embriogênese somática e produção de metabólitos in vitro (Monteuuis, 2016; Batista et 

al., 2018), podendo melhorar o processo da fotossíntese das plantas induzindo uma 

maior eficiência estágio fotomixotrófico (Batista et al., 2018) e reduzindo o estresse na 

fase ex vitro. Mudas cultivadas in vitro têm que se ajustar na transição de crescimento 

heterotrófico para autotrófico, processo que pode resultar em baixo crescimento e 

mortalidade das plantas (Xiao et al., 2011). 

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a influência da luz e da sacarose 

na multiplicação e alongamento de clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii 

cultivados em micropropagação, para estimular o comportamento fotoautotrófico. 

2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal 

O material experimental utilizado foi proveniente da fase de multiplicação 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 Laboratório de Cultura de Tecidos II do 

Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), da Universidade 

Federal de Viçosa, Viçosa, 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-l de PVP30, 0,1 g L-l de mio-inositol, 30 g 1=-1 de sacarose, 0,5 

mg L-l de benzilaminopurina (BAP) e 0,01 mg L-l de ácido naftalenoacético (ANA). O 

pH foi ajustado em 5,8 com HCI 1 M ou NaOH 1 M antes da adição de 6 g 1= -1 de 
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ágar, e o meio de cultura esterilizado em autoclave a uma pressão de 1,5 atm e 

temperatura de 121 o c por 20 min. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento 

a 25 ± 2 oc, em fotoperíodo de 16 h e luz de 64 gmol m- s-1 (quantificada por radiômetro 

LI-COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lâmpadas fluorescentes tubulares 

(Luz do Dia Especial, 40 W, Osram , Brasil). 

2.2. Sacarose e condições luminosas 

Foram testadas duas concentrações de sacarose e quatro condições luminosas em 

duas fases de desenvolvimento da micropropagação: multiplicação e alongamento das 

brotações. Na fase de multiplicação, 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-l de PVP30, 0,1 g L-l de mio-inositol, 0,5 mg L-l de BAP 

e 0,01 mg L-l ANA. Foram testadas as concentrações de 0 e 30 g de sacarose, sendo 

os frascos mantidos em sala de cultura sob quatro condições luminosas: LED V/A - duas 

lâmpadas diodo emissor de luz — LED vermelho/azul (luz 80 gmol m- s -l , 

LabLumens); 4F- 4 lâmpadas fluorescentes tubulares (luz de 100 gmol m- s -1 , Osram 

); 2F- 2 lâmpadas fluorescentes tubulares (luz de 64 gmol m- s -l , Luz do Dia Especial, 

Osram@); LED B- duas lâmpadas LED branca, do tipo tubular, (luz 130 gmol m-2 s -l 

, Tecnal) (Figura 1). 

Na fase de alongamento, as condições testadas foram semelhantes à fase de 

multiplicação, diferindo apenas nos reguladores de crescimento adicionado no meio de 

cultura. Para o alongamento das brotações, utilizou-se 0,5 mg L-l de BAP e 0,25 mg L-

l de AIB. 

O pH dos meios de cultura foi ajustado em 5,8 antes da adição de 6 g L-l de ágar, 

sendo o meio esterilizado em autoclave a uma pressão de 1,5 atm e temperatura de 121 

o c por 20 min. Os frascos de cultura foram mantidos em sala de crescimento com 

temperatura de 25 ± 2 oc e fotoperíodo de 16 h. 

70 
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Comprimento de Onda (nn) 

 — LE D V/A —-—LED B  

Figura 1. Variações da luz absoluta (gW cm- nm -l) e do comprimento de onda (nm) de 

luz emitida pelas lâmpadas utilizadas em diferentes clones de Eucalyptus benthamii e 

Eucalyptus dunnii. LED V/A - duas lâmpadas LED Vermelho/Azul; 4F4 lâmpadas 

fluorescentes; 2F- 2 lâmpadas fluorescentes; LED B- duas lâmpadas LEDs brancas. 

2.3. Avaliações experimentais e análise dos dados 

Para as fases de multiplicação e alongamento, utilizou-se o delineamento 

inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 4 (duas concentrações de 

sacarose e quatro fontes luminosas), com 5 repetições e uma observação por parcela, 

obtida pela média de 4 explantes. 

Na fase de multiplicação, o número de brotações (NB) foi avaliado após 30 dias 

a partir da instalação do experimento. Para a fase de alongamento, o número de 

brotações maiores que 2 cm (NB>2), tamanho da maior brotação (TMB) e pigmentos 

fotossintéticos foram avaliados 30 dias após a instalação do experimento. Para avaliação 

dos pigmentos fotossintéticos, , amostras de 0,24 mg de folhas foram colocadas em 5 

mL de solução de DMSO (saturado com carbonato de cálcio), e mantidas no escuro por 

48 h (Santos et al., 2008). Determinou-se a absorbância das amostras, utilizando cubetas 

de quartzo de 10 mm de caminho ótico no espectrofotômetro Genesys 1 OUV 

(ThermoScientific, EUA). Os comprimentos de onda analisados foram de 665, 645 e 

480 nm e as equações para o cálculo das concentrações de clorofila a, b e carotenoides 

foram baseadas no trabalho de 

-10  
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Wellburn (1994).Para as análises dos dados utilizou-se o programa estatístico R e o 

pacote ExpDes.pt (Ferreira el al., 2013). Para as características avaliadas fez-se 

transformação dos dados utilizando Raiz (X+0,5), sendo as médias comparadas pelo 

teste Tukey em nível de 5% de probabilidade. 

3. Resultados 

3.1. Multiplicação 

As duas concentrações de sacarose avaliadas e todas as luzes testadas 

(LED V/A - duas lâmpadas LED Vermelho/Azul; 4F- 4 lâmpadas fluorescentes; 2F2 

lâmpadas fluorescentes; LED B- duas lâmpadas LEDS brancas promoveram 

multiplicação das gemas de todos os genótipos avaliados. As médias do número de 

brotações do meio de cultura contendo 30 g L-l foram superiores: LED V/A- 4,78; 4F- 

3,89; 2F- 4,40 e LED B 5,21. Um maior número de brotações foi alcançado com a 

lâmpada LED dentro desse tratamento (Tabela 1). A luz 4F apresentou diferença na 

média geral, considerando todos os clones, entre as concentrações de 30 e 0 g L-l de 

sacarose. 

Tabela 1. Valores médios do número de brotações (NB) em relação às diferentes 

concentrações de sacarose (0 g L-l e 30 g 1--1 ) adicionadas ao meio de cultura em 

diferentes luzes (LED V/A - duas lâmpadas LED Vermelho/Azul; 4F- 4 lâmpadas 

fluorescentes; 2F- 2 lâmpadas fluorescentes; LED B- duas lâmpadas 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 multiplicação in vitro. 

 

    Condi ões de Luminosidade  

Sacarose CLONES LED VIA        LED B 

ogLl 

 

2,49 

3,25 

3,03 

 

A 

A 
A 

3,60 

2,65 

2,99 

3,45 

 

A 

A 
A 

2,11 

2,85 

3,16 

 B 

A 

A 

2,56 

1,78 

2,56 
 

  2,68 b  3,17 a  2,63 b  2,33 b 

30 gLl 

 

5,80 

2,49 

5,25 

5,56 

c A 

B 
A 

A 

3,93 

2,66 

5,05 

3,93 

b B 

B 

A 

A 

4,25 

3,02 

5,64 

4,67 

c B 

B 

A 

A 

5,52 

4,26 

5,69 

5,37  
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  4,78 a  3,89 a  4,40 a  5,21 a 

Obs.: Médias seguidas por letras iguais minúsculas nas colunas e maiúsculass linhas dentro de 

diferem pelo teste Tukey, a 5% de significância. 

3.2. Alongamento 

Em relação ao comprimento das brotações alongadas, tanto em número de 

brotações maior de 2 cm, quanto no tamanho da maior brotação, os valores máximos 

estimados foram encontrados na concentração de 30 g L-l e nas luzes 4F e LED B 

(Tabela 2 ). 

Tabela 2. Valores médios do número de brotações maior que 2 cm (NB > 2) e tamanho 

da maior brotação (TMB) em relação às diferentes concentrações de sacarose (0 gL-1 

e 30 gL-1 ) adicionadas ao meio de cultura em diferentes luzes (LED V/A - duas 

lâmpadas LED Vermelho/Azul; 4F- 4 lâmpadas fluorescentes; 2F- 2 lâmpadas 

fluorescentes; LED B- duas lâmpadas 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. 

 

   Condi ões de Luminosidade  

Sacarose CLONES LED V/A     LED B 

ogLl 
 

0,71 A 

0,71 A 

0,71 A 

0,71 A 

0,71 

0,71 

0,71 

0,71 

A 

A 

A 

A 

0,71 

0,71 

0,71 

0,71 

A 

A 
A 

A 

0,71 

0,84 

0,71 

0,71 

  0,71 b 0,71 b  0,71 b  0,74 b 

 3,44 A 3,53A 3,20 A 3,50 

30 gL l2,06 2,53A 0,71 c 1,82 b B b B 2,19A 0,73 2,10 

 1,68 b B 1,86 B 2,49 A 2,05 

  2,21 a 2,53 a 1,78 a  2,37 a 

Sacarose CLONES 

 TMB (cm)   

LED V/A     LED B 

o gLl 
 

1,14 

1,32 

1,13 

 A 
A 

A 

A 

1,21 a 

1,19 a 

1,21 a 

1,22 a 

A 
A 

A 

1,27 a 

1,25 a 

I 14 a 

1,36 a 

A 

A 

1,23 a A 

1,14 a A 

1,27 a A 

  1,21   1,21  1,26  1,26 
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30 gL l 

C4 

2,26 

3,07 

1,80 

2,00 

b 

C 

B 

A 

A 

2,70 b 

3,09 a 

1,97 c 
1,88 c 

A 

A 

B 

2,55 a 
1,29 c 

1,82 b 

2,27 a 

B 

B 

A 

A 

3,05 a A 
2,79 a A 

1,82 c A 

2,29 b A 

  2,28     1,98  2,49 

Obs.: Médias seguidas por letras iguais minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas 

dentro de  se diferem pelo teste Tukey, em nível de 5% de significância. 

Os valores variaram para o número médio de brotações alongadas entre 0,71 

cm e 3,53 cm e tamanho da maior brotação 1,13 cm a 3,07 cm. Na concentração de 0 

g L-l de sacarose não houve alteração em relação aos clones e às luzes e o número de 

brotações e o tamanho da maior brotação. 

Após 30 dias de cultivo das brotações sob diferentes condições luminosas e 

sacarose, foi observada diferença significativa nos valores médios de teor de clorofila 

e carotenóides. As quantidades de clorofila e, carotenoides foram superiores nos 

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

Tabela 3. Valores médios de teor de clorofila total (Total Cl) e carotenoides em relação 

às diferentes concentrações de sacarose (0 g L-l e 30 g E l ) adicionadas ao meio de 

cultura em diferentes luzes (TI - duas lâmpadas LED Vermelho/Azul; T2- 4 lâmpadas 

fluorescentes; T3- 2 lâmpadas fluorescentes; T4- duas lâmpadas 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 ões de Luminosidade  

Sacarose CLONES 

C4 

LED V/A  LED B 

13,21 b 

36,89 

32,22 

13,51 

B 

A 

A 

15,83 ab AB 24,37 a A 
13,39 ab B 12,44 bc B 

22,26 a AB 20,62 ab B 

9,71 b B  9,74 c B 

25,73 

13,78 b 

13,81 b 

21,54 

B 

B 

 k 23,96  15,30 16,79  18,72  

30 g.L I 

 

32,58 b 

20,97 

27,92 
49,34 

B 

BC 

B 

A 

18,72 b C 39,68 a  

33,92 a A 11,34 b  

28,22 ab B 40,89 a  
24,19 ab C 37,27 a  

AB 

C 

A 

B 

44,99 

24,27 

45,55 

43,79  

 k 32,70  26,26 32,30  39,65  

   Carotenoides (pg cm-2)   
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 Condi ões de Luminosidade  

Sacarose CLONES LED V/A  LED B 

 

 

2,05 b  

5,03 a  

4,56 a  

2,37 b  

B 

A 

A 

AB 

2,61 a  

1,80 a  

3,15 a  

1,67 a  

AB 
B 
AB 

B 

3,36 a AB 

1,35 c B 

2,97 ab AB 

1,55 b B 

3,62 a A 

2,14 ab B 

2,09 b B 

3,47 ab A 

  3,50  2,31  2,31  2,83  

30 g.L 

C4 

4,62 b  

3,37 b  
4,80 b  

7,94 a  

B 

B 

AB 

A 

2,88 b C 

5,04 a A 
4,02 ab B 

4,18 ab C 

5,61 a  

1,79 b  

5,74 a  

5,78 a  

AB 

C 
A 
B 

6,30 a  

3,67 b  

6,10 a  

6,55 a  

A 
AB 
A 
AB 

  5,18  4,03 4,73  5,66  

Médias seguidas por letras iguais minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas dentro de se 

diferem pelo teste Tukey, a 5% de significância. 
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4. Discussão 

Observamos que tanto a fonte e quantidade de luz, quanto à adição ou supressão 

de sacarose no meio de cultura, possibilitaram diferentes respostas nas duas fases de 

crescimento in vitro. Entretanto, todas as condições testadas possibilitaram a 

multiplicação e alongamento dos clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii 

testados. Diferenças no crescimento estão relacionadas com a presença da fonte de 

carbono na forma de sacarose, seja pelo fornecimento no meio ou produção pela própria 

planta através da fotossíntese estimulada pelas diferentes qualidades e intensidades de 

luz fornecida. 

Maiores taxas de multiplicação 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 

et al., 2012). Fontes de carbono são necessárias no meio devido à restrição da quantidade 

de luz e baixa concentração de C02 em condições in vitro, especialmente quando as 

plantas não estão prontas para fotossintetizar seus próprios alimentos durante o estágio 

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 micropropagação, sendo responsável pela multiplicação 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 diminuição 

ou isenção de sacarose foi superior ao uso de 30 g I.- I (Castro e Gonzalez, 2002; Cha-

Um et al., 2014; Gallo, 2014). 

Todas as qualidades e intensidades de luz testadas neste estudo propiciaram a 

multiplicação 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 eficiência da produção 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 viável. O trabalho de Gallo (2014) reporta a superioridade da luz LED 

para Eucalyptus spp in vitro, em comparação com a luz fluorescente tradicionalmente 

utilizada nos laboratórios de micropropagação, concluindo que a qualidade de luz teve 
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influência no vigor dos brotos, tendo a lâmpada com 4LEDs sido superior à lâmpada de 

2 LEDS e à fluorescente. 

A diminuição ou eliminação de sacarose (Kozai, 2005) e o uso de sistemas de luz 

que aumentem a capacidade de realização de fotossíntese para as plantas in vitro (Jeong 

e Sivanesan, 2018), são condições que estimulam o estabelecimento de condições 

fotoautotróficas. 

O teor de clorofila e carotenoides apresentou maiores valores na concentração de 

30 g 1--1 de sacarose em todas as luzes. Segundo Yuan et al. (2015), a biossíntese e 

acúmulo de carotenoides é também regulada pelo metabolismo da sacarose presente. Ao 

contrário do observado no presente trabalho, na maioria das plantas as altas 

concentrações de sacarose aplicada exogenamente resultam em uma inibição da 

fotossíntese, que está associada à inibição da biossíntese da clorofila (Martins et al., 

2013; Mccarthy et al., 2016). 

Os valores de clorofila total e de carotenoide observados no presente estudo com 

o uso de LED branca, foram mais próximos ao ex vitro para os clones testados, apesar 

de vários estudos relatarem que a fotossíntese é fortemente influenciada pelos espectros 

de vermelho e azul e vermelho de lâmpadas de LED (Wang et al., 2016; Manivannan et 

al., 2017), a LED branca dentre as luzes testadas, promoveu valores mais próximos 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 à luz LED branca, em comparação com brotos expostos a LED 

vermelha em Fagopyrum tataricum. Ferreira et al. (2016) trabalhando com cana de 

açúcar, também encontraram maiores teores de pigmentos fotossintéticos nas plantas 

cultivadas sob LED branco, independentemente da concentração de sacarose. 

5. Conclusões 

1. O uso de sacarose adicionado no meio de cultivo in vitro estimula a produção de 

Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii na multiplicação e alongamento. 

2. Lâmpadas fluorescentes, LED branca e LED vermelho/azul podem ser utilizadas 

no cultivo in vitro, na fase de multiplicação e alongamento, com ou sem uso de 

sacarose. 

3. O uso de LED branca e 30 g E l de sacarose promoveu valores de clorofila total e 

de carotenoide mais pr6ximos 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 comparagäo ås demais fontes luminosas além 

de maior homogeneidade de respostas em diferentes clones. 
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OZÓNIO NA ESTERILIZAÇÃO DE BIORREATORES DE IMERSÃO 

TEMPORÁRIA NA MICROPROPAGAÇÃO DE CLONES DE 

Eucalyptus spp. 

Resumo — A contaminação microbiológica constitui-se em uma das principais 

dificuldades no estabelecimento de novas técnicas para micropropagação de tecidos 

vegetais, como a utilização de biorreatores de imersão temporária. Nesse sentido, novos 

procedimentos para sanitização visam minimizar os efeitos da fragilidade dos materiais 

dos biorreatores e resistência dos microrganismos aos tratamentos sanitizantes 

convencionalmente utilizados. O uso do gás ozônio (03) para sanitização de biorreatores 

de imersão temporária foi avaliada em esquema fatorial 2 3 avaliando o tempo de 

tratamento, concentração de 03 e umidade do gás como variáveis independentes. Após 

15 min de ozonização, com fluxo de 03 de 0,5 L min- e concentração de 50 mg E l , 

observou-se completa inibição da contaminação microbiológica avaliada ao longo de 21 

dias. A avaliação energética da ozonização como alternativa para sanitização dos 

biorreatores em relação ao uso de autoclave mostrou melhor eficiência energética do 

processo de ozonização, com redução dos custos operacionais. 

Palavras-chave: Propagação in vitro, ozonização; sanitização; sistemas líquidos. 

1. Introdução 

A micropropagação vegetal apresenta diversas aplicações na área florestal, como 

aquelas relacionadas à conservação de germoplasma in vitro, rejuvenescimento elou 

revigoramento, limpeza clonal, intercâmbio de material vegetal, pesquisas de 

poliploidização, além de constituir a base de outras técnicas biotecnológicas tais como a 

transformação 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 vários 

desafios dessa técnica que têm impedido de torna-la de uso na produção em larga escala 

e viabilização econômica. 

A produção de mudas via micropropagação em larga escala utilizando 

biorreatores apresenta um mercado crescente e de grande potencial, sendo que os de 

imersão temporária têm sido os mais avaliados para propagação em larga escala de 

diversas espécies, inclusive espécies arbóreas (Polzin et al., 2014; Akdemir et alo, 2014; 

Gatti et al., 2017; Mosqueda et al., 2017; Vives et al., 2017). No entanto, dentre os 
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principais desafios para uma maior utilização dos biorreatores, como o aumento da 

produtividade, uniformidade do desenvolvimento de brotações com qualidade para o 

plantio e redução dos custos (Ahmadian et al., 2015), destaca-se os problemas de 

contaminação biológica (Klayraung et al., 2017). 

A contaminação biológica, principalmente por bactérias e fungos, constitui-se em 

um importante problema para a cultura in vitro de tecidos vegetais. Essa contaminação 

pode estar relacionada a fatores ambientais, manipulação inadequada, insumos 

utilizados, preparação do meio de cultura, com a contaminação gerada pela esterilização 

ineficiente do recipiente utilizado na produção in vitro, pelas superfícies em contato do 

recipiente com o meio de cultura/tecido vegetal e contaminação prévia dos tecidos 

vegetais (Ahmadian et al., 2015; Javed et al., 2017). Diante dessa situação encontrada na 

micropropgação, a manutenção da assepsia de todo o processo de micropropagação tem 

sido fundamental para o seu sucesso (Ndakidemi et al., 2013). Também nesse sentido, a 

esterilização dos biorreatores visando a redução dos problemas com contaminação 

biológica, constitui-se em importante passo para a sua ampla implementação na 

micropropagação de tecidos vegetais. 

A autoclavagem, tradicionalmente utilizada em laboratórios de cultura de tecidos 

como forma de esterilização, tem sido utilizada para esterilização dos biorreatores. 

Entretanto, além dos possíveis danos ao material dos biorreatores devido à alta 

temperatura e pressão, os quais geralmente são confeccionados de policarbonato, a 

autoclavagem apresenta elevados custos do equipamento, consumo de energia e riscos 

atribuídos à sua operação. Outra opção seria o uso de produtos químicos, embora tóxicos 

para os tecidos vegetais, tem-se utilizado agentes esterilizantes, como hipoclorito de 

cálcio ou sódio, etanol, nitrato de prata, peróxido de hidrogênio, cloreto de mercúrio, 

entre outros (Mihaljevic et al., 2013; Ndakidemi et al., 2013). Estes procedimentos 

poderiam ser adotados para higienização dos biorreatores, entretanto, além do maior 

consumo e gasto com produtos químicos, haveria uma maior geração dos resíduos 

químicos provenientes desse processo de lavagem dos biorreatores. 

O desenvolvimento de protocolos alternativos para esterilização 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 esterilização o ozônio (03) destaca-se como poderoso agente esterilizante devido ao 

seu elevado potencial oxidativo, bem como a formação 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 à sua instabilidade em condições ambientais de temperatura 

e pressão, 0 03 não deixa resíduos tóxicos no ambiente em que é aplicado, decompondo-

se em oxigênio (02) (Khadre et al., 2001). 

0 03 apresenta potencial antimicrobiano, antifúngico 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 

descontaminação de superfícies nas indústrias de alimentos (GuzelSeydim et al., 2004; 

Kohli, 2015; Guzzon et al., 2017; Eglezos e Dykes, 2018;) e de superfícies de materiais 

delicados como polivinil siloxano (Celebi et al., 2018), 0 03 é reconhecidamente seguro 

para aplicação direta em alimentos e no tratamento de água (Khadre et al., 2001; Guzel-

Seydim et al., 2004; Thompson e Drago, 2015). Além disso, o uso do 03 foi 

positivamente avaliado na micropropagação de Aloe barbadensis (Mariateresa et al., 

2014). 

Considerando a utilização dos biorreatores de imersão temporária para a 

propagação de diversas espécies vegetais e o potencial antimicrobiano do ozônio, este 

trabalho teve como objetivo principal a avaliação da substituição da autoclavagem de 

biorreatores de imersão temporária para micropropagação de tecidos vegetais pela 

sanitização com gás 03, testando diferentes concentrações e tempos de tratamento. 

2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal e biorreator utilizado 

2.1.1. Biorreator 

Utilizou-se o biorreator de imersão temporária Plantform (Plantform, Lomma, 

Suécia) de policarbonato com dimensões de 180x150x150 mm (Figura 1). Neste 

biorreator, o 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 câmara contendo meio líquido, elevando o nível 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/saídas para troca de gás; B: Filtro do meio conectado a um tubo plástico 

na câmara interna, filtros; C: tubos de plástico, porcas, grampos e anéis de silicone para 

ser conectado às 3 entradas/saídas no recipiente externo, D: Câmara interna com 3 

ranhuras no lado e ligação 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 micropropagação, 

localizado no Laboratório de Cultura de Tecidos II do Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária — BIOAGRO, da Universidade Federal de Viçosa — UFV, 

localizado no município de Viçosa, Minas Gerais. 

Para multiplicação 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 l ), ágar 

(7 g 1=-1 ), sacarose (30 g 1--1 ), 0,5 mg E l de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg 

L1 de ANA (ácido naftalenoacético) e PVP (0,8 g E l ), com pH ajustado para 5,8 ± 0,01 

antes da adição do ágar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressão 

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

No cultivo dos clones, via micropropagação, as condições ambientais da sala de 

crescimento do laboratório foram mantidas com temperatura de 25 ± 2 o c e com 

fotoperíodo de 16 h, com irradiância de 33 gmol m 2 s I (quantificada por radiômetro LI-

COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lâmpadas 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-sólido, cultivado em placas de 
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Petri estéreis e descartáveis (90 mm (D) x 15 mm (H). Cada placa continha 25 mL de 

meio JADS suplementado com mio-inositol (0,1 g L-l ), ágar (7 g E l ), sacarose (30 g L-

l ), 0,5 mg L-l de BAP (6 - benzilaminopurina), 0,01 mg L-l de ANA @-ácido 

naftalenoacético) e PVP (0,8 g L-l ), com pH ajustado para 5,8 ± 0,01 antes da adição do 

ágar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a uma pressão de 1,5 atm e 

temperatura de 121 oc por 20 min. Os explantes foram assepticamente extraídos, em 

câmara de fluxo laminar sendo separados com auxílio de pinças e bisturis. Para cada 

explante utilizado na extração dos tufos, o instrumento era imerso em álcool e flambado. 

Em cada placa foram colocados 10 explantes e mantidos nas condições de sala de 

crescimento citadas por sete dias. 

2.2. Obtenção e quantificação do ozônio (03) 

O ozônio (03) foi obtido por meio de um gerador O&L3.ORM (Ozone & Life, 

São José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gás oxigênio isento de umidade. 

O oxigênio foi concentrado a partir do ar atmosférico com o auxílio do concentrador de 

oxigênio OxxiSul, Mark 5 P lus (Ozonebras, Curitiba, Brasil), sendo as diferentes 

concentrações de ozônio produzidas controladas pelo dosador do equipamento. A 

concentração do ozônio foi determinada pelo método iodométrico, por titulação indireta 

(Birdsall et al., 1952). Este método consiste no borbulhamento do gás ozônio em 50 mL 

de solução de iodeto de potássio (Kl) por 30 s. Desta reação, ou seja, da oxidação do Kl 

pelo ozônio, ocorre a liberação de iodo (12). Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL de 

ácido sulfúrico (H2S04) a 1 mol L-l na solução para evitar a decomposição do iodo em 

iodato. Procedeu-se a titulação com tiossulfato de sódio (Na2S203) a 0,1 mol L-l até que 

a coloração castanha do iodo se tornasse quase transparente. Em seguida, foi adicionado 

1 mL de solução indicadora de amido a 1% (v/v) e continuou titulando com tiossulfato 

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

2.3. Arranjo experimental 

Os biorreatores secos e vazios foram submetidos ao tratamento com ozônio a 

partir da injeção do gás com fluxo de 0,5 L min- pela entrada do biorreator (Figura 1-A). 

O gás residual do biorreator foi direcionado, a partir de uma das saídas do biorreator para 

um catalisador de 03. O ozonizador foi conectado a entrada E, na qual 0 03 era injetado; 

na conexão D foi destinada para a saída do 03 do sistema. A entrada F foi isolada para 
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não haver perda no sistema. A concentração de ozônio, tempo de tratamento e teor de 

umidade do gás 03 foram adotados de acordo com o planejamento experimental descrito 

no ítem 2.5. Para variar a umidade do gás, utilizou-se uma solução saturada de NaCl para 

borbulhar 0 03 antes da sua injeção no biorreator (Ozkan et al., 2011; Santos et al., 2016). 

Os experimentos foram conduzidos em ambiente com controle de temperatura a 20 ± 2 o 

c. 

2.4. Avaliações experimentais 

Após o tratamento dos biorreatores com ozônio, estes foram levados à câmara de 

fluxo laminar para adicionar o 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 l ), ágar (7 g E l ), sacarose (30 g L-l ), 0,5 mg 13 1 de BAP (6 - 

benzilaminopurina), 0,01 mg L-l de ANA (ácido naftalenoacético) e PVP (0,8 g E l ), 

com pH ajustado para 5,8 ± 0,01 antes da adição do ágar. O meio de cultura foi 

esterilizado em autoclave a uma pressão de 1,5 atm e temperatura de 121 o c por 20 min. 

Os explantes estabelecidos nas placas de Petri, como descrito no ítem 2.2.2., 

foram transferidos com auxílio de uma pinça evitando contado com as superfícies do 

biorreator. Placas que apresentavam algum tipo de contaminação foram descartadas. 

Para avaliar a contaminação dos biorreatores após o tratamento com 03, foi 

realizada quantificação do número de biorreatores contaminados cada 7 dias durante 21 

dias. As contaminações foram determinadas por avaliações visuais da presença de fungos 

elou bactérias no meio de cultura elou no explante. 

2.5. Análise estatística 

Os experimentos seguiram o delineamento experimental inteiramente ao acaso 

em esquema fatorial completo 23 . As variáveis independentes em estudo foram a 

concentração de 03, o tempo de ozonização e a umidade do 03. Os níveis superior 

(+1) e inferior (-1) de cada variável independente avaliada são apresentados na Tabela 1. 

O planejamento fatorial (Tabela 2) e os resultados obtidos foram avaliados com auxílio 

do software Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA). 

Tabela 1. Variáveis independentes do delineamento experimental em esquema fatorial 

completo 2  
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Níveis 

Variável independente  +1 

Concentração 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 variáveis em estudo (concentração de 03, tempo de exposição 

e umidade do 03). 

Repetição  

Valores codificados  Valores originais 

[031 Tempo Umidade 

(mg El) (min) 03 (0/0) 

[031 
(mg 131 ) 

Tempo Umidade 

(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 contaminação diminuiu com o aumento do tempo de tratamento com 

ozônio, em relação à contaminação dos biorreatores (Figura 2). O efeito observado para 

o tempo de tratamento em relação à contaminação dos biorreatores foi negativo, 

indicando que maiores tempos de exposição levaram a menores contaminações. As 

variáveis umidade e concentração de ozônio, dentro das faixas avaliadas, não foram 

significativas para contaminação dos biorreatores. No tratamento sem esterilização, 

houve 100% de contaminação após 24 h. 

(2) Tempo (min) Z' 

(3) Umidade 03 (%) 

pz.t 
Efeito 

Figura 2. Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores tempo de exposição (min), 

concentração de ozônio (mg 1.-1 ) e umidade do gás ozônio (%) sobre a contaminação 

dos biorreatores após tratamento com ozônio. 

(1)  03  
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Considerando-se os tratamentos com a umidade do gás ozônio de 75% (Figura 3) 

ou com umidade de 0% (Figura 3b), observa-se que os maiores tempos de exposição do 

biorreator ao gás ozônio, resultaram nos menores índices de contaminação por 

microrganismos. Os dados de contaminação na Figura 3 mostraram que, a concentração 

ideal para a esterilização total do biorreator, aonde a contaminação foi completamente 

eliminada, seria após exposição dos biorreatores a 

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

 

Figura 3. Curvas de contorno dos efeitos das variáveis independentes tempo de exposição 

(min) e concentração do gás ozônio (mg El ) sobre a contaminação de biorreatores para 

o gás ozônio com umidade de 75% (a) e 0% de umidade (b). 

4. Discussão 

Várias técnicas de sanitização de superficies têm sido avaliadas como alternativas 

à esterilização com autoclaves na cultura de tecidos, microbiologia entre outras áreas. 

Além de aumentar a eficiência na sanitização das superficies, novas técnicas podem 

representar uma estratégia para redução dos custos operacionais e evitar a seleção de 

microrganismos resistentes aos processos de sanitização tradicionais. Para os 

biorreatores de imersão temporária, novas alternativas ao uso das autoclaves buscam 

além da redução do custo com energia elétrica, maior vida útil pela redução dos danos 

ao material dos biorreatores. 

A esterilização de biorreatores tem sido dificultada pelos vários assessórios que 

compõem o equipamento. Estruturas internas para suporte de explantes e separação do 

meio, mangueiras para condução de ar, estruturas para fixação das partes durante a 

injeção de ar, maior superficie de contato, maior número de peças para fechamento 

hermético. Comparativamente à tratamentos com sanitizantes líquidos, o tratamento com 

gás ozônio apresenta a vantagem de conseguir alcançar áreas e irregularidades das 

16 
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superficies que são mais dificeis de serem alcançadas utilizando-se líquidos (Gómez-

López et al., 2009). Sendo assim, o uso de gás ozônio facilita o contato desse com estas 

áreas de maneira uniforme e constante, atingindo áreas que o uso de esterilizantes 

químicos não conseguiriam atingir e que o processo de autoclavagem é ineficiente para 

eliminação de microrganismos fitopatogênicos. 



 

No presente trabalho, a contaminação dos biorreatores por bactérias, leveduras, 

ou qualquer outro microrganismo foi completamente eliminada após exposição dos 

biorresatores a 50 mg L-l de 03 por 15 min em fluxo constante de 0,5 L min- . Para 

garantir a assepsia do processo de utilização de biorreatores de imersão temporal, o 

sistema de descontaminação com uso de ozônio proposto pelo presente trabalho é uma 

solução viável e segura para desinfecção de superfícies dos biorreatores. A concentração 

sugerida no presente trabalho pode controlar a contaminação de microrganismos nesses 

recipientes em um nível considerado normal de contaminação, desde que todas as demais 

medidas de assepsia na câmara de fluxo e na manipulação de explantes, bem como a 

manutenção do equipamento em área limpa com controle de umidade, ternperatura e 

fotoperíodo sejam seguidas. 

Outras técnicas de sanitização, como a autoclavagem, utilização de peróxido de 

hidrogênio, ácido clorídrico, hipoclorito de sódio, tiamina, entre outros, foram avaliadas 

previamente (dados não apresentados) para desinfecção das superfícies dos biorreatores, 

mas não foram efetivas no controle da contaminação. Estes tratamentos apresentaram 

100% de contaminação na primeira semana após serem inoculados os explantes e 

colocados em sala de crescimento para desenvolvimento. Adcionalmente, o ácido 

clorídrico provocou morte dos explantes nas primeiras 24 h de estabelecidos no sistema. 

O efeito diferencial do gás ozônio em relação as outras técnicas de esterilização 

seria, segundo a literatura a literatura especializada, que este provoca a lise das 

membranas celulares por meio de oxidação, com consequente morte celular. Ong e Ali 

(2015) analisaram o efeito do ozônio sobre um fungo e observou a degradação das 

mitocôndrias após 24 h de tratamento com ozônio, notando que, quanto maior a 

quantidade de ozônio aplicado, maior o dano mitocondrial, atingindo inativação 

praticamente completa em tratamentos com 5 mL L-l de ozônio. 

A utilização do gás ozônio como sanitizante para biorreatores de imersão temporal 

ainda apresenta vantagem do ponto de vista financeiro. O custo (Base cotação de 2018 

do valor do dólar no Brasil) de aquisição do ozonizador é de aproximadamente US$ 

1.515,15. O ozonizador pode operar com oxigênio obtido a partir de um concentrador de 

02 do ar ambiente. O custo médio de um concentrador de oxigênio é de US$ 1.212,12. 

Considerando o preço do kWh igual a US$ 0,2371 as especificações de consumo 

energético dos equipamentos utilizados nesse trabalho (Tabela 2), o custo de operação de 

15 min do gerador de ozônio e do concentrador de oxigênio seria de US$ 0,032. Assim, 

quando comparado ao custo fixo de aquisição de uma autoclave (US$ 3.621,21) e o custo 

operacional de consumo energético (US$ 0,32), a ozonização dos biorreatores apresenta 
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uma vantagem econômica de operação. Além, é claro, dos menores riscos de operação, 

ausência de resíduos químicos e de danos ao material do biorreator. 

Tabela 3. Especificações técnicas e custo operacional para ozonização e autoclavagem 

de biorreatores de imersão temporária. 

 

Equipamento Potência (W) Tempo de Consumo Custo de 

operação (min) energético operação 

Concentrador 450 15 0,026 de oxigênio 

Gerador de 100 15 0,025 0,006 ozônio 

Autoclave 4.000 20 1,330 0,32 

 

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

5. Conclusões 

1. A esterilização com ozônio pode substituir esterilização com o uso de autoclave 

em biorreatores. 

2. Quanto maior o tempo de exposição ao ozônio e maior a concentração do mesmo 

menor a contaminação. 

3. A contaminação dos biorreatores por microrganismos foi completamente 

eliminada após exposição dos biorreatores a 50 mg L-l de 03 por 15 min em fluxo 

-1 

constante de 0,5 L min . 

4. A sanitização com ozônio apresenta vantagem econômica e ambiental em relação 

ao uso de autoclave para sanitização de biorreatores. 
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EFEITO DA ESTERILIZAÇÃO DE MEIO DE CULTURA coM OZÓNIO E DA 

SACAROSE NA MULTIPLICAÇÃO in vitro DE CLONES DE Eucalyptus spp. 

EM BIORREATORES DE IMERSÃO TEMPORÁRIA 

Resumo — O uso de biorreatores na condição in vitro tem como proposta contornar 

algumas dificuldades na micropropagação encontradas na metodologia tradicional, 

podendo ser usado como fonte de material vegetal para uso na condição ex vitro em 

viveiros, seja como microjardim clonal ou como fornecer de material 

rejuvenescido/revigorado aos minijardins ex vitro. Sendo assim, em vista da importância 

do desenvolvimento de novas tecnologias e manejo das condições de cultivo sobre o 

desenvolvimento das culturas, os objetivos deste estudo foram avaliar diferentes 

concentrações de sacarose, uso de esterilização química de meio de cultura e o uso de 

biorreatores, na fase de multiplicação 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 ozônio foi eficiente para impedir a contaminação do meio com 

microorganismos em 90 min a 50 mg L-l em fluxo de 0,5 L min- . A adição de sacarose 

ao meio de cultura em concentração de 30 g teve efeito positivo no vigor do material 

vegetal, no número de brotações e a na média de brotações alongadas, porém, 

proporcionou maior oxidação do meio de cultura. 

Palavras-chave: Ozonização; sanitização; micropropagação; meio de cultura. 

1. Introdução 

A silvicultura clonal é uma técnica amplamente utilizada na área florestal devido 

à 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 propagação vegetativa na silvicultura: i) Macropropagação ou 

suas derivações - obtenção de estacas e posterior enraizamento; e ii) Micropropagação - 

cultura de tecidos in vitro de materiais juvenis (embriões, cotilédones) ou maduros 

(meristemas) (Arencibia et al., 2017). O uso da micropropagação ainda é restrito devido, 

principalmente, ao custo desta técnica em relação à macropropagação, tornando-a 

inviável economicamente em escala comercial. 
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O desenvolvimento de novas tecnologias para produção de mudas 

micropropagadas em larga escala, em especial para espécies florestais de interesse 

econômico como as do gênero Eucalyptus, é um dos requisitos para tornar esta técnica 

comercialmente viável (Oliveira, 2009). Dentre as novas tecnologias, o uso de 

biorreatores apresenta vantagens em relação à micropropagação tradicional, que incluem 

o aumento da taxa de multiplicação, o crescimento mais rápido e de maior qualidade da 

cultura, uso de meio líquido e a redução nos custos médio de energia, mão de obra e 

espaço de laboratório (Akdemir et al., 2014; Polzin et al., 2014; Gatti et al., 2017; 

Mosqueda Frómeta et al., 2017; Vives et al., 2017). Vários trabalhos utilizando 

Eucalyptus spp. em biorreatores apresentaram resultados satisfatórios quando 

comparados com a utilização de sistemas tradicionais de micropropagação (Dutra et al., 

2009; Oliveira et al., 2011a; Oliveira et al., 201 Ib; Correia, 2011; Watt, 2012; Palhares, 

2013; Oliveira et al.; 2014; Ramlal, 2014; Máximo, 2014; Da Silva et ai., 2015). 

Outra estratégia para tornar viável a micropropagação é o desenvolvimento de 

tecnologias alternativas, melhorando protocolos de esterilização e tornando esta técnica 

menos onerosa sem prejuízo ao desenvolvimento do material vegetal. A etapa inicial para 

micropropagação de uma espécie in vitro é o preparo do meio de cultura e sua 

esterilização, comumente por autoclavagem, e assepsia dos explantes que darão início ao 

cultivo. A esterilização física por autoclavagem utiliza altas temperaturas (121 0C) e 

pressão (1 kgf cm-2) por períodos que variam de 15 a 30 min. A autoclavagem apresenta 

como desvantagem os elevados custos do equipamento, consumo de energia e riscos 

atribuídos à sua operação. Por isso, embora tóxicos para os tecidos vegetais, tem-se 

utilizado agentes químicos esterilizantes, como hipoclorito de cálcio ou sódio, etanol, 

nitrato de prata, peróxido de hidrogênio, cloreto de mercúrio, 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-

específicos (Vargas et al., 2016). 

Como estratégia para substituição da autoclavagem e eliminação do efeito 

fitotoxico de agentes químicos esterilizantes, 0 03 destaca-se como um novo método para 

eliminar as contaminações nos biorreatores causados pela presença de microrganismos, 

principalmente bactérias e fungos, dentro dos tecidos vegetais para produção de mudas 

em larga escala (Dewir et al., 2005). 

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

Organização Mundial da Saúde recomenda o seu uso e ele é amplamente aplicada na 
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desinfecção de água, alimentos e locais que exigem condições assépticas extremas, como 

salas de operação (Loeb, 2011). Jova e Ivanov (2014) utilizaram o ozônio como uma 

alternativa para substituir o hipoclorito de sódio para desinfecção de segmentos nodais 

de inhame. Cardarelli et al. (2014) concluiu que o uso de 03 dentro do biorreator é uma 

ferramenta adequada para eliminar as contaminações no substrato líquido sem o uso de 

substâncias químicas nocivas. 

Além de novas tecnologias para tornar a micropropagação mais eficiente e 

econômica, alterações 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 são atribuídas à contaminação e ao 

estresse do transplante da condição in vitro a ex vitro (kaur, 2015). No meio de cultura, a 

sacarose é 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 heterotrófico e fotomixotrófico (Gago et al., 2014). Embora, os 

efeitos positivos do fornecimento de sacarose no meio vêm sendo explorados há muitos 

anos, atualmente vários estudos vem relatando os efeitos negativos e buscando 

alternativas para fornecer o desenvolvimento necessário ao material sem ou com menos 

sacarose no meio. A eliminação da sacarose fornece um fator importante para a transição 

do modo fotomixotrófico/heterotrófico para um modo fotoautotrófico de nutrição com 

redução drástica contaminação da cultura e perdas de plantas, que favorece a aclimatação 

as condições ex vitro. 

O uso de culturas fotoautrotóficas em grandes recipientes in vitro auxilia no 

aumento do rendimento final. No entanto, trabalhos sobre nutrição fotoautotrófica em 

biorreatores são limitados e sua aplicação prática fora de escala laboratorial ainda não 

está bem estudada (Kaur, 2015). 

Devido a importância do desenvolvimento de tecnologias e manejo das condições 

de cultivo sobre o desenvolvimento das culturas, os objetivos deste estudo foram avaliar 

diferentes concentrações de sacarose, uso de esterilização química de meio de cultura e o 

uso de biorreatores, na multiplicação 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 Laboratório de Cultura de Tecidos II do 

Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), localizado no município de Viçosa/MG. 

2.1. Biorreator 

Utilizou-se o biorreator de imersão temporária Plantform@ (Plantform, Lomma, 

Suécia) de policarbonato com dimensões de 180x150x150 mm (Figura 1). Neste 

biorreator, o 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 câmara contendo meio líquido, elevando o nível do meio e imergindo 

temporariamente o material vegetal. Como suporte para separação dos explantes dos 

clones utilizados no biorreator se utilizou uma separação feita de plástico de polietileno. 

 

Figura 1. Biorreator e suas diferentes partes numeradas de A-G. A: Recipiente exterior 

com 3 entradas/saídas para troca de gás; B: Filtro do meio conectado a um tubo plástico 

na câmara interna, filtros; C: tubos de plástico, porcas, grampos e anéis de silicone para 

ser conectado às 3 entradas/saídas no recipiente externo, D: Câmara interna com 3 

ranhuras no lado e ligação 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 condições 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 micropropagação no Laboratório de Cultura de Tecidos II do 
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BIOAGRO na UFV. Para multiplicação 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-l de sacarose, 100 mg L-l de mio-inositol, 

800 mg L -l de PVP-30 (polivinilpirrolidona), 0,5 mg L-l de BAP (6 benzilaminopurina), 

0,01 mg L-l de ANA (ácido u-naftalenoacético) e 6 g de ágar. O meio de cultura teve o 

pH ajustado para 5,8 e esterilizado em autoclave sob pressão de 1,5 atm e temperatura de 

121 o c, por 20 min. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 0C, em 

fotoperíodo de 16 h e irradiância de 33 gmol m 2 s 1 (quantificada por radiômetro - LI-

COR@, LI-250A Light Meter), fornecida por duas lâmpadas 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-sólido, cultivado em placas de 

Petri estéreis e descartáveis (90 mrn (D) x 15 mm (H)). Cada placa continha 25 mL do 

meio de cultura utilizado na multiplicação e as condições de cultivo foram as mesmas. 

2.3. Obtenção e quantificação do ozônio (03) 

O ozônio (03) foi obtido por meio de um gerador de (03) modeloO&L3.ORM 

(Ozone & Life, São José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gás oxigênio 

isento de umidade. O oxigênio foi concentrado a partir do ar atmosférico através do 

concentrador de oxigênio OxxiSul, Mark 5 Plus (Ozonebras, Curitiba, Brasil). As 

diferentes concentrações de ozônio foram produzidas de acordo com a posição do dosador 

do equipamento. A concentração do ozônio foi determinada pelo método iodométrico por 

titulação indireta (Birdsall et al., 1952). Resumidamente, este método consiste no 

borbulhamento do gás 03 em 50 mL de solução de iodeto de potássio (Kl) por 30 seg. 

Desta reação, ou seja, da oxidação do Kl pelo 03, ocorre a liberação de iodo (12). 

Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL de ácido sulfúrico (1-12S04) a 1 mol L-l na solução 

para evitar a decomposição do iodo em iodato. Procedeu-se a titulação com tiossulfato de 

sódio (Na2S203) a 0,1 mol L 1 até que a coloração castanha do iodo se tornasse quase 

transparente. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solução indicadora de amido a 1% 

(mlv) e continuou a titulação com tiossulfato de sódio (Na2S203) a 0,1 mol L-l até o 

completo desaparecimento da coloração azul. 
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2.4. Arranjo experimental 

Para esterilização dos biorreatores secas e vazios estes foram submetidos ao 

tratamento com ozônio a partir da injeção do gás com concentração de 50 mg lu-l e fluxo 

de 0,5 L min- pela entrada do biorreator (Figura 1 -A) durante uma hora. O gás residual 

do biorreator foi direcionado, a partir de uma das saídas do biorreator para um catalisador 

de ozônio. O ozonizador foi conectado a entrada E, na qual o ozônio era injetado; a 

conexão D foi destinada para a saída do ozônio do sistema. A entrada 

F foi isolada para não haver perda no sistema. 

Experimento 1 : 

Após o tratamento dos biorreatores com 03, estes foram levados à câmara de fluxo 

laminar. Foram adicionados 500 mL do meio de cultura JADS (Correia et al., 1995), 

semelhante ao ítem 2.3, em ambiente asséptico. Os biorreatores foram completamente 

fechados, incluindo as 3 entradas/saídas para trocas de gás (D, E e FFigura IA). 

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente ao acaso em esquema 

fatorial completo 2 , sendo constituídos pelo tempo de tratamento com 03 e pela 

concentração de hipoclorito de sódio (NaClO), ambos analisadas nos níveis superior e 

inferior (Tabela 1). O tratamento com ozônio, considerando testes preliminares, foi 

realizado com concentração de 50 mg L-l e fluxo de 0,5 L min -1. 

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

. 

Variável 

 Níveis  

-1  +1 

NaClO (BL L- )   600 

Tempo de 03 (min) 30  90 

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

Foram utilizados três biorreatores por tratamento, sendo cada biorreator 

constituído 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 auxílio do software Statistica 
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12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA) e MiniTab@ 17. Para escolha das condições com melhor 

poder sanitizante, foi considerado o resultado de contaminação a partir de avaliação feita 

após 21 dias do tratamento. 

Tabela 2. Delineamento experimental em esquema fatorial completo 22 com valores 

codificados e originais das variáveis em estudo (tempo de exposição ao 03 e concentração 

de NaClO). 

Valores codificados Valores originais 

Repetição Tempo 

(min) 

de 03 NaCIO (BL L-  Tempo 

(min) 

de  03 NaCIO (BL L- 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

3 

-1 

+1 

-1 

+1 

-1 

-1 

+1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

-1 

+1 

+1 

30,0 

90,0 

30,0 

90,0 

30,0 

90,0 

30,0 

90,0 

30,0 

90,0 

30,0 

90,0 

 

600,0 

600,0 

600,0 

600,0 

600,0 

600,0 

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

Experimento 2: 

Após a determinação do tempo de tratamento com ozônio e da concentração de 

hipoclorito necessários, foi realizado procedimento semelhante ao experimento 1 para 

esterilização dos biorreatores, meio de cultura e introdução dos explantes. Para 

esterilização 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 adição de 

hipoclorito. Nessa fase foram testadas duas concentrações de sacarose 

O 30 gL I  

Foram utilizados cinco biorreatores por tratamento, sendo cada biorreator 

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

biorreator. 

2.5. Avaliações experimentais 



76 

Após o tratamento dos biorreatores com 03 , estes foram levados à câmara de 

fluxo laminar para adicionar o meio de cultura e os explantes, em ambiente asséptico. 

Após 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 o meio. A concentração de sacarose 

utilizada foi 30 g E l , por ser considerada a mais utilizada para Eucalyptus spp. e cultura 

de tecidos. 

Os explantes estabelecidos nas placas de Petri, como descrito no ítem 2.3 foram 

transferidos com auxílio de uma pinça evitando contado com as superfícies do biorreator. 

Placas que apresentavam algum tipo de contaminação foram descartadas. 

No experimento 1, para avaliar a contaminação dos biorreatores após o tratamento 

com 03, foi realizada quantificação do número de biorreatores contaminados a cada 7 

dias durante 21 dias. As contaminações foram determinadas por avaliações visuais da 

presença de fungos elou bactérias no meio de cultura elou no explante. 

No experimento 2 foram avaliados aos 21 dias o vigor médio, média de brotações 

por explante e a média de brotações alongadas (>1,5 cm) nos biorreatores sem 

contaminação. 

3. Resultados 

3.1. Experimento 1 

A avaliação da contaminação aconteceu com caracterização de 100% para os 

biorreatores que apresentaram contaminação e 0% para os biorreatores livres de 

contaminação (Figura 2). 
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Figura 2. Gráficos de contorno dos efeitos das variáveis independentes tempo de 

exposição e concentração de NaClO sobre a contaminação do meio para o gás ozônio 

com umidade de 75% (a) e 0% de umidade (b). 

Em comparação com os demais tratamentos, o tratamento controle, com uso de 

autoclavagem do meio e biorreator, houve contaminação na primeira avaliação, após 7 

dias do tratamento. Após 21 dias, apenas os biorreatores com e sem NaClO tratados por 

90 min com ozônio em concentração de 50 mg e fluxo de 0,5 L min-1 estavam livres de 

contaminação. A adição de hipoclorito não apresentou efeito significativo na redução da 

contaminação dos biorreatores. 
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3.2. Experimento 2 

Após o estabelecimento das condições ótimas para descontaminação do meio de 

cultura com exposição ao ozônio por 90 min, com concentração de 50 mg L-l e fluxo de 

0,5 L min- , avaliou-se as respostas qualitativas de vigor médio, brotações médias por 

explante e média das brotações alongadas (> 1,5 cm). As respostas das avaliações 

realizadas em 4 repetições foram submetidas à análise de variância (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 diferença 

significativa no vigor médio e média de brotações por explantes. Para os tratamentos com 

sacarose, essas variáveis apresentam maiores valores. Quando comparados os explantes 

para o mesmo tratamento, houve diferença significativa apenas para a média de brotações 

dos diferentes clones. O clone C2 apresentou maior número médio de brotações por 

explante (Tabela 3). 

Tabela 4. Avaliação qualitativa dos explantes submetidos ao meio com diferentes 

concentrações de sacaraose 

 
Sacarose (g 1-- ) 

 

Vigor médio 2,75 ± 0,19 2,77 ± 0,15 3,00 ± 0,00 3,00 ± 0,00 

Média de 

brotações por 

explante 

2,40 ± 0,57 2,40 ± 0,41 3,5 ± 0,68 Ba 8,07 ± 0,49 

Média das 

brotações 

alongadas 

(>1,5cm) 

0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,05 0,12 ± 0,15 

Oxidação do meio  Ausente Ausente Presente Presente 

Média ± desvio padrão. 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem estatisticamente pelo 

teste de Tukey em nível de 5% de significância (entre tratamentos concentrações de sacarose 

diferentes). Médias seguidas da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem 

estatisticamente pelo teste de Tukey, ae 5% de significância (entre clones Cl e C2). 

4. Discussão 
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Ozônio como alternativa para esterilização de biorreatores de imersão temporal, 

além da sua eficiência para desinfecção das superfícies dos biorreatores, o ozônio teve 

seu potencial para desinfecção do meio de cultura líquido avaliada. Dessa forma, 0 03 

passa a ser avaliado como um agente completo de desinfecção de todo o processo de 

micropropagação 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 contaminação 

do meio com microorganismos em 90 min a 50 mg em fluxo de 0,5 L min- . O efeito 

esterilizante do ozônio no meio de cultura foi observado por Ivanov et al. (2014), 

utilizando os tempo de 5, 10 e 15 min a concentração de 5% de C02 em placas com meio 

de cultura, nenhum dos tempos testados apresentou contaminação microbiana. Cardarelli 

et al. (2015) utilizaramu tratamentos de injeção de ozônio em biorreatores de imersão 

temporal durante 4 semanas, testando 1, 5 e 15 minutos por dia, o ozônio eliminou em 

todos os tratamentos a contaminação microbiana. Outras pesquisas recentes indicam 

grande potencial de uso do 03 na micropropagação de material vegetal (Cardarelli et al., 

2014; Jova e Gonzalez, 2014; Stanisavljevié et al., 2017). 

A adição de hipoclorito ao meio de cultura, de forma a potencializar o efeito 

sanitizante, não foi significativa. Assim, a adição de hipoclorito ao meio não é indicada 

com fins de melhorar a sanitifização do meio. De acordo com Brondani et al. (2011), 

dentre os produtos químicos utilizados na esterilização na micropropagação como 

alternativa a autoclavagem, a substancia mais promissória é o hipoclorito de sódio 

(NaClO). Sua utilização é citada por vários 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 químicas com efeito similar 

como o mercúrio (HgC12), fungicida e antibióticos (Dutra et al., 2009; Tiwari et al. 

2012). 

O uso de sacarose ao meio teve o efeito no vigor do material vegetal, no número 

de brotações e a na média de brotações alongadas. Diversos trabalhos relatam o uso de 

30 gr 1 de sacarose no processo de micropropagação, sendo responsável pelas maiores 

taxas de multiplicação ou alongamento de Eucalyptus spp. (Brondani et al., 2009; Borges 

et al., 2012; Navrosky et al., 2015). Estes dados concordam com Khan et al. (2002), aonde 

as maiores médias de multiplicação e comprimento de brotos na micropropagação de 

Eucalyptus tereticornis ocorreram em sistema fotomixotrófico com 30 gl--l de sacarose 
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quando comparado a ambiente fotoautrotofico sem uso de sacarose. Entretanto, a redução 

de sacarose em biorreatores de 30 para 15 gr 1 foi considerada como tratamento primordial 

para adaptabilidade ao ambiente ex vitro em híbridos de Populus (Arencibia et al., 2017). 

Gallo (2014) para as características avaliadas, em Eucalyptus grandis x E. urophylla, os 

maiores valores foram observados com o uso de 15 g de sacarose, concentração que 

apresenta redução desse açúcar no meio, visto o emprego usual de sacarose na 

micropropagação de Eucalyptus é de 30 g E l . Apesar dos efeitos positivos nas 

características de produção, com a adição de sacarose observou-se a oxidação do meio. 

Efeito negativo da sacarose na oxidação do meio, onde o suprimento de sacarose 

aumentou a oxidação foi observado por Gallo (2014) em Eucalyptus grandis x E. 

urophylla. 

Os resultados do presente estudo evidenciaram que os clones apresentaram 

relação diferencial ao uso ou não de sacarose. Em geral 30 g foi superior em número de 

brotações e tamanho da maior brotação. Esse resultado reflete a variação de resposta de 

diferentes genótipos à multiplicações in vitro também observada em outros estudos. 

Sotelo e Monza (2007) definiram um protocolo de micropropagação de clones adultos de 

Eucalyptus globulus sub. maidenii, por meio de gemas epicórmicas, observando que 

apenas 5 clones de um total de 58 avaliados apresentaram resposta à multiplicação in 

vitro, evidenciando que o genótipo tem efeito direito nesta variação .Estas diferenças 

entre clones foram evidenciadas por Oliveira et al. (2011), trabalhando com Eucalyptus 

urophylla em biorreatores, o Cl foi superior ao C2 na produção de novos brotos durante 

o período de cultivo, com média de 1 1 brotos por explante, em comparação com a 5,3 

do C2. 

Em biorreatores tem sido trabalhado o cultivo fotoautotrófico ou fotomixotrófico 

(Arencibia et al., 2013; Arencibia et al., 2017; Regueira et al., 2018). Porém, ainda se 

torna necessário maiores estudos, objetivando o desenvolvimento de protocolos 

eficientes para obter aumento na produtividade na multiplicação, redução nos custos, 

melhores taxas de alongamento e aclimatação tornando o processo competitivo com os 

métodos tradicionais de produção (Businge et al., 2017; Máximo et al., 2018). Além 

disso, necessita-se aliar a redução de sacarose com técnicas de redução de contaminação, 

suprimento de luz e C02 que possibilitem o desenvolvimento do fotoautotrofismo. 

Os resultados do presente trabalho demonstram que o sistema de esterilização com 

03 é um importante aliado à cultura de tecidos, podendo tornar-se uma forma alternativa 

na produção de materiais micropropagados com menor custo e maior eficiência. O 
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desenvolvimento de novas metodologias para produção in vitro aliadas a técnicas ex vitro 

de aclimatação desse material, principalmente em condições fotoautotróficas, abre novas 

perspectivas para a clonagem de materiais elite florestais, tornando a técnica cada vez 

mais viável economicamente. 

5. Conclusöes 

Como indicaqäo de protocolo para utilizaqäo do ozönio em completa substituiqäo 

å autoclavagem na micropropagaqäo in vitro de explantes de clones de clones de 

Eucalyptus urophylla e E. benthamii, tem-se a utilizaqäo do gås para sanitizaqäo das 

superficies do biorreator vazio apos sua lavagem e secagem; ozonizaqäo do meio de 

cultura Ifquido por 90 min com concentraqäo de 50 mg E l e fluxo de 0,5 L min- e adiqäo 

de sacarose ao meio de cultura em concentraqäo de 30 gE 1 , tornando desnecessåria a 

utilizaqäo de autoclave para sanitizaqäo dos biorreatores ou autoclavagem do meio de 

cultura. 
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3. CONCLUSÕES GERAIS 

Diante dos objetivos propostos e nas condições em que foram realizados os 

experimentos do presente estudo, buscando avaliar o potencial de sistemas 

fotoautotrófico, a seleção de materiais com maior competência a micropropagação e o 

uso da esterilização com ozônio na produção de Eucalyptus spp. em biorreatores, foi 

possível concluir: 

1) A propagação in vitro de clones de Eucalyptus para obtenção de brotações pode 

ser realizada em o uso de meio líquido com maiores incrementos de massa fresca, 
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taxa de multiplicação e tamanho da maior brotação que os observados em 

meio semi-sólido. 

2) O uso de tampas rígidas, sem trocas gasosas, nos frascos para cultivo in vitro pela 

micropropagação de clones de Eucalyptus spp., nas fases de multiplicação e 

alongamento, favorece as taxas de multiplicação, sendo o ambiente mais 

favorável para a propagação in vitro dos genótipos avaliados. As características 

de crescimento também são influenciadas pelo genótipo. O controle genético para 

as características avaliadas e a interação genótipo x ambiente, em ambientes com 

e sem trocas gasosas, permite a seleção e classificação de clones de Eucalyptus 

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

3) A redução do uso de sacarose no meio de cultivo e de sistemas que permitam 

aumento da produção em multiplicação e alongamento do material in vitro pela 

micropropagação, como diferentes qualidades e quantidades de luz, são fatores 

fundamentais a serem considerados nos estudos para implementação de 

protocolos de cultivo fotoautotrófico. O uso de sacarose adicionado no meio de 

cultivo in vitro, em geral estimulou a produção de clones de Eucalyptus benthamii 

e de Eucalyptus dunnii nas fases de multiplicação e alongamento. 

4) A multiplicação e o alongamento dos genótipos de Eucalyptus benthamii e 

Eucalyptus dunnii pode ser promovido com o uso de lâmpadas fluorescentes, 

LED branca e LED vermelho/azul durante seu cultivo in vitro, na fase de 

multiplicação 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 próximos aos encontrados ex vitro. 

5) O sistema de esterelização de biorreatores com utilização do ozônio (03) pode ser 

utilizada em completa substituição à autoclavagem, utilizando primeiro a 

ozonização do biorreator vazios com a exposição a 50 mg L-l de 03 por 15 min 
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em fluxo constante de 0,5 L min- e posterior a ozonização do meio de cultura 

líquido por 90 min com concentração de 50 mg e fluxo de 0,5 L min- . No entanto, 

novos estudos devem ser conduzidos buscando optimizar os resultados de 

multiplicação, alongamento, aclimatação ex vitro, assim como buscar protolocos 

e tecnologias que aliadas ao 03 viabilize econômica e operacionalmente em larga 

escala os microjardins clonais. 


