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RESUMO

OLIVEIRA, Mila Liparize de, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2009.
Micropropagacao de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla em biorreatores de
imersdo temporaria. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientadores: Ricardo Miguel Penchel
Filho, Jodo Batista Teixeira e Wagner Campos Otoni.

O uso de biorreatores tem sido uma alternativa na micropropagacdo de algumas
espécies, por contribuir para automacdo em determinadas fases do cultivo de plantas e
possibilitar a producdo em larga escala. Neste sentido, este estudo avaliou a micropropagacao
via proliferacdo de gemas axilares nas fases de multiplicacdo e alongamento in vitro de clones
de Eucalyptus grandis x E. urophylla com o uso de biorreatores de imersdo temporaria. Na
fase de multiplicacdo, foram realizados experimentos individuais com 0 objetivo de testar
diferentes meios de cultura (MS, WPM, QL e JADS), combinagdes entre os fitorreguladores
BAP e ANA, diferentes relacdes entre fontes de nitrogénio (nitrato e aménio), comparar 0
cultivo em agar e em meio liquido, diferentes manejos de frequéncia de imersao (2, 4, 8 ¢ 16
horas) e suportes de apoio dos explantes (papel filtro e espuma), assim como um sistema de
ventilacdo com entrada de ar adicional acoplado ao recipiente dos biorreatores, quanto as
caracteristicas massa fresca, niumero de brotos e hiper-hidricidade dos explantes, cultivados
em biorreatores RITA®. Na fase de alongamento, avaliou-se a influéncia de diferentes
periodos de cultivo (14, 21, 28 e 35 dias) no alongamento in vitro de multibrotacGes
cultivadas em biorreatores de imersao temporaria RITA® e BIT® (meio liquido) e em potes
plasticos (meio semissélido). Na etapa de multiplicacdo, o meio de cultura MS, a combinacgéo
1,0 uM de BAP com 0,5 uM de ANA, a relacio 3:1 de N(NOz):N(NH;"), os menores
intervalos entre as imersdes (2 e 4 horas) e o suporte papel filtro promoveram maior massa
fresca e nimero de brotos por explante, sendo o cultivo em biorreator RITA® superior ao agar
para estas caracteristicas. Houve diferenca quanto ao desenvolvimento das culturas entre os

dois clones avaliados. O aumento da concentracdo de aménio no meio (relagbes 1:1, 1:2 e 1:3



de N(NOz):N(NH;") levou ao menor vigor dos explantes, e a inje¢do adicional de ar
(0,8 L min™) ao recipiente do biorreator RITA® ndo influenciou o desenvolvimento das
culturas. No geral, as culturas apresentaram alto percentual de hiper-hidricidade, sendo esta
desordem um fator limitante nas condig¢Oes deste estudo para o cultivo de Eucalyptus em
biorreatores, ndo sendo percebida nas plantas cultivadas em meio semissélido. No
alongamento, o biorreator BIT® e o cultivo em agar nos potes plasticos promoveram maiores
médias de ganho em massa fresca e numero final de brotos em todas as idades de avaliacéo,
porém o alongamento dos brotos ndo foi satisfatério, sendo a maior parte dos brotos (>60%)
classificados na classe de tamanho de 0,0-2,0 cm. Ha necessidade de ajuste do manejo da
cultura nas fases de multiplicacdo e alongamento para a obtencdo de brotos com maior vigor
aptos a enraizar em condicdes ex vitro, a fim de que esta técnica possa se tornar viavel em

larga escala.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Mila Liparize de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September, 20009.
Micropropagation of Eucalyptus grandis x E. urophylla clones in temporary immersion
bioreactors. Advisor: Aloisio Xavier. Co-advisors: Ricardo Miguel Penchel Filho, Jodo
Batista Teixeira and Wagner Campos Otoni.

The use of bioreactors has been an alternative tool for the micropropagation of several
species, contributing to the automation in certain phases of the in vitro cultivation, though
enabling large-scale production. Accordingly, this study evaluated the micropropagation by
means of axillary buds proliferation in the multiplication and elongation stages in vitro of
Eucalyptus grandis x E. urophylla clones using temporary immersion bioreactors. During
multiplication stage in RITA® bioreactors, experiments were performed with the aim of
testing the influence of several factors on fresh weight, number of shoots per explant and
hyperhydricity of the culture, among them: culture media (MS, WPM, QL and JADS); BAP
and NAA combinations; ratios between nitrogen sources (nitrate and ammonium); cultivation
in agar solidified and liquid media; different managements of immersion frequencies (2, 4, 8
and 16 h) and type of support of the explants (filter paper and foam); and a ventilation system
with additional air input coupled to the bioreactor containers. In the elongation step, it was
evaluated the influence of different periods of cultivation (14, 21, 28 and 35 d) in elongation
in vitro of explants cultured in temporary immersion bioreactors RITA® and BIT® (liquid
medium) and in plastic pots (semi-solid medium). In multiplication stage, the culture medium
MS, the combination of 1.0 uM BAP and 0.5 pM NAA, the ratio 3:1 of N(NO3z):N(NH4"),
the smallest intervals between immersions (2 and 4 h) and support filter paper promoted
greater fresh weight accumulation and number of shoots per explant; for these characteristics,
the RITA® system was more efficient as compared to agar-jellified medium. There was a
remarkable difference in the development of cultures between the two clones evaluated. The

increase in ammonium concentration in the culture medium (1:1, 1:2 and 1:3 of N(NO3)

Xi



:N(NH,4")) led to smaller effect of explants and the injection of additional air (0.8 L min™) to
the RITA® bioreactor container did not influence the development of the cultures. In general,
under the experimental conditions, cultures displayed high percentages of hyperhydricity, and
this physiological disorder was a limiting factor for the Eucalyptus cultivation in bioreactors,
but not for plants grown in semi-solid agar medium. In the elongation phase, the BIT®
bioreactor and cultivation on agar in plastic pots promoted the highest fresh weight
accumulation and the final number of shoots at all ages during assessment; however, shoot
elongation was not satisfactory, with most shoots (> 60%) within the of class-size of 0.0-
2.0 cm. In conclusion, there is a need to adjust of the culture management in multiplication
and elongation steps, in order to obtain shoots with greater vigor and competence to root in ex
vitro conditions, in order to make this technique potentially viable to be applied to a large

scale shoot production.
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda por produtos florestais e as exigéncias por matéria-prima de
qualidade tém levado a altos investimentos no setor florestal, principalmente por parte das
empresas privadas, propiciando grandes avancos no processo produtivo e nas técnicas
utilizadas. A silvicultura clonal, por exemplo, especialmente em relacdo a clonagem do
eucalipto, experimentou grandes modifica¢bes desde o inicio de sua utilizacdo na década de
70 até os dias atuais, visando os plantios clonais a uma maior uniformidade, produtividade e
tecnologia da madeira, adaptacdo a diversos sitios e custo competitivo (XAVIER et al., 2009).

A propagacdo vegetativa € amplamente utilizada para producdo de mudas com a
utilizacdo de técnicas que evoluiram da estaquia convencional, tais como a miniestaquia e a
microestaquia, que proporcionaram beneficios no processo de produgdo de mudas (XAVIER
et al., 2009). A miniestaquia surgiu a partir das limitagdes da microestaquia com relacdo ao
aspecto operacional, técnico e econdmico, e consiste na utilizacdo de brotacdes de plantas
propagadas pelo método da estaquia convencional, bem como de mudas produzidas pela
prépria miniestaquia ou por microestaquia, como fonte de propagulos vegetativos (XAVIER e
WENDLING, 1998; ALFENAS et al., 2004; ASSIS e MAFIA, 2007; XAVIER et al., 2009).
Ja na microestaquia, sdo utilizados propagulos (microestacas) rejuvenescidos a partir de
micropropagacdo, constituindo-se em um processo de propagacdo vegetativa dependente da
estrutura de laboratério de cultura de tecidos (XAVIER e COMERIO, 1996; ASSIS e
MAFIA, 2007; XAVIER et al., 2009).

A micropropagacao ou tecnica de propagacdo vegetativa in vitro apresenta diversas
aplicacdes na éarea florestal, dentre as quais: a conservacdo de germoplasma in vitro; a
aceleragdo dos programas de melhoramento, visando & propagacdo massal de gendtipos
selecionados (WATT et al., 2003; XAVIER et al., 2007); o rejuvenescimento de clones e a
obtencdo de sementes sintéticas; e a limpeza clonal para obtencdo de culturas livres de
patdgenos, além de constituir base para outras biotecnologias (XAVIER et al., 2007), como a
genética molecular (WATT et al., 2003). No entanto, o desafio desta técnica tem sido torna-la
acessivel e economicamente viavel, pois necessita de alto investimento em infraestrutura e
méao-de-obra especializada (SOUZA et al., 2006).

A evolucdo das técnicas de propagacdo de plantas, a partir dos avangos alcancados no
melhoramento genético e na biotecnologia, tem possibilitado desenvolver novos
equipamentos para producdo de mudas in vitro, principalmente com o objetivo de

potencializar os beneficios da micropropagacdo e mitigar suas dificuldades, tornando esta



técnica mais simples e menos dispendiosa. Tais equipamentos tém sido empregados a partir
do interesse de profissionais na automatizacdo e na aplicacdo de tecnologias em escala
comercial na cultura de tecidos (PENCHEL et al., 2007).

Dentre estes equipamentos, 0s biorreatores tém sido empregados no cultivo sob
imersdo temporaria ou permanente de células, gemas, embrides ou qualquer tipo de propagulo
gue possa ser usado na micropropagacdo (TEIXEIRA, 2002), constituindo uma alternativa
para micropropagacao de mudas de espécies florestais em escala comercial, com reducéo de
mao-de-obra e espaco fisico, ganhos na produtividade e uso de meio nutritivo liquido. A
automatizacao e o uso em larga escala do cultivo em meio liquido para a propagacdo in vitro
de plantas tém sido considerados a chave para superar as barreiras impostas pelo alto custo de
producdo do cultivo em meios gelificados.

Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de metodologias de
micropropagacao de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla, utilizando dois sistemas de
biorreatores de imersdo temporaria: o sistema RITA® (ALVARD et al., 1993; TEISSON et
al., 1995) e o sistema BIT® (TEIXEIRA, 2002), contribuindo para a aplicacdo desta técnica na
micropropagacao intensiva de espécies lenhosas.

Como objetivos especificos, este trabalho visou: i) a avaliacdo de diferentes
composicdes salinas de meios de cultura e relagdes entre os fitorreguladores BAP e ANA que
proporcionassem maior produtividade e qualidade dos explantes, na fase de multiplicacdo em
biorreator RITA®; ii) & avaliacéo de cinco relagdes de N(NO3):N(NH,") e & comparaco entre
o cultivo em &gar e em biorreator RITA®, quanto ao crescimento dos explantes, na fase de
multiplicacao; iii) a avaliacdo de diferentes manejos de cultivo em biorreatores, com relacéo a
frequéncia da imersdo, tipo de suporte de apoio dos explantes dentro do biorreator e ao
controle da atmosfera gasosa do recipiente, na fase de multiplicacdo em biorreator RITA®; e
iv) a avaliacdo de diferentes periodos de cultivo no alongamento in vitro de multibrotacdes,
utilizando como recipientes de cultivo potes plasticos (meio semissolido) e biorreatores de

imerséo temporaria RITA® e BIT® (meio liquido).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biorreatores

Os sistemas de micropropagacdo vém sendo desenvolvidos para obtencdo de
melhorias do processo de producdo vegetal in vitro, focando a reducdo dos custos
(LORENZO et al., 1998), destacando-se entre eles 0s sistemas de biorreatores.

Os biorreatores derivaram de equipamentos conhecidos como fermentadores, que ha
décadas eram utilizados no cultivo de células e microrganismos, visando a producdo de
metabolitos secundarios, alcaloides, entre outros, para fins industriais (TEIXEIRA, 2002; CID
et al., 2002; PENCHEL et al., 2007). Nos ultimos anos, varios tipos de biorreatores passaram
a ser utilizados para o cultivo vegetal, tendo como objetivo final a producdo de mudas em
larga escala (TEIXEIRA, 2002). Esses biorreatores despertaram atencdo para a
micropropagacdo de espécies arboreas em biofabricas (PENCHEL et al., 2007), sendo
fundamentalmente classificados de acordo com o modo de agitacdo e pela construcdo do
frasco como: aerador agitador, tambor rotatério, filtro rotatério, borbulhamento, aeragdo
simples e coluna de bolha, levantamento de ar, fase gasosa, aeragdo por membrana porosa ao
oxigénio, sobre-aeracdo e imersdo temporaria (TAKAYAMA e AKITA, 1994; 2006;
TEIXEIRA, 2002; PENCHEL et al., 2007).

Segundo Teixeira (2002), os biorreatores podem ser conceituados como equipamentos
para cultivo sob imersdo temporaria ou permanente de células, gemas, embrifes ou qualquer
tipo de propagulo que possa ser utilizado na micropropagacdo. Séo eficazes, pois consistem
de um sistema com certo grau de automacao, possibilitando reducdo de mao-de-obra e alta
producéo na multiplicacédo de plantas (PENCHEL et al., 2007).

Dois tipos de biorreatores tém sido mais utilizados na micropropagacédo de plantas: 0s
biorreatores de imersdo permanente ou continua que proporcionam contato permanente do
material vegetal com o meio de cultura, sdo mais complexos em relacdo a sua montagem e
funcionamento, menos versateis quanto ao seu uso e de dificil manipulacdo durante as fases
de producdo (TEIXEIRA, 2002); e os de imersao temporaria em que o0 contato é temporario e
pode ser controlado de acordo com as necessidades da cultura. O sistema de imersdo
temporaria é o que tem apresentado melhores condi¢des de cultivo para espécies vegetais,
pela menor ocorréncia de hiper-hidricidade (ZIV, 1995) e por apresentar maior facilidade de
uso em comparacdo com outros sistemas, além de possibilitar maior periodo de cultivo
(ALVARD et al., 1993; ETIENNE e BERTHOULY, 2002).



As vantagens do uso de biorreatores no cultivo de plantas se devem, principalmente,
ao uso do meio nutritivo liquido, proporcionando maior eficiéncia do processo de propagacao
(TAKAYAMA e AKITA, 1994; ZIV, 1995; CALDAS et al., 1998; LEMOS et al., 2001;
ETIENNE et al., 2006; PENCHEL et al, 2007), manuseio mais simples da cultura, economia
de mao-de-obra e tempo das operacOes; aeracdo forcada, que estimula o crescimento e a
obtencdo de maior biomassa; agitacdo da cultura no biorreator, que resulta na perda de
dominéncia apical e estimula o crescimento de maior nimero de brotacdes nos explantes
(TAKAYAMA e AKITA, 1994); a composicdo do meio pode ser mudada por simples
transferéncia; e a esterilizacdo do meio pode ser feita por ultrafiltragem ou autoclavagem
(ALVARD et al., 1993), além de ser de rapido preparo e de baixo custo em relacdo ao meio
semissolido (CALDAS et al., 1998).

O primeiro relato sobre o uso de biorreatores para propagacdo vegetal data de
Takayama e Misawa (1981), porém, o uso destes sistemas ainda é limitado a um pequeno
numero de espécies, existindo ainda a necessidade de controlar o ambiente interno e de definir
protocolos necessarios para a formacao de plantas vigorosas.

Estudos utilizando biorreatores de imersdao temporaria vém sendo desenvolvidos com
diversas espécies vegetais frutiferas e ornamentais, como abacaxi (ESCALONA et al., 1999),
banana (LEMOS et al., 2001), cana-de-acucar (LORENZO et al., 1998), batata (TEISSON e
ALVARD, 1999) e heliconia (RODRIGUES et al., 2006). Para espécies lenhosas, como 0
género Eucalyptus, por exemplo, alguns estudos foram realizados com uso destes sistemas
(CASTRO e GONZALEZ, 2002; REIS et al., 2003; McALISTER et al., 2005), obtendo-se
resultados positivos. No entanto, para introdugéo desta tecnologia em escala operacional para
uma maior diversidade de materiais genéticos, ainda sdo necessarios diversos ajustes no

manejo do equipamento e da cultura.

2.2. Biorreatores de imersdo temporaria

Muitos protétipos de imersdo temporaria tém sido desenvolvidos para diferentes
culturas na tentativa de reduzir os custos, aumentar a produtividade e manter a qualidade
genética do material vegetal submetido a técnica (RODRIGUES et al., 2006).

Os sistemas de imersdo temporaria sdo diferenciados em relacdo ao tamanho do
recipiente, tipo de suporte da cultura, existéncia de controle computadorizado da imerséo ou

simples timer, uso de bomba peristaltica, bomba de ar ou movimentacdo mecénica do
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recipiente para deslocamento do meio liquido, reciclagem ou ndo do meio, e separacdo ou
incorporacdo do reservatorio de meio com o recipiente de cultivo. Caracteristicas comuns
destes sistemas sdo 0s recipientes maiores que os frascos de cultura convencional,
transparentes e autoclavaveis (ETIENNE e BERTHOULY, 2002).

Tisserat e Vandercook (1985) foram um dos primeiros pesquisadores a desenvolver
um sistema de imersdo temporaria que poderia ser utilizado para o cultivo de plantas. Este
sistema consistia em uma grande camara de cultivo elevada que, periodicamente, era drenada
e inundada com meio de cultura fresco. Estas operacGes eram controladas por um
computador.

Alguns anos depois, Aitken-Christie et al. (1988) desenvolveram um sistema
semiautomatizado para a multiplicacdo de Pinus radiata, no qual as plantas eram cultivadas
em um grande recipiente em meio semissolido (&4gar) com adicdo e remocdo automatica e
temporéaria do meio liquido. O liquido proveniente do recipiente de meio de cultura fresco
ficava em contato com os explantes por 4-6 horas e depois era drenado para o recipiente de
drenagem.

Simonton et al. (1991) desenvolveram um equipamento controlado por um
computador, que consiste em um recipiente de sete litros onde o material vegetal ficava
sustentado em uma tela dentro do recipiente. Este equipamento permite a ciclagem do meio de
cultura, com aplicacdo intermitente do meio liquido nos explantes. O controle automatizado é
capaz de controlar a introducdo do meio de cultura, a regulacdo da profundidade dentro de
quatro recipientes de cultivo individualizados, a ciclagem do meio em um horério
determinado, o0 ajuste de horario durante um periodo de cultivo e a substituicdo do meio.

O sistema desenvolvido por Alvard et al. (1993) para o cultivo de banana deu origem
ao sistema RITA® (TEISSON et al., 1995), s6 diferindo em relacdo & construcéo do frasco.
Este sistema é composto por um frasco com dois compartimentos, um superior que contém as
plantas e outro inferior onde fica armazenado o meio liquido de cultura. A frequéncia e a
duracdo da imersdo sdo controladas pela aplicacdo programada de ar comprimido no
compartimento inferior. Este sistema vem sendo utilizado para diversas espécies e com
diferentes tipos de explantes.

Os sistemas desenvolvidos por Lorenzo et al. (1998) e Escalona et al. (1999)
consistem em uma modificacdo do modelo de Alvard et al. (1993), com a utilizacdo de dois
frascos, um para o cultivo do material vegetal e o0 outro para estocagem do meio de cultura.
Os dois recipientes sdo conectados por tubos de silicone e de vidro e o periodo e a duragdo da

imersdo sao controlados por timer.



Um sistema de biorreator constituido por dois frascos conectados por tubos de
silicone, um contendo o meio de cultura e o outro o material vegetal, tendo como base 0s
modelos de Alvard et al. (1993) e Lorenzo et al. (1998), foi desenvolvido por Teixeira (2002)
na Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia. Este equipamento permite uma grande
versatilidade de usos, pode ser construido com diferentes tipos de frascos, sua montagem e
componentes sdo simples, pode comportar diferentes nimeros de frascos de cultivo, pode ser
montado em diferentes ambientes, além de poder ser utilizado para cultivo em regime de
imersdo temporéria ou continua, entre outras caracteristicas (TEIXEIRA, 2002).

Penchel et al. (2007) citam como as principais caracteristicas, que constituem as
vantagens do sistema de imersé@o temporaria: (i) a reducdo da hiper-hidricidade, comparada a
imersdo permanente; (ii) a possibilidade de manejo da frequéncia e duracdo da imersdo; (iii) a
melhor resposta de crescimento devido ao contato direto do material vegetal com o meio; (iv)
a protecdo contra contaminacdo exdgena por causa dos dutos de ventilacdo acoplados aos
frascos; e (v) a auséncia de agitacdo ou aeracdo que evita estresses mecanicos nos tecidos
vegetais.

Em comparacdo ao sistema convencional semissolido, a imersdo temporaria
proporciona maior contato do explante com o meio de cultura, aumentando a absorgéo de
nutrientes e consequente melhor aproveitamento do meio (LEMOS et al., 2001), assim como
melhor controle do ambiente gasoso dentro do frasco de cultura (PENCHEL et al., 2007). A
renovacdo do ar durante o periodo de transferéncia do meio elimina possiveis gases
prejudiciais produzidos pelo metabolismo das plantas e favorece o crescimento dos explantes
nos biorreatores (LEMOS et al., 2001).

2.3. Uso de biorrreatores na propagacao de Eucalyptus

Existem poucos estudos que enfocam o uso de biorreatores na propagacdo de espécies
lenhosas. Para o género Eucalyptus, alguns estudos vém sendo realizados com sucesso,
utilizando-se o principio do sistema de imersao temporéria RITA®, mas ainda com grandes
dificuldades em algumas etapas do processo de producéo.

Castro e Gonzéalez (2002) testaram um sistema de imersdo temporaria que se
constituiu em uma adaptacdo do sistema RITA® na micropropagacéo de Eucalyptus grandis.
Os autores observaram superioridade do sistema de imersdo temporaria em comparagao ao

sistema convencional semissolido para varias caracteristicas, entre elas, a taxa de



multiplicacdo e a qualidade das brotacGes, concordando com outros autores (REIS et al.,
2003; MCALISTER et al., 2005).

Reis et al. (2003) encontraram um incremento de 8 vezes em biomassa fresca e de 2,5
vezes no comprimento de brotos de uma variedade elite de Eucalyptus grandis x E. urophylla,
utilizando o sistema RITA®, em comparacdo ao meio semissélido convencional (agar).
Porém, um dos problemas observados pelos autores foi a alta incidéncia de brotos hiperidricos
no sistema de imersao temporaria.

McAlister et al. (2005) utilizaram o sistema RITA® para producdo de clones
comerciais de eucalipto e constataram que este sistema é mais eficiente que o sistema
semissolido na propagacdo de clones de dificil enraizamento. Neste estudo, o sistema RITA®
produziu plantas de melhor qualidade, o que interferiu positivamente no seu enraizamento e
aclimatizacéo. As plantas produzidas no sistema RITA® apresentaram menor formacgédo de
calo e maior percentual de enraizamento direto da base da estaca.

O sistema RITA® tem grande potencial para producdo, em larga escala, de mudas de
eucalipto, a partir de culturas livres de contaminagdes, obtidas via sistema semissélido
(MCcALISTER et al., 2005). No entanto, muitos ajustes no manejo do equipamento ainda
precisam ser estabelecidos para a cultura. Outros importantes estudos foram conduzidos em
sistemas de imersdo temporaria para espécies lenhosas, como, por exemplo, experimentos
com multiplicacdo de tecidos meristematicos em Pinus radiata (AITKEN-CHRISTIE et al.,
1988), embriogénese somatica e crescimento de calo em Hevea brasiliensis (ETIENNE et al.,
1997; MARTRE et al., 2001) e embriogénese somética de cacau (NIEMENAK et al., 2008).

2.4. Cultivo em biorreatores

Diversos séo os fatores que influenciam a micropropagacdo em biorreatores, entre eles
destacam-se 0 uso do meio liquido, o tipo e a aeracdo do recipiente, a atmosfera gasosa do
frasco de cultivo, e, principalmente, as condi¢cdes de manejo da cultura, tais como: 0 manejo
dos intervalos de imers&o, a composi¢cdo mineral e organica do meio de cultura, concentracdo
dos reguladores de crescimento e recalcitrancia do material vegetal a técnica utilizada.

O uso de culturas liquidas permite maior contato da cultura com o meio,
proporcionando incremento em produtividade e eficiéncia do processo de propagacgdo
(PENCHEL et al., 2007). No entanto, a utilizacdo de meio liquido de cultura est4 associado

com alta mobilidade de agua e também com alta umidade relativa no ambiente in vitro,



induzindo a presenca de sintomas da hiper-hidricidade. O status da &gua no meio de cultura
estd entre os fatores mais importantes afetando a hiper-hidricidade, além da concentracédo de
reguladores de crescimento e compostos nitrogenados (GASPAR et al., 1987).

O manejo da cultura, como a determinacdo da frequéncia e da duracdo da imersao, é
fator fundamental para obtencao de maior coeficiente de multiplicacdo e melhor qualidade das
plantas em sistemas de imersdo temporéria (CASTRO e GONZALEZ, 2002). Alguns estudos
focaram o manejo dos intervalos e duracdo da imersdo em espécies do género Eucalyptus
(CASTRO e GONZALEZ, 2002; McALISTER et al., 2005) e em plantas como heliconia
(RODRIGUES et al., 2006) e banana (LEMOS et al., 2001). Na maioria dos casos, 0S
menores intervalos entre as imersdes favorecem o desenvolvimento das culturas pelo maior
aproveitamento do meio de cultura liquido pela planta.

O acumulo de substancias, produzidas pelas plantas, na atmosfera gasosa dos
recipientes de cultivo, como, por exemplo, o etileno, influencia o desenvolvimento das
culturas (GASPAR, 1991; PARK et al., 2004), assim como a alta umidade relativa, proxima a
100%, que afeta a taxa de transpiracéo das culturas (SAHER et al., 2005), sendo estes agentes
indutores de mudancas morfoldgicas nas plantas.

As trocas gasosas entre o interior e 0 exterior dos frascos de cultivo séo essenciais para
o0 desenvolvimento vigoroso das culturas in vitro. Diversos estudos tratam do ambiente gasoso
dos recipientes de cultivo influenciando o desenvolvimento das culturas (GASPAR, 1991;
Z1V, 1991; 1995; CHAKRABARTY et al., 2005; AFREEN, 2006), e a ventilagdo ou trocas
gasosas como uma medida de prevencado de estresses, como a hiper-hidricidade (MAJADA et
al., 2000; PARK et al., 2004). LAI et al. (2005) relatam a importancia da ventilacdo na
diminuicdo da umidade relativa dentro do recipiente e para remocao do etileno, CO, e outros
componentes volateis acumulados na atmosfera dos frascos de cultivo para obtencdo de
brotacGes ndo-hiperidricas. Castro e Gonzalez (2002) alcangcaram éxito na micropropagacao
de Eucalyptus grandis em sistema de imersdo temporaria a partir da incorporacdo de ar
adicional ao recipiente da cultura. Em mac4, a hiper-hidricidade foi completamente eliminada
com o fornecimento de ar dentro da cAmara do biorreator (CHAKRABARTY et al., 2003).

O meio de cultura tem a fungdo de fornecer as substancias essenciais para 0
crescimento de celulas tecidos e 6rgdos das plantas, além de controlar o padrdo de
desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998). A resposta ao tipo e composicdo do meio de
cultura varia ndo somente de acordo com a espécie, mas entre genotipos de uma mesma
espécie e até entre explantes de um mesmo genotipo, que apresentam demandas especificas

(SOUZA et al., 2006), sendo diferenciada também pelas diferentes etapas do processo de



producdo de mudas in vitro, estabelecimento, multiplicacdo e enraizamento (SANTOS-
SEREJO et al., 2006).

Os meios nutritivos baseiam-se nas exigéncias nutricionais das plantas, quanto aos
nutrientes minerais, sendo a fonte de nitrogénio um fator que influencia o comportamento das
culturas, principalmente pela relacdo entre os ions nitrato e amoénio, que aparecem
relacionados com caracteristicas de crescimento da cultura in vitro, como a taxa de
multiplicacdo das plantas (SANTOS-SEREJO et al., 2006), a diferenciacdo de células e
tecidos e desordens fisioldgicas como a hiper-hidricidade (ZIV et al., 1987). No cultivo de
Eucalyptus grandis em biorreatores de imersdo temporéria, Castro e Gonzales (2002)
obtiveram melhor taxa de multiplicacdo de brotos axilares reduzindo a metade as
concentracdes de nitrato de amonio e nitrato de potassio do meio basico MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962).

O meio MS original ou com modificagdes em seus constituintes organicos e
inorganicos € o mais utilizado no cultivo in vitro de plantas, em culturas liquidas ou
solidificadas (ZIV, 1995). Este meio contém 40 mM de NOs e 20 mM de NH;', e o
crescimento das células e tecidos das plantas esta relacionado a alta concentracéo destes ions.
Outros meios utilizados sdéo o WPM (Wood Plant Medium) de Loyd e McCown (1980), que
foi desenvolvido, visando ao cultivo in vitro de brotagdes de plantas lenhosas e apresenta 1/4
das concentracdes de NO3 e NH;" do meio MS; o meio JADS (CORREIA, 1993), que possui
a composicao nutricional dos constituintes inorganicos que favorecem o crescimento 6timo de
E. grandis in vitro; e 0 meio QL (QUOIRIN e LEPOIVRE, 1977).

Os reguladores de crescimento adicionados ao meio tém por finalidade suprir as
deficiéncias dos niveis enddgenos de horménios nos explantes, estimulando respostas no
crescimento, alongamento e multiplicacdo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998;
SANTOS-SEREJO et al., 2006). De acordo com o0s objetivos da cultura, da espécie de
interesse e do padrédo de explantes cultivados, determinam-se o tipo e o teor do regulador a ser
utilizado, sendo as classes das auxinas e citocininas as mais importantes na regulacdo do
crescimento e morfogénese na cultura de 6rgéo e tecidos vegetais (XAVIER et al., 2009).

As auxinas sdo responsaveis por induzir a dominancia apical e ativacdo do
crescimento das células do cambio. Os maiores usos desta classe de reguladores na
propagacao de plantas sdo na inducdo do enraizamento adventicio em estacas e no controle da
morfogénese na micropropagacdo. As citocininas sdo essenciais para a divisdo celular. A
interacdo entre auxina e citocinina é muito importante na propagacdo de plantas. Uma alta

razdo auxina/citocinina favorece 0 enraizamento, ja o contrario, uma alta razao



citocinina/auxina promove a formacdo de brotos, e uma alta concentracdo destes dois
reguladores de crescimento causa o desenvolvimento de calo (HARTMANN et al., 2002).

O AIA (4cido 3-indolacético) é a auxina menos estdvel em meio de cultura, pois sofre
fotoxidacdo e acdo da AlA-oxidase nos tecidos dos explantes. O uso da AIA pode ser
interessante no inicio do cultivo, suprindo as necessidades dos explantes, sem o efeito
prolongado que pode resultar na formacdo de calo e comprometimento da parte aérea
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). O acido giberélico (GA3), giberelina, tem como
funcdo na planta promover o alongamento de brotos através do aumento da divisdo e do
alongamento celular (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; HARTMANN et al., 2002).

O uso de reguladores em culturas liquidas controla mais efetivamente o potencial
morfogénico em razéo do contato direto dos explantes com o meio de cultura (ZI1V, 1995).

Muitos fatores interferem na micropropagacdo de plantas, principalmente em se
tratando do uso de biorreatores e meio liquido de crescimento. Além disso, fatores ambientais
como a aeracdo do meio de cultura e controle de seu fluxo, a qualidade e intensidade da luz e
fotoperiodo podem influenciar o crescimento e desenvolvimento dos explantes. Dessa
maneira, fica clara a necessidade de ajuste do protocolo de micropropagacao, de acordo com o

material genético de interesse.

2.5. Hiper-hidricidade e biorreatores

Apesar das inimeras vantagens, 0 uso do meio liquido e de recipientes como 0s
biorreatores podem ocasionar o surgimento de desordens nas plantas. As condi¢des de cultivo
in vitro, como alta umidade (GASPAR, 1991), acimulo de gases nos recipientes, altos niveis
de reguladores de crescimento, fatores nutricionais como minerais e carboidratos, baixa
intensidade luminosa e elevada disponibilidade de agua no substrato, séo os maiores indutores
de desordens fisiologicas nas plantas, como a hiper-hidricidade (ZI1V, 1991; MAJADA et al.,
2000).

Esta desordem é considerada o maior problema das plantas cultivadas em culturas
liquidas e, consequentemente, constitui um obstaculo para o sucesso do uso dos biorreatores
na propagacdo de plantas (ZIV, 1995; PENCHEL et al., 2007). Com o emprego de
biorreatores, o fator disponibilidade de agua é ainda ampliado pelo uso do meio liquido, o
qual estd associado com alta mobilidade de agua e também com alta umidade relativa no
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ambiente in vitro, induzindo assim a presenca de sintomas da hiper-hidricidade (GASPAR et
al., 1987).

Hiper-hidricidade é o termo geralmente usado para caracterizar mas formagdes que
afetam a propagacdo in vitro de plantas herbaceas e lenhosas. Esta associada a severos danos
a nivel celular e subcelular, que levam a mudancas morfologicas e bioguimicas nas plantas,
tendo como uma de suas principais consequéncias o estresse oxidativo (SREEDHAR et al.,
2009). Caracteriza-se morfologicamente pelo aspecto translicido das plantas, brotos
alongados e espessos em diametro, entrends mais curtos do que as plantas normais, e as folhas
se apresentam espessadas, frequentemente alongadas, enrugadas ou enroladas e quebradicas
(GASPAR, 1991; ZIV, 1991). Anatomicamente, em eucalipto, como na maioria dos outros
vegetais, ocorrem reducdo na deposicdo de parede celular, menor nimero de organelas e mais
espacos intercelulares, desenvolvimento anormal da epiderme e da cuticula, estbmatos mal
formados, menor quantidade de clorofila e cloroplastos por célula e pouca diferenciacao entre
tecido palicadico e esponjoso (JONES et al., 1993; PICOLI et al., 2008). Fisiologicamente,
envolve o excesso da absor¢do de agua e a inibicdo da sintese de lignina e celulose
(HARTMANN et al., 2002).

Este fendbmeno se manifesta principalmente nas folhas, afetando as trocas gasosas e 0
potencial fotossintético, impedindo que as plantas afetadas se estabelecam em condicdes ex
vitro (ZIV, 1991). Constitui grande limitacdo para ao cultivo in vitro, uma vez que pode afetar
a multiplicacdo de gemas, o vigor da cultura e também impossibilitar a aclimatizacdo das
plantas nas condi¢des ex vitro, limitando o uso destas técnicas de cultivo para a propagacao
em larga escala de plantas.

Trabalhos relatam como principais alternativas para o controle desta desordem
fisioldgica 0 uso de agente antivitrificante EM2 (Sigma-Aldrich®) (WHITEHOUSE et al.,
2002), o uso de &gar hidrolisado (MARGA et al., 1997), o aumento das concentracdes de agar
(BRAND, 1993; ABDOLI et al., 2007), de ferro, de magnésio (YADAYV et al., 2003) e de
nitrato de prata (MAYOR et al., 2003) no meio de cultura, e o resfriamento da base dos
frascos de cultivo (SAHER et al., 2005).
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EFEITOS DO MEIO DE CULTURA E DA RELACAO BAP/ANA NA
MULTIPLICACAO IN VITRO DE CLONES DE Eucalyptus grandis x E. urophylla EM
BIORREATOR DE IMERSAO TEMPORARIA

RESUMO: Foram realizados trés experimentos individuais com o objetivo de testar
diferentes meios de cultura e relagdes BAP/ANA, na multiplicacdo de clones comerciais de
Eucalyptus grandis x E. urophylla, utilizando o biorreator de imersdo temporaria RITA®. O
meio de cultura MS e a frequéncia de imersdo a cada duas horas promoveram maior massa
fresca e numero de brotos por explantes. No entanto, houve diferenca quanto ao crescimento
das culturas entre os dois clones avaliados. A combinacdo 1,0 uM de BAP com 0,5 uM de
ANA foi a que apresentou maiores médias em relacdo & massa fresca e nimero de brotos. As
culturas apresentaram alto percentual de hiper-hidricidade, sendo esta desordem um fator

limitante nas condi¢des deste estudo para o cultivo de Eucalyptus em biorreatores.

Palavras-chaves: Micropropagacao, clonagem de eucalipto, biotecnologia

1. INTRODUCAO

Dentre as técnicas de cultivo in vitro de plantas, a micropropagacdo destaca-se entre
aquelas de maior interesse cientifico e econémico, devido as diversas vantagens que
apresenta. A micropropagacdo em escala comercial depende de elevadas taxas de proliferacdo
durante a fase de multiplicacéo, aspectos qualitativos das brota¢des nas fases de enraizamento
e aclimatizacdo e alto percentual de sobrevivéncia das plantas, tudo isso acoplado a
automatizacao de algumas etapas do processo (ZIV, 1995). Nas ultimas decadas, 0 uso de
biorreatores tem servido como uma alternativa na micropropagacdo de algumas espécies, por
contribuir para a automatizagdo em determinadas fases do cultivo de plantas como a
multiplicacdo, possibilitando a produgéo em larga escala.

Para espécies lenhosas como as do género Eucalyptus, ainda sdo escassos 0s estudos
envolvendo a tecnologia de biorreatores. Reis et al. (2003) e McAlister et al. (2005) obtiveram
sucesso no desenvolvimento de culturas de eucalipto em biorreator RITA®, em relagdo ao
meio semissolido, porém os autores relataram alta incidéncia de explantes hiper-hidricos.

Castro e Gonzalez (2002) utilizaram um sistema de imersdo temporaria adaptado do sistema
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RITA®, com frascos gémeos, para o cultivo de clones de Eucalyptus grandis, e também
constataram incremento nas caracteristicas de crescimento e viabilidade do uso da técnica, a
partir do controle da hiper-hidricidade dos explantes, obtido por meio da incorporagdo de ar
ao recipiente da cultura, manejo dos intervalos de imersdo e da composicdo do meio de
cultura. QOutros relatos do uso de sistemas de imersdo temporaria no cultivo de plantas
lenhosas sao relacionados, principalmente, a embriogénese somatica de coniferas (AITKEN-
CHRISTIE et al., 1988; GUPTA e TIMMIS, 2005), Hevea brasiliensis (ETIENNE et al.,
1997) e café (ETIENNE et al., 2006).

Diversas variaveis podem influenciar na fase de multiplicacdo, entre elas, a
composicdo do meio de cultura utilizado, o ambiente de crescimento e a manipulacdo do
material vegetal durante os subcultivos. Apesar de o objetivo da fase de multiplicacdo ser a
producdo do maior nimero de plantas possivel, os aspectos qualitativos dos explantes séo de
suma importancia, entre eles, 0 minimo de variacdo dos explantes e homogeneidade da parte
aérea produzida, que vao determinar o sucesso nas fases seguintes de enraizamento e
aclimatizacdo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Diferentes meios bésicos de cultura podem ser utilizados na fase de multiplicacéo,
dependendo das necessidades de cada espécie vegetal. Estudos que definem a concentracdo
Otima de citocininas para a multiplicacdo e suas combinagdes com outros reguladores sdo
importantes para o ajuste dos meios de cultura (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998;
SANTOS-SEREJO et al., 2006).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar diferentes tipos de meios de cultura e
relagbes BAP/ANA no meio MS, na micropropagacdo de clones de Eucalyptus grandis x E.

urophylla, utilizando biorreatores de imers&o temporaria RITA®.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fonte, meio de cultura e condic¢es de cultivo dos explantes

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Biotecnologia do Centro de
Pesquisa e Tecnologia - CPT da empresa Fibria (antiga Aracruz Celulose SA), localizada no
municipio de Aracruz, Espirito Santo.

O material vegetal utilizado para introdugdo nos biorreatores foram clones de

Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1 e C2), provenientes da empresa Fibria, pre-
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estabelecidos in vitro por meio da micropropagacdo em meio de cultura semissolido. Foram
cultivados em placas de Petri estéreis e descartaveis (Pleion Bioplass®), de 90 mm de
didmetro x 15 mm de altura (Figura 1A), contendo 25 mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), adicionado de 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma®), 10
mg L™ de tiamina-HCI (Sigma®), 0,50 mg L™ de 4cido nicotinico (Sigma®), 0,50 mg L™ de
piridoxina-HCI (Sigma®), 100 mg L™ de L-glutamina (Sigma®), 0,34 mg L™ de BAP (6-
benzilaminopurina — Sigma®), 0,01 mg L™ de ANA (4cido naftalenoacético — Sigma®), 30
g L™ de sacarose (Vetec®) e 7 g L™ de bacto-agar (BD®). O pH foi ajustado para 5,8 com
KOH (IN) e HCI (1N) antes da adi¢do do agar e da esterilizagdo em autoclave a uma presséo
de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos. O material vegetal foi estabelecido em
prateleiras de metal aramado com iluminacdo vertical e lateral, acondicionado em sala de
cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas e irradiancia média de 20 pmol m? s medida no
aparelho Optic Science - Modelo DQM.

B ok i r gy 1o
TN TN L Xrphtd
dr_*.__-f_.- p*gﬁ ““1" % & ":‘ﬁ
/‘f"" B B ’*ti %
/ ; [ | s 1|| \ = ‘
| » +nd

f'r‘ ) \
Y pLe
NEEED ﬁ"\' Al

Figura 1 — Banco clonal in vitro (A) e brotos apicais utilizados como explantes iniciais (B) no
cultivo em biorreatores de imersdo temporaria RITA® do clone de Eucalyptus
grandis x E. urophylla (C1).

2.2. Multiplicagéo em biorreator: Meio de cultura MS e WPM

Neste experimento, foram testados os meios de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) e WPM (LLOYD e McCOWN, 1980) (Quadro 1) e duas frequéncias de imersao, de 2 e
4 horas por um periodo de 10 segundos, na fase de multiplicacdo em biorreator de imersdo
temporaria RITA® (Vitropic SA) (Figura 2).
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Quadro 1 — Concentracdo de macro e micronutrientes (mg L™) dos meios de cultura utilizados
no cultivo dos clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1 e C2), em
biorreatores de imersdo temporéria RITA®,

Meios de Cultura

Componentes MS oL WPM JADS
Macronutrientes (mg L)
N 840,676 413,076 205,946 365,562
P 38,692 38,692 38,692 92,860
S 53,326 49,691 52,331 100,051
K 783,845 744,978 48,845 430,101
Ca 119,954 33,944 120,537 200,441
Mg 36,486 36,486 36,486 72,923
Micronutrientes (mg L™)
Fe 5,594 5,594 5,584 11,168
Zn 1,955 0,227 1,955 0,982
Mn 7,249 2,470 5,493 5,493
Cu 0,006 0,008 0,064 0,318
B 1,084 0,175 1,084 0,542
Mo 0,099 0,000 0,099 0,059

MS = MURASHIGE e SKOOG (1962); QL = QUOIRIN e LEPOIVRE (1977);
WPM = LLOYD e McCOWN (1980) e JADS = CORREIA (1993)

Figura 2 — Modelo do recipiente de imersao
temporéria automatizada — RITA®, utilizado nesta
experimentacao.

Foram utilizados brotos apicais, com massa fresca e tamanho uniformes, como
explantes iniciais de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), estabelecidos in
vitro (Figura 1B). Os explantes foram pré-cultivados, aproximadamente, sete dias antes de sua
utilizacdo nos biorreatores RITA® para experimentacdo, permanecendo em placas de Petri

contendo meio MS, como descrito no item 2.1, sem adicdo de reguladores de crescimento.
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Aos dois meios basicos de cultura testados, foram adicionados 100 mg L™ de mio-
inositol, 10 mg L™ de tiamina-HCI, 0,50 mgL™ de &cido nicotinico, 0,50 mgL™ de
piridoxina-HCI, 0,11 mg L™ de BAP e 30 g L™ de sacarose, com pH ajustado para 5,8 com
KOH (1N) e HCI (1N), antes da esterilizagdo em autoclave a uma pressdo de 1,5 atm e
temperatura de 121°C por 15 minutos. Utilizou-se o volume de 200 mL de meio de cultura
liguido por recipiente, o qual foi autoclavado diretamente dentro dos recipientes dos
biorreatores. Apds introducdo nos biorreatores, o material vegetal foi acondicionado em sala
de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas e irradiancia média de 20 umol m?s™. Como
suporte de apoio para os explantes dentro dos biorreatores, utilizou-se disco de esponja
polimérica (Bulpren S 28133, densidade 30 Kg m™) sob papel filtro qualitativo (N° 1 -
Qualy®).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 2, sendo dois meios béasicos de cultura (MS e WPM) e duas frequéncias de
imersdo (2 e 4 horas), com cinco repeti¢des por tratamento, cada repeti¢do constituida por um
recipiente RITA® contendo oito explantes.

Para avaliagdo da massa fresca, foi realizada pesagem dos grupos de explantes de cada
repeticdo dos tratamentos aos 0 e 28 dias de idade da cultura. O nimero de brotos foi obtido
pela contagem de novos brotos com dois ou mais pares de folhas desenvolvidos durante o
ciclo de cultivo, em todos os explantes, aos 28 dias de idade da cultura. O percentual de hiper-
hidricidade foi obtido atraves da analise visual do grupo de oito explantes de cada repeticdo,

atribuindo-se valores de 0 a 10, aos 0 e 28 dias de idade da cultura.

2.3. Multiplicacdo em biorreator: Meio de cultura MS, QL e JADS

Este experimento avaliou os meios de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
JADS (CORREIA, 1993) e QL (QUOIRIN e LEPOIVRE, 1977) (Quadro 1), na fase de
multiplicacdo de dois clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1 e C2). Como explantes
iniciais, para introducdo nos biorreatores RITA®, foram utilizados tufos de multibrotagdes,

estabelecidos in vitro (Figura 3), com massa fresca e tamanho uniformes.

21



% &

* Figura 3 — Tufos de multibrotacfes padrdo dos

’ clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1

1cm e C2) usados como explantes iniciais nos
biorreatores de imers&o temporaria RITA®.

Aos meios bésicos de cultura, foram adicionados 100 mg L™ de mio-inositol, 10 mg L’
! de tiamina-HCI, 0,50 mg L™ de 4cido nicotinico, 0,50 mg L™ de piridoxina-HCI, 0,11 mg L™
de BAP e 30 g L™ de sacarose, com pH ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da
esterilizacdo em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos.
Utilizou-se o volume de 250 mL de meio por recipiente, o qual foi autoclavado diretamente
dentro dos recipientes dos biorreatores. Apds introducdo nos biorreatores, 0 material vegetal
foi acondicionado em sala de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas e irradiancia média
de 20 pmol m?s™.

A frequéncia de imersdo utilizada foi de duas horas por um periodo de 8 segundos e
como suporte de apoio para os explantes dentro dos biorreatores utilizou-se disco de esponja
polimérica (Bulpren S 28133, densidade 30 Kg m™) sob papel filtro qualitativo (N° 1 -
Qualy®).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 2, sendo trés meios basicos de cultura (MS, JADS e QL) e dois materiais genéticos
(C1 e C2), com quatro repeti¢Bes por tratamento, cada repeticdo constituida por um recipiente
RITA® contendo quatro explantes.

Para avaliacdo da massa fresca, foi realizada pesagem do grupo de explantes de cada
repeticdo dos tratamentos, aos O e 21 dias de idade da cultura. O nimero de brotos foi obtido
pela contagem dos brotos principais (saindo diretamente da base do explante) com dois ou
mais pares de folhas, em todos os explantes, aos 0 e 21 dias de idade da cultura. O percentual
de hiper-hidricidade foi obtido por meio da analise visual do explante, com a contagem do

numero de brotos hiper-hidricos em cada explante, aos 0 e 21 dias de idade da cultura.
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2.4. Multiplicacdo em biorreator: Relagdo BAP/ANA

Este experimento avaliou doze diferentes combinacGes entre os fitorreguladores
BAP/ANA: T1 = 0,0/0,0; T2 = 0,0/0,05; T3 = 0,0/0,5; T4 = 0,5/0,0; T5 = 0,5/0,05; T6 =
0,5/0,5; T7 = 1,0/0,0; T8 = 1,0/0,05; T9 = 1,0/0,5; T10 = 1,5/0,0; T11 = 1,5/0,05; e T12 =
1,5/0,5 uM. Foram utilizados brotos apicais, com massa fresca e tamanho uniformes, como
explantes iniciais de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), estabelecidos in
vitro, pré-cultivados, aproximadamente, sete dias antes de sua utilizagdo nos biorreatores
RITA® para experimentagdo, permanecendo em placas de Petri contendo meio MS, como
descrito no item 2.1, sem adicao de reguladores de crescimento.

As combinacdes foram testadas em meio MS, adicionado de 100 mg L™ de mio-
inositol, 10 mg L™ de tiamina-HCI, 0,50 mgL™ de &cido nicotinico, 0,50 mgL™ de
piridoxina-HCI e 30 g L™ de sacarose, com pH ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N)
antes da esterilizacdo em autoclave a uma presséo de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15
minutos. Utilizou-se o volume de 250 mL de meio de cultura por recipiente, o qual foi
autoclavado diretamente dentro dos recipientes dos biorreatores. Apo6s introducdo nos
biorreatores, o material vegetal foi acondicionado em sala de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo
de 14 h e irradiancia média de 20 pmol m?s™.

A frequéncia de imersdo utilizada foi de duas horas por um periodo de 8 segundos e
como suporte de apoio para os explantes dentro dos biorreatores utilizou-se disco de esponja
polimérica (Bulpren S 28133, densidade 30 Kg m™®) sob papel filtro qualitativo (N° 1 -
Qualy®).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com doze
tratamentos (combinacdes de BAP/ANA) e vinte repeticdes por tratamento, sendo cada
repeticdo constituida por um explante e cada tratamento constituido por dois recipientes
RITA® contendo dez explantes.

Para avaliacdo da massa fresca, foi realizada a pesagem dos explantes aos 0 e 23 dias
de idade da cultura. O namero de brotos foi obtido pela contagem de novos brotos, com dois
ou mais pares de folhas, desenvolvidos durante o ciclo de cultivo, em cada explante aos 23
dias de idade da cultura. O percentual de hiper-hidricidade foi obtido através da analise visual
do explante, com a contagem do numero de brotos hiper-hidricos em cada explante, aos 0 e 23

dias de idade da cultura.
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3. RESULTADOS

3.1. Multiplicacdo em biorreator: Meios de cultura MS e WPM

O fator frequéncia de imersdo apresentou diferenca em relacdo a caracteristica massa
fresca dos explantes, niumero de brotos e de hiper-hidricidade, sendo a frequéncia de 2 horas
superior a de 4 horas para ambos os meios de cultura avaliados (Figura 4). Os explantes dos
tratamentos constituidos pelo meio de cultura WPM, de modo geral, apresentaram menor
vigor em relagdo ao meio de cultura MS, com coloragdo avermelhada do caule e calosidades
nas folhas (Figura 5). Para o percentual de hiper-hidricidade dos explantes, na frequéncia de 2
horas obteve-se maior percentual de hiper-hidricidade dos explantes para os meios MS (88%)
em comparacdo ao WPM (60%). J& para a frequéncia de 4 horas, o meio WPM apresentou
maior percentual de hiper-hidricidade (32%) do que o meio MS (24%) (Figura 4C).
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Figura 4 — Massa fresca (A), nimero de brotos (B) e percentual de hiper-hidricidade (C) de
explantes cultivados em meios de cultura MS e WPM, nas duas frequéncias de
imersdo estudadas (2 e 4 horas), aos 28 dias de idade da cultura do clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1) em biorreatores de imersdo temporaria
RITA®. Barras verticais indicam o erro padréo da média.
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Figura 5 — BrotacGes do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1) cultivados em
biorreator de imersdo temporéria RITA®: tufos de multibrotacdes, com maior
vigor em meio de cultura MS (A) e apresentando coloragcdo avermelhada no
caule (B) e calosidade nas folhas (C) em meio WPM, aos 28 dias de idade.

3.2. Multiplicagdo em biorreator: Meios de cultura MS, QL e JADS

O C1 apresentou médias de massa fresca superiores ao C2 em dois dos trés meios de
cultura estudados (MS e QL) (Figura 6A). Para 0 C1, 0 meio MS tendeu a uma superioridade
em relacdo aos demais, com média de 0,43 g, seguido pelo QL com 0,33 g, e pelo JADS com
0,19 g por explante avaliado. Quanto a caracteristica nimero de brotos, também o C1 foi
superior ao C2 na producdo de novos brotos durante o periodo de cultivo, com média de 11
brotos por explante, em comparacdo a 5,3 do C2. E em relacdo aos meios de cultura
estudados, o meio de cultura MS teve tendéncia de superioridade, com nimero médio de
brotos de 12,7 (MS), 11,6 (QL) e 8,6 (JADS) para o C1 e 5,6 (MS), 5,3 (JADS) e 4,9 (QL)
para 0 C2 (Figura 6B). Em relacdo a caracteristica hiper-hidricidade, esta apresentou
diferenca entre clones, tendo o C2 apresentado maior percentual de hiper-hidricidade dos
explantes, quando cultivado em meio de cultura QL e JADS (Figura 6C), no entanto, para o

meio MS ndo se notou diferenca de resposta entre os dois clones avaliados.
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Figura 6 — Massa fresca (A), numero de brotos (B) e percentual de brotos hiper-hidricos (C)
por explante, para os dois clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1 e C2) e
0s trés meios de cultura estudados, aos 21 dias de cultivo em biorreatores de
imersdo temporaria RITA®. Barras verticais indicam o erro padrio da média.

3.3. Multiplicagdo em biorreator: Relagdo BAP/ANA

Houve diferenca significava (P<0,05) entre as combinacdes de BAP/ANA estudadas
para todas as caracteristicas avaliadas. Para massa fresca dos explantes, os tratamentos T5
(0,5/0,05), T9 (1,0/0,5) e T12 (1,5/0,5) foram semelhantes, sendo que o T9 apresentou maior
média de massa fresca neste experimento (0,137 g). Os grupos de tratamentos T6 (0,5/0,5), T7
(1,0/0,0), T8 (1,0/0,05), T10 (1,5/0,0) e T11 (1,5/0,05) e, T1 (0,0/0,0), T2 (0,0/0,05), T3
(0,0/0,5) e T4 (0,5/0,0) ndo foram significativamente diferentes entre si, sendo que neste
ultimo grupo foram obtidas as menores médias em massa fresca (Figura 7A). Com relagdo ao
numero de brotos, a maior media também foi encontrada no T9 (4,25), no entanto, este
tratamento foi estatisticamente semelhante aos tratamentos T4, T5, T6, T7, T8, T10, T1l e
T12, diferindo somente de T1, T2 e T3, que apresentaram as menores médias de
produtividade dos explantes, e onde a concentracdo de BAP foi igual a 0,0 uM. Foi observado
incremento do ndmero de brotos nos tratamentos com o aumento da concentracdo de BAP até

1,0 uM, ja onde a concentracdo era de 1,5 UM, o nimero de brotos produzidos apresentou
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ligeiro decréscimo (Figura 7B). Nao foi observada hiper-hidricidade nos tratamentos onde a
concentracdo de BAP foi 0,0 uM (T1, T2 e T3), sendo estes tratamentos semelhantes ao T4,
T7, T8, T10 e T11 (Figura 7C). O maior percentual de hiper-hidricidade (42%) foi obtido no
T5 e este tratamento n&o diferiu estatisticamente do T6, T9 e T12.
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Figura 7 — Massa fresca (A), numero de brotos (B) e percentual de brotos hiper-hidricos (C)
por explante nas diferentes combinagdes de BAP/ANA (T1 = 0,0/0,0; T2 =
0,0/0,05; T3 =0,0/0,5; T4 = 0,5/0,0; T5 = 0,5/0,05; T6 = 0,5/0,5; T7 = 1,0/0,0; T8
= 1,0/0,05; T9 = 1,0/0,5; T10 = 1,5/0,0; T11 = 1,5/0,05 e T12 = 1,5/0,5 uM de
BAP/ANA) estudadas, aos 23 dias de cultivo em biorreatores de imersdo
temporaria RITA® do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1).
Tratamentos com letras iguais ndo diferiram significativamente a 5% de
probabilidade pelo Teste Scott-Knott.

4. DISCUSSAO
Os biorreatores vém surgindo como uma alternativa para viabilidade da técnica de

micropropagacdo de diversas especies, especialmente por eliminar e/ou automatizar algumas

etapas do processo de producdo. No entanto, trabalhos que tratam da avaliacdo de tipos e
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composicdes de meios de cultura em meio liquido ainda séo escassos, principalmente focando
a tecnologia de biorreatores em espécies lenhosas, razdo pela qual a discussdo do presente

trabalho se apoia em estudos realizados em meio semissolido.

4.1. Multiplicagéo em biorreator: Meios de cultura MS e WPM

Neste experimento, 0 meio MS apresentou melhores resultados de crescimento dos
explantes, porém com maior ocorréncia da hiper-hidricidade. O meio MS também se mostrou
superior ao WPM, quanto ao crescimento e multiplicacdo das culturas, no cultivo de
Amelanchier arborea em meio semissolido (BRAND, 1993) e de Cabralea canjerana
(ROCHA et al., 2007).

Assim como neste trabalho, o menor vigor e a coloracdo diferenciada dos explantes
cultivados em meio WPM também foram observados em canjerana por Rocha et al. (2007),
cujas folhas apresentaram clorose. Estes resultados podem estar relacionados ao fato de o
meio WPM possuir apenas 45% da forca idnica total do meio MS (NUNES et al., 2002) e
concentragdes menores de nitrato, amonio e nitrogénio total (ROCHA et al., 2007). Em
contrapartida, o0 meio WPM adicionado de reguladores de crescimento apresentou-se eficiente
no cultivo de segmentos nodais de peroba-rosa (RIBAS et al., 2005).

As caracteristicas massa fresca e nimero de brotos apresentaram a mesma tendéncia
de crescimento entre os tratamentos. Nas condicGes estudadas, as duas caracteristicas
apresentaram-se relacionadas, ou seja, quanto maior a massa fresca dos explantes maior foi o
namero de brotos produzidos. Na micropropagacdo de cravo, Yadav et al. (2003) também
observaram relacdo positiva entre massa fresca e multiplicagéo dos explantes.

Houve grande variacdo entre os explantes de um mesmo tratamento para as
caracteristicas avaliadas, nimero de brotos produzidos e massa fresca, 0 que explica o erro
padrdo da média ser elevado.

Apesar de o intervalo de imersdo de 2 horas ter promovido maior ganho em biomassa
fresca e em numero de brotos dos explantes, a hiper-hidricidade neste manejo foi um fator
limitante. Reis et al. (2003) obtiveram incremento de 8 vezes na massa fresca e 2,5 vezes no
comprimento dos brotos de eucalipto cultivados por 22 dias em biorreator RITA®, em meio
MS com 0,5 uM de BAP e no manejo de 2 horas, também com alta incidéncia de explantes
hiper-hidricos. Correia et al. (1995), também em estudos com clones de Eucalyptus grandis x
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E. urophylla cultivados em meio JADS liquido, relataram sintomas de hiper-hidricidade apos
28 dias de cultivo.

A hiper-hidricidade caracteriza-se morfologicamente por brotos alongados e espessos
em diametro, entrends mais curtos do que as plantas normais, e as folhas se apresentam
espessadas, frequentemente alongadas, enrugadas ou enroladas e quebradicas (GASPAR,
1991; ZIV, 1991). Esta desordem tem sido relatada na maioria das vezes apenas na fase de
multiplicacao.

As condi¢bes do cultivo in vitro, como alta umidade (GASPAR, 1991), fatores
nutricionais como minerais e carboidratos, altos niveis de reguladores de crescimento, baixa
irradiancia e elevada disponibilidade de agua no meio, sdo as maiores indutoras de desordens
fisiolégicas nas plantas, como a hiper-hidricidade (MAJADA et al., 2000). Com o emprego de
biorreatores, o fator disponibilidade de agua é ainda ampliado pelo uso do meio liquido, o
qual esta associado com alta mobilidade de agua e, também, com alta umidade relativa no
ambiente in vitro, induzindo assim a presenca de sintomas da hiper-hidricidade (GASPAR et
al., 1987).

4.2. Multiplicagdo em biorreator: Meios de cultura MS, QL e JADS

O clone 1 apresentou resultados superiores para todas as caracteristicas avaliadas, 0
que pode ser explicado pelo fato de ele ser considerado um clone de mais féacil propagacao
vegetativa comparativamente ao clone 2.

Esta diferenca do cultivo in vitro entre gendtipos, encontrado no presente estudo, foi
também relatada por Bravo et al. (2008), na influéncia do gendtipo na capacidade
organogénica em progénies de E. grandis, quanto ao carater proliferacdo in vitro. E para
variacdes genéticas observadas entre e dentro de familias de E. grandis, quanto a capacidade
de formacdo de gemas (SOBROSA e CORDER, 2003), assim como influenciando o
desenvolvimento in vitro de gemas de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla
(CORREIA et al., 1995).

A resposta ao tipo e composicdo do meio de cultura varia ndo somente de acordo com
a espécie, mas entre gendtipos de uma mesma espécie e até entre explantes de um mesmo
gendtipo, que apresentam demandas especificas (SOUZA et al., 2006). Correia et al. (1995)
verificaram a importancia da especificidade do meio de cultura para cada material genético,

quando se deseja a proliferacdo de gemas com uniformidade e vigor. Além disso, fatores
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ambientais como a aeracdo do meio de cultura e controle de seu fluxo, a qualidade e
intensidade da luz e o fotoperiodo podem influenciar o crescimento e desenvolvimento dos
explantes, assim como a idade ontogenética e o estado de maturacdo da cultura. Dessa
maneira, fica clara a necessidade de ajuste do protocolo de micropropagacao, de acordo com o
material genético de interesse.

Ao contrario do que foi observado neste trabalho, em que o meio MS apresentou
tendéncia de crescimento superior em relacdo aos demais meios estudados, Glocke et al.
(2006) observaram crescimento mais vigoroso dos brotos em meio WPM e QL na
micropropagacdo de material juvenil de Eucalyptus erythronema x E. stricklandii, em
comparag¢do com outros meios, como o MS. Ja Borges (2009) avaliou a diferenca entre 0s
meios MS e JADS na multiplicacdo de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e
Eucalyptus grandis x E. globulus e encontrou tendéncia de melhores resultados para o meio
MS, observando também que este meio produziu brotacbes mais alongadas e com folhas
maiores. No entanto, apesar da tendéncia de superioridade do meio MS, o meio JADS
apresentou resultados positivos na multiplicacdo destes clones. O autor também observou
ocorréncia de hiper-hidricidade em poucos explantes no meio MS, o que ndo foi observado
para o meio JADS.

4.3. Multiplicacéo em biorreator: Relacdo BAP/ANA

O incremento em produtividade, tanto em massa fresca como em numero de brotos,
foi considerado baixo neste experimento em compara¢do com 0s demais ensaios anteriores,
podendo ser explicado pelo curto periodo de cultivo e pelo tamanho inicial dos explantes, que
apresentavam em média 0,007 g de massa fresca.

A combinacéo 1,0/0,5 uM de BAP/ANA (T9) foi a que apresentou maiores méedias em
massa fresca e numero de brotos. A massa fresca e o numero de brotos por explantes
tenderam a aumentar com crescentes concentragdes de BAP e depois a diminuir nas
concentracfes mais elevadas deste regulador. Graca et al. (2001) observaram maior
proliferacdo de brotos de E. dunnii na concentracdo de 1 UM de BAP, apresentando relacédo
inversa entre o nimero de brotacfes e a concentracdo de BAP. Este mesmo comportamento
foi relatado por Andrade et al. (2006) na multiplicacdo de E. grandis sob estimulo de BAP,
observando que concentracfes elevadas desta citocinina promovem acao inibitéria na

multiplicacdo de Eucalyptus. Muitos autores relatam este comportamento em espécies de
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eucalipto (DEL PONTE et al., 2001; BRONDANI, 2008). O efeito da concentracdo dos
reguladores de crescimento varia de acordo com a espécie (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Em termos gerais, este experimento apresentou baixo percentual de hiper-hidricidade
dos explantes, variando de 0 a 41,9%, em comparacdo com o estudo discutido no item 4.1,
que utilizou 0 mesmo tipo de explante inicial e atingiu valores proximos a 100 % de hiper-
hidricidade. Esta diferenca também pode ser explicada pelo curto periodo de cultivo, pois foi
observado no decorrer destes estudos que a hiper-hidricidade, assim como o ganho em
biomassa fresca e a produtividade, foram mais intensos a partir do 20° dia de cultivo.

A heterogeneidade no desenvolvimento dos explantes, em todas as caracteristicas
avaliadas, foi alta. O mesmo foi observado por Correia et al. (1995), que encontraram grande
variacdo na multiplicacdo de gemas entre os explantes, dentro e entre clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla, cultivados em meio de cultura liquido e sélido. A fonte de variagdo no
crescimento in vitro entre os explantes pode estar relacionada com o tamanho e as
caracteristicas morfoldgicas do explante, como nimero de pares de folhas e didametro do

caule, além da idade cronoldgica, fisioldgica e ontogenética da cultura.

5. CONCLUSOES

O meio de cultura MS e a frequéncia de imersdo a cada duas horas foram os
tratamentos que promoveram melhor resposta de crescimento em relagdo a massa fresca e
produtividade dos explantes dos clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

O clone C1 foi superior ao clone C2 para as caracteristicas de crescimento avaliadas.

A combinacdo 1,0 uM de BAP com 0,5 uM de ANA foi a que apresentou maiores
médias em relacdo a massa fresca e numero de brotos.

De modo geral, as culturas apresentaram alto percentual de hiper-hidricidade, sendo
esta desordem ainda um fator limitante nas condic¢des deste estudo para a micropropagacgao
em biorreator de imersdo temporéaria de clones de Eucalyptus.
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INFLUENCIA DA RELACAO N(NO3):N(NH;") NA MULTIPLICACAO IN VITRO
DE Eucalyptus grandis x E. urophylla EM BIORREATOR DE IMERSAO
TEMPORARIA

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes relacdes entre as fontes de
nitrogénio nitrico e amoniacal no meio de cultura MS, na fase de multiplicacdo de um clone
de Eucalyptus grandis x E. urophylla em biorreator de imersdo temporaria RITA®, e também
comparar 0 cultivo em &gar (potes plasticos) e em meio liquido (biorreatores RITA®) para
duas relagdes de N(NOz):N(NH,") (2:1 e 3:1) em trés diferentes periodos de cultivo (21, 28 e
35 dias). Na primeira etapa do experimento, a relacio 3:1 de N(NOs):N(NH4") proporcionou
maiores méedias de massa fresca e nimero de brotos por explante. O aumento da concentracéo
de amdnio no meio de cultura (relagdes 1:1, 1:2 e 1:3 de N(NO3z):N(NH,")) levou a um menor
vigor dos explantes, que apresentaram folhas com coloracdo verde clara avermelhada. Na
segunda fase, ndo se observou diferenca entre as duas relagcdes estudadas, sendo o cultivo em
biorreator RITA® superior ao agar em todas as caracteristicas de crescimento avaliadas e nos
trés periodos de cultivo estudados. O periodo de 35 dias de cultivo em biorreator RITA® foi o
que promoveu maior ganho, de 2,3 vezes, tanto em massa fresca, quanto em nimero de brotos
por explantes em comparacdo ao cultivo em agar nas duas relacdes estudadas. A hiper-
hidricidade foi fator limitante nas duas etapas deste estudo para as plantas cultivadas em

biorreatores, ndo sendo percebida nas plantas cultivadas em meio semissolido.

Palavras-chave: Propagacéo in vitro, culturas liquidas, fontes de nitrogénio

1. INTRODUCAO

A micropropagacdo e o uso de biorreatores tém sido consideradas ferramentas
potencialmente importantes para a producdo em larga escala de mudas de gendtipos
superiores a precos competitivos. Segundo Takayama e Akita (2006), a tecnologia de
biorreatores € vantajosa por promover eficiéncia e facilidade das operacdes, e surge como o
sistema mais promissor para propagacao industrial de plantas.

O uso de biorreatores na propagacao vegetativa de plantas lenhosas ainda se restringe

a um pequeno namero de trabalhos e espécies, porém o interesse de empresas e pesquisadores
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do setor tém intensificado a busca por novos protocolos que tornem esta tecnologia viavel a
especies florestais de larga producdo como o eucalipto. Diversos sdo os fatores que
influenciam a micropropagacdo em biorreatores, entre eles, podem-se citar o uso do meio
liquido, o tipo e a aeracdo do recipiente, a atmosfera gasosa do frasco de cultivo e
principalmente as condi¢des de manejo da cultura como a composi¢cdo mineral e organica do
meio, reguladores de crescimento (ZIV, 2005) e recalcitrancia do material vegetal. Os
biorreatores de imersdo temporaria, como o sistema RITA®, ganharam popularidade
principalmente pela simplicidade e elevada taxa de produgdo com a minima ocorréncia de
desordens fisioldgicas em comparagdo com outros tipos de biorreatores (AFREEN, 2006).

O efeito dos nutrientes na morfogénese é de suma importancia, pois a parte mineral é a
maior componente dos meios de cultura de tecidos e se baseia nas exigéncias das plantas. A
fonte de nitrogénio é um fator que influencia o comportamento das culturas, e alguns estudos
tém revelado diferencas no desenvolvimento das plantas em fungé@o da dosagem e das fontes
nitrogenadas (BRAND, 1993; MARQUES et al., 1998; IVANOVA E VAN STADEN, 2008;
2009).

Os ions nitrato e amdnio aparecem relacionados com diversos fatores do cultivo in
vitro, em caracteristicas de crescimento da cultura, como a diferenciacdo de células e tecidos,
e desordens fisiologicas como a hiper-hidricidade. No cultivo de Eucalyptus grandis em
biorreatores de imersdo temporaria, Castro e Gonzales (2002) obtiveram melhor taxa de
multiplicacdo de brotos axilares, reduzindo & metade as concentra¢@es de nitrato de aménio e
nitrato de potéassio do meio basico MS. Segundo Ziv et al. (1987), a redu¢do ou remocao do
nitrato de amoénio no meio MS aumentou a proporcdo de plantas normais (sem sintomas de
hiper-hidricidade) de cravo (Dianthus caryophyllus), tanto no cultivo em meio liquido, quanto
em agar.

A cultura de tecidos convencional via sistema &gar requer grande nimero de pequenos
recipientes de cultivo e mdo-de-obra intensiva, necessitando de ampla estrutura de camaras de
fluxo laminar, autoclave e sala de cultura, sendo estas as maiores limitacGes da eficiéncia na
propagacdo e do alto custo da técnica. Dentro deste contexto, os biorreatores podem reduzir a
mao-de-obra, alcan¢ando baixo custo de producéo e estabelecendo um sistema préatico para
propagacao massal de plantas in vitro (TAKAYAMA e AKITA, 2006).

O uso de biorreatores tem aumentado a produtividade e a eficiéncia da propagacéo de
plantas, principalmente pelas vantagens do meio liquido. Estas vantagens devem-se ao
aumento da produtividade pelo maior contato da cultura com o meio; manuseio mais simples

da cultura, economia de mao-de-obra e tempo das operages; aeracdo forcada, que estimula o
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crescimento e a obtencdo de maior biomassa; e agitacdo da cultura no biorreator, que resulta
na perda de dominancia apical e proporciona o crescimento de maior nimero de brotacbes
(TAKAYAMA & AKITA, 1994; 2006).

As condic@es de cultivo em biorreatores sdo diferentes do cultivo em agar, tornando
necessario encontrar as condigdes 6timas de cultura em meio liquido (TAKAYAMA e
AKITA, 2006). Assim, este trabalho consistiu na avaliacdo de diferentes relagdes entre as
fontes de nitrogénio nitrico e amoniacal na fase de multiplicacdo de um clone de Eucalyptus
grandis x E. urophylla em biorreator de imersdo temporéria RITA® e na comparacéo entre o
cultivo em 4gar e em biorreator RITA® para duas relagdes de N(NO3):N(NH,") e trés

periodos de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Fonte, meio de cultura e condigdes de cultivo dos explantes

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Pesquisa e Tecnologia - CPT da empresa Fibria (antiga Aracruz Celulose S/A), localizada no
municipio de Aracruz, Espirito Santo.

O material vegetal utilizado para introducdo nos biorreatores foi um clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), proveniente da empresa Fibria, pré-estabelecido in
vitro em meio de cultura semissélido, tendo como recipientes de cultivo placas de Petri
estéreis e descartaveis (Pleion Bioplass®) de 90 mm de diametro x 15 mm de altura. Estas
continham 25 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), adicionado de
100 mg L™ de mio-inositol (Sigma®), 10 mg L™ de tiamina-HCI (Sigma®), 0,50 mg L™ de
4cido nicotinico (Sigma®), 0,50 mg L™ de piridoxina-HCI (Sigma®), 100 mg L™ de L-
glutamina (Sigma®), 0,34 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma®), 0,01 mg L™ de
ANA (4cido naftalenoacético — Sigma®), 30 g L™ de sacarose (Vetec®) e 7 g L™ de bacto-agar
(BD®). O pH foi ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da adic&o do &gar e da
esterilizacdo em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos.
O material vegetal foi estabelecido em prateleiras de metal aramado com iluminacdo vertical e
lateral, acondicionado em sala de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas e irradiancia
média de 20 umol m? s, medida no aparelho Optic Science - Modelo DQM.
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2.2. RelagBes N(NO3):N(NH4")

Foram avaliadas cinco diferentes relagdes - 1:1, 2:1, 3:1, 1:2 e 1:3 - entre as fontes de
nitrogénio NOs™ e NH," (Quadro 1) no meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), na fase

multiplicacdo de gemas axilares em biorreator RITA® (Vitropic S/A). Estas relagdes foram

obtidas pela adicdo de diferentes sais sem modificar a concentra¢do dos outros ions no meio

de cultura.

Quadro 1 - Concentracdo dos fons N(NOz), N(NH4") e de N total (mmol L™) nas cinco
relagdes N(NOs):N(NH,") estudadas no meio de cultura MS para cultivo do
clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), em biorreatores de imersao

temporaria RITA®.

Relacdo N(NO3):N(NH4"

fons 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3
-------------------- (Mmol L) - - e
N(NO3) 43,90 39,00 29,30 19,50 14,60
N(NH," 14,60 19,50 29,30 39,20 43,90
N total 58,50 58,50 58,60 58,70 58,50

Como explantes iniciais, foram utilizados brotos apicais, com massa fresca e tamanho

uniformes, de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1) (Figura 1), estabelecidos in

vitro, pré-cultivados, aproximadamente sete dias antes de sua utilizacdo nos biorreatores

RITA® para experimentagdo, permanecendo em placas de Petri contendo meio MS como

descrito no item 2.1, sem adicao de reguladores de crescimento.

kD
2

%

lcm

Figura 1 — Brotos apicais do clone de Eucalyptus
grandis x E. urophylla (C1) utilizados como
explantes iniciais no cultivo em biorreatores de
imersdo temporaria RITA®.
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Ao meio de cultura, foram adicionados 100 mg L™ de mio-inositol, 10 mg L™ de
tiamina-HCI, 0,50 mg L™ de 4cido nicotinico, 0,50 mg L™ de piridoxina-HCI, 0,11 mg L™ de
BAP e 30 g L™ de sacarose, com pH ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N), antes da
esterilizacdo em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos.
O meio de cultura foi autoclavado diretamente dentro dos recipientes dos biorreatores. Apds
introducdo nos biorreatores, o0 material vegetal foi acondicionado em sala de cultura a 24 +
2°C, fotoperiodo de 14 h e irradiancia média de 20 umol m? s™. Utilizou-se o volume de 250
mL de meio por recipiente e foi realizada renovacao total do meio de cultura dos frascos aos
28 dias de idade da cultura.

A frequéncia de imersdo utilizada foi de duas horas por um periodo de oito segundos e
como suporte de apoio para os explantes utilizou-se disco de esponja polimérica (Bulpren S
28133, densidade 30 Kg m™) sob papel filtro qualitativo (N° 1 - Qualy®).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (relagdes 1:1, 2:1, 3:1, 1:2 e 1:3 de N(NOz):N(NH,")) e vinte e quatro repeticdes
por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um explante, e cada recipiente RITA®
contendo doze explantes.

Para avaliagcdo da massa fresca, foi realizada a pesagem dos explantes aos 0, 21, 28, 35
e 42 dias de idade da cultura. O nimero de brotos foi obtido pela contagem de novos brotos,
com dois ou mais pares de folhas, desenvolvidos durante o ciclo de cultivo, em todos os
explantes aos 0, 21 e 28 dias de idade da cultura. O percentual de hiper-hidricidade foi obtido
por meio de andlise visual do explante, com a contagem do nimero de brotos hiper-hidricos

em cada explante aos 0, 21 e 28 dias de idade da cultura.

2.3. Consumo de nutrientes pela cultura

A avaliacdo do consumo dos nutrientes foi realizada através da andlise quimica do
meio aos 0, 21, 28, 35 e 42 dias de idade da cultura, a partir da retirada de aliquotas de 2,5 mL
de cada repetigéo, constituindo-se em amostras compostas por tratamento. As amostras foram
analisadas no Laboratério de Analises Quimicas, do Centro de Pesquisa e Tecnologia da
Fibria, sendo a andlise de macro e micronutrientes realizada em espectrometro de plasma
modelo ICP Optima 4300 DV (Perkin — Elmer), a de nitrato em cromatdgrafo de ions modelo
DX 120 (Dionex) e a de amo6nio em cromatdgrafo de ions modelo ICS 90 (Dionex).
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2.4. Cultivo em agar x meio liquido

Com base na experimentacdo anterior, foram testadas duas das relagfes de N(NO3’)
:N(NH,"), escolhidas por apresentarem melhores resultados de produtividade e qualidade dos
explantes, sendo elas 2:1 e 3:1 de N(NO3):N(NH4"). O manejo vegetal e as condi¢bes da
cultura foram as mesmas utilizadas no item 2.2, acrescentando-se as condi¢fes de cultivo em
4gar, realizado em potes plésticos de polipropileno de volume 500 mL (Osmotec®), contendo
100 mL de meio de cultura solidificado com 7 g L™ de bacto-agar (BD®). E sendo realizada
renovacgdo do meio de cultura a cada sete dias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
tratamentos, duas relagdes de N(NOz):N(NH,") (2:1 e 3:1) e trés idades de cultivo (28, 35 e
42 dias), com vinte repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um
explante, e cada recipiente, RITA® e pote pléstico, contendo dez explantes.

As avaliacdes de massa fresca, numero de brotos e percentual de hiper-hidricidade dos
explantes foram realizadas da mesma forma que no experimento anterior, sendo avaliados ao

final de cada periodo de cultivo estudado (28, 35 e 42 dias).

3. RESULTADOS
3.1. Relagdes N(NO3):N(NH4")

A caracteristica massa fresca apresentou diferenca significativa entre as equacfes
ajustadas (P<0,05), sendo observado comportamento exponencial ao longo do periodo de
cultivo em todos os tratamentos, com uma grande acelera¢do no crescimento a partir do 25°
dia (Figura 2). Usando o teste de identidade de modelos, observou-se que os tratamentos que
apresentaram maior massa fresca dos explantes - 3:1, 1:1 e 1:2 de N(NO3):N(NH4") - ndo
foram estatisticamente diferentes (P<0,05) entre si. O tratamento 2:1 de N(NO3):N(NH4"),
que € o mais proximo da concentracdo destes ions no meio MS original, ficou em posicao
intermediaria sendo semelhante (P<0,05) somente ao tratamento 1:2 de N(NOz):N(NH,"). A

relacdo 1:3 de N(NO3):N(NH,") proporcionou menor biomassa dos explantes.
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Figura 2 — Curvas de tendéncias de massa fresca dos explante para as cinco relagcbes N(NO3)
:N(NH,") estudadas (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 1:3) durante o periodo de 42 dias de
cultivo do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1) em biorreatores de
imers&o temporaria RITA®.

O numero de brotos apresentou diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos
nas duas idades avaliadas. Aos 21 dias de idade da cultura, o nimero médio de brotos
produzidos diminuiu de acordo com o aumento da concentracdo de N(NH4") no meio, sendo o
tratamento que apresentou maior média de brotos o 3:1 (7,08a), seguido do 2:1 (4,95ab), 1:1
(4,91ab), 1:2 (4,87ab) e 1:3 (4,16b) de N(NO3):N(NH,"). Na segunda idade de avaliagdo, a
relacdo 3:1 (13,08a) manteve-se superior, seguida pela 1:2 (12,25a), 1:1 (11,04ab), 2:1
(10,37ab) e 1:3 (8,70b) de N(NO3):N(NH,") (Figura3A). Para percentual de hiper-
hidricidade, ndo foi observada diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos aos 21 dias
de idade, com media geral dos tratamentos de 43% de hiper-hidricidade por explante. Aos 28
dias, os tratamentos foram estatisticamente diferentes (P<0,05), sendo que o Unico tratamento
que se apresentou diferente dos demais foi 0 2:1 de N(NO3):N(NH4") com menor percentual
de hiper-hidricidade (68%). Constatou-se que com a reducdo do NOs e quanto maior a
concentracdo de NH," no meio, maior foi o percentual de hiper-hidricidade, chegando a 100%
nas relacdes 1:2 e 1:3 de N(NOz):N(NH,") (Figura 3B).

Com o0 aumento da concentracio de N(NH,") no meio de cultura, os explantes
apresentaram-se menos vigorosos, com folhas de coloragdo verde clara avermelhada
(Figuras 4 e 5).

41



>
™

021 dias O 28 dias 021 dias O 28 dias
a
a a
e 167 a 100 a = — —
é_ 14 - a 'g'_ 90 _:[_
212 ab ab g 80 b
- = 70 A
5 .0 | b S
2] A Zew A
g 84 2504 A A A
o g AB AB AB B X0
= g 30
o 47 8
g & 20
5 2 < 101
0 0 T T T
31 21 11 12 13 31 21 11 12 13
Relacdo Nitrato/Amdnio Relacdo Nitrato/Amanio

Figura 3 — NUmero de brotos (A) e percentual de brotos hiper-hidricos (B) por explante, nas
cinco relagdes N(NO3):N(NH,") estudadas (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 1:3), aos 21 e 28
dias de cultivo do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1) em biorreatores
de imerséo temporaria RITA®. Barras verticais indicam o erro padrdo da média.
Letras maiusculas indicam comparagdo de médias aos 21 dias e letras minudsculas
aos 28 dias. Tratamentos com letras iguais ndo diferiram significativamente a 5%
de probabilidade pelo Teste Tukey.

Figura 4 — Tufo de multibrotacdes do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), aos 42
dias de cultivo em biorreator de imersdo temporéria RITA®, em meio MS e com a
relagdo de 1:3 de N(NO3):N(NH,") (A) e detalhe da coloragdo verde clara
avermelhada das folhas (B).
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21 dias Rela@éo N(NOg-)N(NH4+) 42 dias

Figura 5 - Padrdo de brotos produzidos nas cinco relagdes N(NOs):N(NH,") estudadas (3:1,
2:1, 1:1, 1:2 e 1:3) aos 21 e 42 dias de cultivo em biorreator de imerséo temporéria
RITA® do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1).

3.2. Consumo de nutrientes pela cultura

O consumo total de N(NO3) ao final dos 42 dias de cultivo foi maior nos tratamentos
em que a dosagem deste ion era maior, decrescendo a medida que se aumentou a

concentragdo de N(NH,"). No consumo de N(NH4"), os tratamentos com maior concentragio
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deste ion apresentaram consumo superior, sendo a relacdo 1:2 o tratamento com o maior
consumo, seguida pelo 1:3 de N(NO3):N(NH,"), e o menor consumo foi observado na relacéo
2:1 de N(NO3):N(NH4"). O consumo total de N foi maior na relagdo 1:2 e menor em 1:3 de
N(NO3") :N(NH4") (Quadro 2).

O potéssio foi 0 macronutriente mais consumido pela cultura, sendo este consumo
superior nas relagcbes com maior concentracdo de N(NOj'), seguido pelos tratamentos com
maior concentracio de N(NH,"), e o menor consumo foi observado na relagio 1:1 de N(NOs)
:N(NH;"). A mesma resposta foi constatada para o calcio e magnésio. Somente o fésforo foi
consumido em maior quantidade nos tratamentos em que a concentracio de N(NH,") era
maior ou igual a do N(NO3") (Quadro 2).

Dentre 0os micronutrientes, 0 manganés e o boro seguiram a mesma resposta relatada
acima para a maioria dos macronutrientes. J& 0s consumos de ferro e molibdénio foram
semelhantes ao de foésforo, quanto a resposta. O consumo de zinco pelas plantas ndo manteve

um padréo, sendo maior na relagdo 3:1 e menor na 2:1 de N(NO3):N(NH4") (Quadro 2).

Quadro 2 — Conteudo total de nutrientes acumulado nas plantulas do clone de Eucalyptus
grandis x E. urophylla (C1), durante 42 dias de cultivo, por recipiente do
biorreator de imersdo temporaria RITA®.

Conteldo Total de Nutrientes Acumulado (mg/recipiente)

Nutriente -------------- Relagdo N(NOz):N(NH;") - - - - - - --------
3:1 2:1 1:1 1:2 1:3
Macronutrientes
N(NO3) 69,40 59,46 53,81 50,27 37,36
N(NH," 43,07 41,90 53,21 70,36 59,40
N total 112,47 101,37 107,02 120,63 96,75
P 6,742 5,868 7,038 7,849 6,760
K 120,183 84,210 66,249 76,396 82,439
Ca 11,774 7,794 6,426 6,752 7,593
Mg 6,116 2,959 2,336 2,490 2,859
Micronutrientes
Fe 0,801 0,630 1,012 1,101 0,706
Zn 0,326 0,172 0,196 0,219 0,216
Mn 0,703 0,386 0,274 0,314 0,355
B 0,090 0,069 0,065 0,078 0,064
Mo 0,018 0,016 0,018 0,026 0,024
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3.3. Cultivo em &gar x meio liquido

O cultivo em biorreator RITA® foi superior ao 4gar em todas as caracteristicas
avaliadas, nas duas relagdes N(NO3):N(NH;") e nos trés periodos de cultivo estudados. O
periodo de 35 dias de cultivo em biorreator RITA® foi o que promoveu maior ganho, de 2,3
vezes, tanto em massa fresca, quanto em numero de brotos formados por explante, em
comparagdo com o cultivo em &gar nas duas relacdes estudadas (Figura 6).

A hiper-hidricidade foi um fator limitante para as plantas cultivadas em biorreatores,
alcancando taxas muito elevadas, préximas a 100%, em todos os periodos de cultivo
estudados, no entanto, ndo foi percebida esta desordem fisioldgica nas plantas cultivadas em

meio semissolido.

2:1 N(NO3):N(NH,") 3:1 N(NO3):N(NH,")

>
W

O Cultivo em Agar O Cultivo em Biorreator DO Cultivo em Agar O Cultivo em Biorreator

N

&l
)

N

&l
)

N

o

N

o
I

-
[&;]
I
-
[&;]
I

Loy

o

=

o
I

o

o

o

o
I

Massa Fresca por Explante (g)
Massa Fresca por Explante (g)

] mall

28 35 42 28 35 42

o
o

o
o

Idade (dias) Idade (dias)
2:1 N(NO3):N(NH,") 3:1 N(NO3):N(NH,")
C o _ _ D o _ _
[ICultivo em Agar [JCultivo em Biorreator [OCultivo em Agar [OJCultivo em Biorreator
s 35
g d 3
5 1 S L
R T 32 .
L 215
g 0 +| g 0 _I_I
e 5 | | | o 5 | |
% 04 ‘ ‘ 2 01
2 28 35 2 2 28 % y)
Idade (dias) Idade (dias)

Figura 6 — Massa fresca por explante na relagdo 2:1 de N(NO3):N(NH4") (A) e na relagdo 3:1
de N(NO3):N(NH4") (B), nimero de brotos por explante na relagdo 2:1 de N(NOs)
:N(NH;") (C) e na relagdo 3:1 de N(NO3):N(NH,") (D), aos 28, 35 e 42 dias de
cultivo do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1l) em &gar e em
biorreatores de imersdo temporaria RITA®. Barras verticais indicam o erro padrdo
da media.
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Além da diferenca no desenvolvimento dos explantes, também foi observada diferenca
no padrdo de brotos produzidos. O sistema de cultivo em agar formou tufos de multibrotacdes
ndo-alongadas, enquanto o cultivo em biorreator produziu tufos com brotos alongados mais

bem definidos (Figura 7).

4. DISCUSSAO

4.1. Relagdes N(NO3):N(NH;")

As relagdes 3:1 e 1:1 de N(NO3):N(NH,") promoveram o maior crescimento em
massa fresca e nimero de brotos por explante, onde as altas concentragdes de N(NH,")
proporcionaram aspecto visual com menor vigor dos explantes e maior ocorréncia de hiper-
hidricidade. Ivanova e Van Staden (2009) obtiveram maior taxa de multiplicacdo de Aloe
polyphylla em meio de cultura MS contendo ambos NOse NH;* como fontes nitrogenadas,
aumentando com o aumento de N total, e observaram melhor formacdo de brotos nos meios
com presenca relativamente semelhante entre NOz'e NH4", com relagdes de 20:40, 30:30 e
40:20 de NO3:NH,".

Com relacdo ao aspecto visual e vigor dos brotos formados, outros autores também
perceberam inferioridade na qualidade dos brotos, estes apresentando coloragéo amarelada ou
verde palido, atrofiados e frageis (IVANOVA e VAN STADEN, 2008; 2009), com 0 aumento
de NH4" no meio de cultura.

Segundo alguns autores, a fonte de nitrogénio utilizada e o balango entre os ions NO3’
e NH;" podem interferir na taxa de multiplicacdo das plantas (SANTOS-SEREJO et al.,
2006). Castro e Gonzélez (2002) obtiveram melhor multiplicagdo dos brotos de eucalipto em
meio de cultura MS com as concentracGes de nitrato de amdnio e nitrato de potassio a metade
de suas forcas.

Segundo Ziv (1995b), as plantas cultivadas em meio liquido tém preferéncia pela
utilizacdo de NH4" e somente em um estagio posterior passam a utilizar o NO3". O elevado
nivel de nitrogénio na forma de NH;* mostrou causar hiper-hidricidade e hipo-lignificacdo em
algumas espécies (ZIV, 1995a, HARTMANN et al., 2002). Este mesmo fato foi observado
por lvanova e Van Staden (2009) quando somente NH;" foi utilizado como fonte de N,
elevando o indice de hiper-hidricidade. No entanto, Ivanova e Van Staden (2008) observaram

que altas concentracdes de NH,;" na auséncia de citocininas nio induziram a hiper-hidricidade
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Figura 7 - Padréo de brotos produzidos na relagdo 2:1 de N(NO3):N(NH4"), nos dois sistemas
de cultivo, &gar e biorreator RITA®, aos 0, 7, 14, 21, 35 e 42 dias de cultivo do
clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1).

47



em Aloe polyphylla, sendo esta desordem induzida de maneira dependente da concentracao de
citocininas no meio de cultura.

A baixa relagdo NOs;:NH;" pode ser uma condigdo indutora da hiper-hidricidade
(HARTMANN et al., 2002). Assim, tem sido recomendada uma redugdo do nitrogénio na
forma amoniacal no meio MS como medida de prevencédo da hiper-hidricidade nas culturas
(ZIV etal., 1987; IVANOVA e VAN STADEN, 2009). No entanto, na maioria dos estudos, 0
NOs; € simultaneamente aumentado com a adicdo de nitrato de amdnio, o que dificulta
relacionar a hiper-hidricidade com a concentracdo de NO3” ou NH4" (BRAND, 1993). O ion
NH;" pode ser toxico aos tecidos da planta em concentracbes elevadas. Brand (1993)
observou aumento linear da hiper-hidricidade, concentracdo de NOj3 e de nitrogénio total nos
tecidos, massa fresca e seca dos explantes e no nimero de brotos, no cultivo de Amelanchier
arborea, com 0 aumento na concentragdo de nitrato de aménio no meio.

Neste experimento, observou-se maior ganho em massa fresca a partir do 15°-20° dias
de cultivo, o que, apesar de ndo ter sido avaliado, também é esperado para numero de brotos
formados. Na etapa de introducdo, Grattapaglia e Machado (1998) sugerem que, para 0
objetivo de propagacdo, explantes maiores sdo ideais para serem introduzidos, pois explantes
muito pequenos levam mais tempo para se desenvolver. Se a mesma afirmativa for verdadeira
para a etapa de multiplicacdo, pode-se considerar que brotos apicais necessitam de mais
tempo para se desenvolver em tufos. Assim, devido a este fator, foi observado significativo
crescimento dos explantes somente a partir do 20° dia de cultivo. Ao contrario do apresentado
neste estudo, Andrade et al. (2006) observaram maior producdo de massa fresca de

Eucalyptus grandis no cultivo em agar entre 14 e 21 dias de cultivo.

4.2. Cultivo em agar x meio liquido

Constatou-se que o cultivo em biorreator foi superior ao cultivo em agar para o
crescimento em massa fresca e numero de brotos formados por explante, indicando que as
culturas liquidas apresentam vantagens em compara¢do com as culturas sélidas, como a maior
e mais rapida taxa de crescimento das plantas cultivadas em meio liquido, onde s&o banhadas
pelo meio nutritivo, 0 que permite rapida absorcdo dos nutrientes pelas células (GUPTA e
TIMMIS, 2005) e melhor aproveitamento do meio (LEMOS et al., 2001).

Reis et al. (2003) obtiveram incremento de 8 vezes na massa fresca e 2,5 vezes no

comprimento dos brotos de Eucalyptus grandis x E. urophylla cultivados em biorreator
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RITA®. McAlister et al. (2005) encontraram resultados promissores no cultivo de clones de
Eucalyptus em sistema RITA®, a partir de plantas estabelecidas via sistema semissélido. Estes
autores obtiveram resultados superiores aos encontrados no cultivo em &gar, com maior taxa
de multiplicacdo, além de o sistema RITA® promover grande proliferacéo de brotos dos 14
aos 18 dias, enquanto no sistema agar, a multiplicacao foi alcancada somente dos 25 aos 28
dias de cultivo. Para banana (LEMOS et al., 2001) e abacaxi (SILVA et al., 2007), a imersdo
temporaria também foi um método de propagacdo mais eficiente comparado ao sistema
tradicional.

O cultivo em meio semissolido apresentou como padréo brotacdes menores e taxa de
multiplicacdo inferior comparativamente ao cultivo em imers@o temporaria, caracteristica que
pode estar relacionada com a pouca possibilidade de trocas gasosas nestes sistemas
(ETIENNE e BERTHOULY, 2002). Este mesmo padrdo de brotagcdes também foi relatado
por McAlister et al. (2005) em eucalipto.

Varios relatos indicam que as vantagens do uso de biorreatores no cultivo de plantas
se devem, principalmente, ao uso do meio nutritivo liquido, gerando maior produtividade e
eficiéncia do processo de propagacdo (TAKAYAMA e AKITA, 1994; PENCHEL et al.,
2007). Proporcionar ainda manuseio mais simples da cultura, economia de mé&o-de-obra e
tempo das operacOes, aeracdo forcada, que estimula o crescimento e a obtencdo de maior
biomassa; agitacdo da cultura no biorreator, que resulta na perda de dominancia apical e
estimula o crescimento de maior nimero de brotacbes nos explantes (TAKAYAMA e
AKITA, 1994); menor tempo de subcultivo; a composi¢cdo do meio pode ser mudada por
simples transferéncia e a esterilizagdo do meio pode ser feita por ultrafiltragem ou
autoclavagem (ALVARD et al., 1993), além de promover maior uniformidade das condicdes
de cultivo (ETIENNE et al., 2006).

Whitehouse et al. (2002) obtiveram sucesso limitado na multiplicagdo de gemas de
Eucalyptus, utilizando meio liquido devido a hiper-hidricidade dos explantes, problema
frequentemente relacionados ao uso de meio liquido e, também, encontrado nos explantes
deste estudo. O meio liquido est& associado com alta mobilidade de 4gua e também com alta
umidade relativa no ambiente in vitro, induzindo a presenca de sintomas desta desordem. O
status da agua no meio de cultura esta entre os fatores mais importantes afetando a hiper-
hidricidade, além da concentracdo de reguladores de crescimento e sais de nitrogénio
(GASPAR et al., 1987; HARTMANN et al., 2002).

Muitos estudos relatam o cultivo em biorreatores e 0 uso do meio liquido para diversas

técnicas de cultura de tecidos em diferentes espécies, entre elas: (i) embriogénese somatica de
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Pinus radiata (AITKEN-CHRISTIE et al., 1988), de Hevea brasiliensis (ETIENNE et al.,
1997), de coniferas (GUPTA e TIMMIS, 2005), de café (ETIENNE et al., 2006), cacau
(NIEMENAK et al., 2008); (i) micropropagacdo de abacaxi (ESCALONA et al., 1999;
SILVA et al., 2007), de banana (LEMOS et al., 2001), de cana-de-agucar (LORENZO et al.,
1998), de batata (TEISSON e ALVARD, 1999) e de heliconia (RODRIGUES et al., 2006).

5. CONCLUSOES

As relagbes 3:1 e 1:1 de N(NOz):N(NH,") promoveram o maior crescimento e
produtividade dos explantes. Altas concentracdes de amdnio proporcionaram aspecto visual
com menor vigor dos explantes e maior ocorréncia de hiper-hidricidade. O tratamento 2:1 de
N(NO3):N(NH,") obteve menor percentual de hiper-hidricidade (68%) dos explantes.

O cultivo em meio liquido foi superior ao meio semissolido, sendo o periodo de 35
dias de cultivo em biorreator RITA® o que promoveu maior ganho em massa fresca e
produtividade dos explantes.

A hiper-hidricidade foi um fator limitante para as plantas cultivadas em biorreatores,
alcancando percentuais proximos a 100%, nao sendo percebida esta desordem fisioldgica nas
plantas cultivadas em meio semissolido.

O sistema de cultivo em agar formou tufos de multibrotagdes ndo-alongadas, enquanto
o cultivo em biorreator produziu tufos com brotos alongados mais bem definidos.
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EFEITO DA FREQUENCIA DE IMERSAO E DE INJECAO ADICIONAL DE AR NA
MULTIPLICACAO IN VITRO DE Eucalyptus grandis x E. urophylla EM
BIORREATOR DE IMERSAO TEMPORARIA

RESUMO: Os objetivos do presente estudo foram avaliar diferentes frequéncias de imerséao
(2, 4, 8 e 16 horas) e suportes de apoio dos explantes dentro dos biorreatores RITA® (papel
filtro e espuma), assim como um sistema de ventilacdo com entrada de ar adicional acoplado
ao recipiente dos biorreatores, quanto as caracteristicas massa fresca, niUmero de brotos e
hiper-hidricidade dos explantes, na fase de multiplicacdo de gemas axilares de um clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla. As imersGes a cada 2 e 4 horas e o suporte papel filtro
proporcionaram maior massa fresca e numero de brotos por explantes, porém ocasionaram
maior percentual de brotos hiper-hidricos. A injecdo adicional de ar ao recipiente do

biorreator RITA® nio influenciou o crescimento das culturas.

Palavras-chave: Propagacéo in vitro, clonagem de eucalipto, atmosfera gasosa

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias para producdo de mudas micropropagadas
em larga escala, em especial para espécies florestais de interesse econdmico como as do
género Eucalyptus, € uma das alternativas para tornar esta técnica da cultura de tecidos
comercialmente viavel. O desenvolvimento de equipamentos como 0s biorreatores constitui
uma alternativa promissora, pois permite reduzir a médo-de-obra e o custo de producéo,
estabelecendo um sistema pratico para propagacao massal de plantas in vitro (TAKAYAMA e
AKITA, 2006).

Muitos fatores interferem na micropropagacdo de plantas, principalmente em se
tratando do uso de biorreatores e meio liquido de crescimento. As condi¢des do cultivo in
vitro, alta umidade, fatores nutricionais como minerais e carboidratos, altos niveis de
reguladores de crescimento, baixa irradiancia e elevada disponibilidade de agua no substrato
sd0 os maiores indutores de desordens fisioldgicas nas plantas, como a hiper-hidricidade
(MAJADA et al., 2000).
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Esta € uma desordem fisiolégica comum na cultura de tecidos vegetais, que
frequentemente consiste em obstaculo na micropropagacao de espécies lenhosas, visto afetar a
multiplicacdo de gemas, o vigor da cultura e também impossibilitar a aclimatizagdo das
plantas nas condigBes ex vitro. E morfologicamente caracterizada por brotos alongados e
espessos em didmetro, entren0s mais curtos do que as plantas normais, e as folhas se
apresentam espessadas, frequentemente alongadas, enrugadas ou enroladas e quebradicas
(GASPAR, 1991; ZIV, 1991). E considerada um dos maiores problemas das plantas
cultivadas em culturas liquidas (ZI1V, 1995), envolvendo multiplos fatores que dependem de
respostas fisioldgicas especificas das condicbes da cultura, assim como da espécie estudada
(GASPAR et al., 1987; ZIV, 1991).

Mudangas anatdmicas observadas em folhas hiper-hidricas de plantas lenhosas como
maca e eucalipto incluem estbmatos anormais, reducdo do tecido palicadico, grandes espagos
intercelulares nas camadas de células do mesofilo e presenca de uma fina camada ou auséncia
de cuticula (CHAKRABARTY et al., 2005; PICOLI et al., 2008). Fisiologicamente, envolve
0 excesso de absorcdo de &gua e a inibicdo da sintese de lignina e celulose (HARTMANN et
al., 2002).

O manejo da cultura, como a determinacdo da frequéncia e da duracdo da imersao, é
fator fundamental para obtencao de um maior coeficiente de multiplicacdo e melhor qualidade
das plantas em sistemas de imersdo temporaria (CASTRO e GONZALEZ, 2002), pois
determina a absorc¢é@o de nutrientes e controla a hiper-hidricidade das plantulas (ETIENNE e
BERTHOULY, 2002). Alguns estudos focaram o manejo dos intervalos e a duragdo da
imers&o em espécies do género Eucalyptus (CASTRO e GONZALEZ, 2002; McALISTER et
al., 2005), em helicdnia (RODRIGUES et al., 2006), banana (LEMOS et al., 2001) e abacaxi
(SILVA et al., 2007). Na maioria dos casos, 0s menores intervalos entre as imersdes
favoreceram o desenvolvimento das culturas pelo maior aproveitamento do meio de cultura
liquido pela planta.

Muitos trabalhos enfatizam o ambiente gasoso dos recipientes de cultivo influenciando
o0 desenvolvimento das culturas (Z1V, 1991; 1995; GASPAR, 1991; CHAKRABARTY et al.,
2005; AFREEN, 2006) e a ventilacdo ou trocas gasosas como uma medida de prevencdo de
estresses, como a hiper-hidricidade (MAJADA et al., 2000; PARK et al., 2004). Lai et al.
(2005) relatam a importancia da ventilacdo na reducdo da umidade relativa dentro do
recipiente e para remoc¢do do etileno, CO, e outros componentes volateis acumulados no
“headspace” dos frascos de cultivo para obtencdo de brotacBes ndo-hiperidricas. Gaspar

(1991) cita diversos fatores como indutores da hiper-hidricidade, entre eles a atmosfera do
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vaso de cultura. Castro e Gonzalez (2002) alcangaram sucesso na micropropagacdo de
Eucalyptus grandis em sistema de imersdo temporaria, a partir da incorporacdo de ar
adicional ao recipiente da cultura. Em mag4, a hiper-hidricidade foi completamente eliminada
com o fornecimento de ar dentro da cdmara do biorreator (CHAKRABARTY et al., 2003).
Em vista da importancia do manejo das condicGes de cultivo sobre o desenvolvimento
das culturas, os objetivos deste estudo foram avaliar diferentes manejos de frequéncia de
imersdo e suportes de apoio dos explantes dentro de biorreatores RITA®, assim como um
sistema de ventilagdo com entrada de ar adicional acoplado ao recipiente do biorreator, quanto
as caracteristicas de massa fresca, nimero de brotos e de hiper-hidricidade dos explantes, na

fase de multiplicacdo de gemas axilares de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Fonte, meio de cultura e condicgdes de cultivo dos explantes

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia, do Centro de
Pesquisa e Tecnologia - CPT da empresa Fibria (antiga Aracruz Celulose S/A), localizada no
municipio de Aracruz, Espirito Santo.

O material vegetal utilizado para introducdo nos biorreatores foi um clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1) proveniente da empresa Fibria, pré-estabelecido in
vitro em meio de cultura semissélido, tendo como recipientes de cultivo placas de Petri
estéreis e descartaveis (Pleion Bioplass®) de 90 mm de didmetro x 15 mm de altura. Estas
continham 25 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), adicionado de
100 mg L™ de mio-inositol (Sigma®), 10 mg L™ de tiamina-HCI (Sigma®), 0,50 mg L™ de
4cido nicotinico (Sigma®), 0,50 mg L™ de piridoxina-HCI (Sigma®), 100 mg L™ de L-
glutamina (Sigma®), 0,34 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma®), 0,01 mg L™ de
ANA (4cido naftalenoacético — Sigma®), 30 g L™ de sacarose (Vetec®) e 7 g L™ de bacto-agar
(BD®). O pH foi ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da adic&o do &gar e da
esterilizacdo em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos.
O material vegetal foi estabelecido em prateleiras de metal aramado com iluminacdo vertical e
lateral, acondicionado em sala de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas e irradiancia
média de 20 umol m? s, medida no aparelho Optic Science - Modelo DQM.
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2.2. Frequéncias de imerséo e suportes de apoio dos explantes

Foram testados quatro intervalos entre as imersdes - 2, 4, 8, ou 16 horas - por um
periodo de oito segundos, e dois sistemas de suporte de apoio para os explantes, somente

papel filtro qualitativo (N° 1 - Qualy®) e o uso de disco de esponja polimérica (Bulpren S
28133, densidade 30 Kg m™) sob o papel filtro (Figura 1), em biorreator RITA®
(Vitropic S/A).

Figura 1 - Disco de esponja polimérica
(esquerda) e papel filtro (direita) usados como
suporte de apoio dos explantes dentro dos
biorreatores de imersdo temporaria RITA®,

Foram utilizados brotos apicais, com massa fresca e tamanho uniformes, como
explantes iniciais, de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), estabelecidos in
vitro. Os explantes foram pré-cultivados, aproximadamente, sete dias antes de sua utilizacdo
nos biorreatores RITA® para experimentacdo, permanecendo em placas de Petri contendo
meio MS como descrito no item 2.1, sem adi¢do de reguladores de crescimento.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS, contendo 100 mg L™ de mio-inositol, 10 mg L™
de tiamina-HCI, 0,50 mg L™ de 4cido nicotinico, 0,50 mg L™ de piridoxina-HCI, 0,11 mg L™
de BAP e 30 g L™ de sacarose, com pH ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da
esterilizacdo em autoclave a uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos.
Utilizou-se o volume de 250 mL de meio de cultura por recipiente, autoclavado diretamente
dentro dos recipientes (biorreatores). Apds introducdo nos biorreatores, o material vegetal foi
acondicionado em sala de cultura a 24 * 2°C, fotoperiodo de 14 h e irradiancia média de 20
pmol m? s,

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo

fatorial 4 x 2, constituido por quatro manejos de imerséao (2, 4, 8 e 16 horas) e dois suportes
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de apoio para os explantes dentro dos biorreatores (papel filtro e esponja polimérica), com
quatro repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um recipiente RITA®
contendo oito explantes.

Para avaliagdo de massa fresca, foi realizada pesagem dos explantes aos 0, 21 e 28
dias de idade da cultura. O numero de brotos foi obtido pela contagem de novos brotos, com
dois ou mais pares de folhas desenvolvidos durante o ciclo de cultivo, em todos os explantes,
aos 21 e 28 dias de idade da cultura. O percentual de hiper-hidricidade foi obtido através da
analise visual do explante, com a contagem do nimero de brotos hiper-hidricos em cada

explante aos 0, 21 e 28 dias de idade da cultura.

2.3. Injecdo adicional de ar aos recipientes

Este experimento avaliou a influéncia da injecdo adicional de ar no compartimento
superior do recipiente do biorreator RITA®, através do filtro de saida original de ar,
possibilitada pela criagdo de uma saida alternativa de ar na tampa do frasco (Figura 2). O
volume de ar adicionado foi de 0,8 L min™, medido por meio do aparelho rotamero, e o fluxo

controlado automaticamente em intervalos de quatro horas com duragdo de um minuto.

Figura 2 — Recipiente do biorreator de imersdo temporaria
RITA®, com a saida de ar adicional incorporada & tampa do
frasco.

Foram utilizados brotos apicais, com massa fresca e tamanho uniformes, como
explantes iniciais, de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), estabelecidos in

vitro. Os explantes foram pré-cultivados, aproximadamente, sete dias antes da montagem do
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experimento, permanecendo em placas de Petri contendo meio MS como descrito no item 2.1,
sem adicdo de reguladores de crescimento.

O meio de cultura utilizado para introducdo nos biorreatores foi o MS, contendo
100 mg L™ de mio-inositol, 10 mg L™ de tiamina-HCI, 0,50 mg L™ de é4cido nicotinico,
0,50 mg L™ de piridoxina-HCI, 0,11 mg L™ de BAP e 30 g L™ de sacarose, com pH ajustado
para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da esterilizacdo em autoclave a uma pressao de
1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos. Utilizou-se o volume de 250 mL de meio de
cultura por recipiente, o qual foi autoclavado diretamente dentro dos recipientes
(biorreatores). Apos introducdo nos biorreatores, o material vegetal foi acondicionado em sala
de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 h e irradiancia média de 20 umol m™? s™. Foi
realizada renovacdo do meio de cultura aos 21 dias de idade. O manejo de imersdo utilizado
foi de duas horas, por um periodo de oito segundos. Como suporte de apoio para 0s explantes,
utilizou-se papel filtro qualitativo (N° 1 - Qualy®). A umidade relativa e a temperatura, dentro
dos recipientes dos biorreatores RITA®, foram medidas por meio de termo-higrémetro
modelo HOBO®, da marca Onset.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com dois
tratamentos, com e sem incorporagdo adicional de ar nos frascos, com cinco repeti¢cdes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um recipiente RITA®, contendo doze
explantes.

Para avaliacdo de massa fresca, foi realizada pesagem dos explantes de cada repetigéo
dos tratamentos aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de idade da cultura. Apds avaliacdo final do
experimento, aos 28 dias, os explantes foram mantidos em estufa (50°C por 72 horas) para
obtencdo de seu peso seco. O nimero de brotos foi obtido pela contagem de novos brotos,
com dois ou mais pares de folhas, desenvolvidos durante o ciclo de cultivo, em todos os
explantes, aos 7, 14, e 28 dias de idade da cultura. O percentual de hiper-hidricidade foi
obtido por meio de andlise visual do explante, com a contagem do numero de brotos hiper-

hidricos em cada explante aos 0, 7, 21 e 28 dias de idade da cultura.
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3. RESULTADOS

3.1. Frequéncias de imerséao e suportes de apoio dos explantes

A caracteristica massa fresca (Figuras 3A e B) apresentou diferenca significativa
(P<0,05) para os fatores frequéncia de imersdo e suporte, ndo havendo interacdo significativa
entre os dois fatores, nas duas idades de avaliacdo (21 e 28 dias). As frequéncias de 2 e 4
horas foram superiores as demais apresentando média geral de 0,22 g e 0,16 g aos 21 dias e de
0,49 g e 0,31 g aos 28 dias, respectivamente. As frequéncias de 8 e 16 horas promoveram
menor crescimento dos explantes, com médias iguais de 0,11 g para os dois intervalos de
imersdo aos 21 dias, e de 0,19 g e 0,17 g aos 28 dias, respectivamente. Para o fator suporte de
apoio dos explantes, o papel filtro apresentou-se superior (P<0,05) nas duas idades avaliadas
em relagdo a espuma, com médias de 0,20 g e 0,39 g para o papel em comparacdo a 0,09 g e
0,19 g para espuma, aos 21 e 28 dias, respectivamente.

Comparando-se os tratamentos de manejo de imersdo do cultivo em biorreator com o
cultivo convencional em meio semissélido utilizando jarras de vidro, observou-se ganho de
2,5 vezes em massa fresca dos explantes cultivados no manejo de imersdo a cada 2 horas,
sendo o crescimento dos explante no cultivo agar semelhante ao manejo de frequéncias de 8 e
16 horas, nas duas idades avaliadas.

Assim como para massa fresca, o niumero de brotos (Figura 3C e D) apresentou
diferencas significativas (P<0,05) para os fatores frequéncia de imersdo e suporte, ndo
havendo interacdo entre estes dois fatores, nas duas idades avaliadas, 21 e 28 dias. As
frequéncias de 2 e 4 horas também se apresentaram superiores com médias de 6,95 e 5,27 aos
21 dias, e de 14,37 e 9,85 aos 28 dias, respectivamente. Nas frequéncias de 8 e 16 horas,
foram obtidas meédias de 4,08 e 3,72 aos 21 dias, e de 7,29 e 6,17 aos 28 dias,
respectivamente. O suporte papel filtro apresentou-se superior em nimero de brotos formados
(P<0,05), com médias de 6,06 e 11,98, em comparacao ao suporte espuma, que proporcionou

médias de 3,95 e 6,86, aos 21 e 28 dias de idade, respectivamente.
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Figura 3 — Curvas de tendéncia para massa fresca e numero de brotos aos 21 dias (A e C) e
aos 28 dias (B e D), para os dois suportes de apoio dos explantes (papel filtro e
espuma), nas quatro frequéncias de imersdao estudadas (2, 4, 8 e 12 horas), em
biorreatores de imersdo temporaria RITA®, do clone de Eucalyptus grandis x E.
urophylla (C1).

Para percentual de brotos hiper-hidricos por explante, somente o fator frequéncia de
imersdo foi significativo (P<0,05) aos 21 dias de idade, enquanto aos 28 dias ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Quadro 1). No entanto, foi observado decréscimo do

percentual de brotos hiper-hidricos com o aumento dos intervalos entre as imersoes.
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Quadro 1 — Percentual de brotos hiper-hidricos para os dois suportes de apoio dos explantes
nas quatro frequéncias de imersdo estudadas, aos 21 e 28 dias de cultivo em
biorreatores de imersao temporéaria RITA®, do clone de Eucalyptus grandis x E.
urophylla (C1). Tratamentos com letras iguais ndo diferiram significativamente a
5% de probabilidade pelo Teste Tukey.

Frequéncia de Imerséo 21 dias 28 dias
(horas) Papel Filtro Espuma  Média Papel Filtro Espuma  Média
2 40,4 44,7 42,6 a 68,1 63,6 65,9 a
4 23,8 34,1 289 ab 62,2 79,3 70,7 a
8 9,9 16,7 13,3 b 42,6 56,9 49.8a
16 20,5 5,6 131b 34,9 63,3 49,.1a

3.2. Injecdo adicional de ar aos recipientes

Os dois tratamentos estudados, sem e com injecdo adicional de ar, mostraram-se iguais
(P<0,05) pelo teste de identidade de modelos para todas as caracteristicas avaliadas: massa
fresca e seca, numero de brotos produzidos e hiper-hidricidade dos explantes (Figura 4).
Apesar de outros trabalhos terem obtido sucesso com o0 manejo do ambiente gasoso dentro de
biorreatores, nas condi¢Ges de fluxo de ar estudadas ndo foi observada diferenca entre os
tratamentos para estas caracteristicas. Quanto a massa seca obtida aos 28 dias, ela
correspondeu a 7,4% da massa fresca nos dois tratamentos, confirmando a semelhanga entre
eles.

Pode-se observar que a massa fresca, 0 numero de brotos e a hiper-hidricidade dos
explantes ganharam impulso a partir do 14° dia de cultivo (Figura 4), indicando que, nas

condigdes estudadas, o maior desenvolvimento das culturas ocorreu a partir deste momento.
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Figura 4 — Curvas de tendéncia para as caracteristicas massa fresca (A), numero de brotos (B)
e percentual de brotos hiper-hidricos (C) por explante, nos dois tratamentos de
manejo do ar estudados (sem e com injecdo adicional de ar ao recipiente RITA®),
dos 0 aos 28 dias de cultivo do clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1)
em biorreatores de imersado temporaria RITA®.

4. DISCUSSAO

4.1. Frequéncias de imersao e suportes de apoio dos explantes

Os menores intervalos entre as imersdes promoveram maior crescimento em massa

fresca e nimero de brotos formados por explante, no entanto a hiper-hidricidade foi mais

severa nestes manejos mais frequentes de imersdo. Assim como observado neste trabalho,

McAlister et al. (2005) obtiveram a maior taxa de multiplicacdo de clones de Eucalyptus

grandis x E. urophylla e de Eucalyptus grandis x E. nitens em biorreator RITA® na menor

frequéncia testada (10 minutos com duracdo de 30 segundos). O mesmo foi observado por

Reis et al. (2003), em que incrementos de 8 vezes na massa fresca e 2,5 vezes no



comprimento dos brotos Eucalyptus grandis x E. urophylla cultivados em biorreator RITA®
foram obtidos em manejo de imersdo de 2 horas, com alta incidéncia de explantes hiper-
hidricos. Contréario aos resultados do presente estudo, Castro e Gonzalez (2002) consideraram
melhor tratamento em produtividade dos explantes de E. grandis uma das maiores frequéncias
de imersdo estudadas (12 horas com duracdo de 3 minutos) em compara¢do com 0S menores
intervalos (3 e 6 horas). Com relacédo a hiper-hidricidade, assim como apresentado, 0s autores
observaram menor ocorréncia desta desordem em maiores intervalos de imersdo (12 e 24
horas) em comparagéo com os menores intervalos (3 e 6 horas).

Na micropropagacdo de espécies como a Heliconia champneiana, os menores
intervalos entre as imersdes (1 e 4 horas) também favoreceram o desenvolvimento e
propagacao dos explantes em biorreatores de imersdo temporaria (RODRIGUES et al., 2006).
O mesmo comportamento foi relatado para banana em sistema de imersdo temporéria, onde o
ciclo de imersdo de quatro horas proporcionou maior aproveitamento do meio de cultura em
comparacdo com 12 horas (LEMOS et al., 2001). Os dois autores relataram vantagens do
sistema de imersdo temporaria em comparacdo com o cultivo em agar, como maior eficiéncia
na producdo, aclimatizacéo e crescimento dos explantes.

Neste experimento, houve clara relacdo entre as caracteristicas massa fresca e nimero
de brotos produzidos, assim como relatado por Yadav et al. (2003), em que os autores
encontraram correlacdo entre taxa de multiplicacdo, crescimento e hiper-hidricidade,
correlagdo positiva entre peso dos brotos e multiplicacdo e negativa entre peso dos brotos,
multiplicagdo e hiper-hidricidade. Porém, neste estudo, foi encontrada relagdo positiva entre
as caracteristicas massa fresca, numero de brotos e hiper-hidricidade, pois os tratamentos com
0s menores intervalos de imersdo promoveram maior crescimento e hiper-hidricidade dos

explantes.

4.2. Injecéo adicional de ar aos recipientes

Apesar de diversos estudos relatarem os beneficios do manejo do ambiente gasoso
para as culturas, neste trabalho ndo foi observada diferenca entre os tratamentos de injecao de
ar dentro do biorreator para nenhuma das caracteristicas de crescimento avaliadas, assim
como para a hiper-hidricidade. Diversos fatores podem ter influenciado estes resultados, como
a qualidade e a quantidade de ar implantada nos frascos. Segundo Ziv (1995), a composi¢édo

gasosa dentro dos recipientes de cultivo é influenciada pelo volume do recipiente e da
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ventilacdo, sendo assim, neste estudo, o fluxo de ar adicionado aos frascos dos biorreatores
pode ndo ter sido suficiente para influenciar os resultados, sendo esta uma das possiveis
causas da ndo diferenciagdo dos tratamentos. Sistemas de ventilagdo, como membranas
permeaveis e aeracao forcada, sdo essenciais para melhorias na micropropagacao, quando a
hiper-hidricidade € um obstaculo (MAJADA et al., 2000).

Ao contrario do que foi observado neste trabalho, Castro e Gonzélez (2002) obtiveram
reducdo da hiper-hidricidade em Eucalyptus grandis com a incorporacdo de ar, a cada 6 horas
por 3 minutos, ao sistema de imersdo temporaria, 0 que permitiu a renovagao da atmosfera
dos recipientes e a diminuicdo da umidade relativa nos frascos de cultivo, sem interferir nas
caracteristicas de crescimento da cultura. Ja Lai et al. (2005) observaram efeito negativo no
numero de gemas desenvolvidas e positivo na qualidade dos brotos formados com o uso da
ventilagdo pela remocdo do parafilme dos recipientes em culturas de Scrophularia
yoshimurae.

Saher et al. (2005) reduziram a hiper-hidricidade com o uso de fundo de resfriamento
dos fracos em culturas de cravo, tendo a diminuicédo de 3-4°C dentro do frasco de cultura sido
suficiente para deixar a umidade relativa abaixo de 90%. A alta umidade é citada como um
dos fatores indutores da hiper-hidricidade (GASPAR et al., 1987; MAJADA et al., 2000).

Nas condicGes deste estudo, a umidade relativa dentro dos biorreatores foi mensurada,
apresentando-se constante em 100% durante todo o periodo de cultivo, o que pode ter atuado
como um potencializador do alto percentual de hiper-hidricidade dos explantes cultivados nos
biorreatores. A alta umidade relativa na atmosfera do frasco de cultivo é um agente realgador
da hiper-hidricidade, ou seja, atua com outros fatores na inducdo desta desordem fisioldgica
(GASPAR, 1991).

A composicdo da atmosfera gasosa dos recipientes de cultivo influencia o
desenvolvimento das culturas pelo acimulo de substancia, como o etileno, que podem ser
produzidas em excesso pelas plantas (GASPAR, 1991; PARK et al., 2004) e pela alta
umidade relativa, proxima a 100%, que afeta a taxa de transpiracdo das culturas (SAHER et
al., 2005), sendo estes agentes indutores de mudangas morfologicas nas plantas.

Trabalhos relatam como principais alternativas para o controle desta desordem
fisioldgica o uso de agente antivitrificante EM2 (Sigma-Aldrich®) (Whitehouse et al., 2002),
0 uso de &gar hidrolisado (MARGA et al., 1997), o aumento da concentracdo de agar
(ABDOLLI et al., 2007; BRAND, 1993), ferro, magnésio (YADAV et al., 2003) e de nitrato de
prata (MAYOR et al., 2003) no meio de cultura.
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5. CONLUSOES

Os menores intervalos entre as imersdes (2 e 4 horas) e o suporte papel filtro
proporcionaram maior crescimento em massa fresca e numero de brotos formados por
explante, porém ocasionaram maior percentual de brotos hiper-hidricos.

Quanto a injecdo adicional de ar ao recipiente do biorreator RITA®, o fluxo de ar de

0,8 L min™* adicionado aos frascos ndo influenciou o desenvolvimento das culturas.
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ALONGAMENTO IN VITRO DE MULTIBROTACOES DE Eucalyptus grandis x
E. urophylla EM MEIO SEMISSOLIDO E EM BIORREATORES DE IMERSAO
TEMPORARIA

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes periodos de cultivo
(14, 21, 28 e 35 dias) na fase de alongamento in vitro de multibrotagdes de um clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla, utilizando biorreatores de imersdo temporaria RITA® e
BIT® (meio liquido) comparativamente ao cultivo em potes plasticos (meio semissélido). O
biorreator BIT® e o cultivo em &gar nos potes plasticos promoveram maiores médias de ganho
em massa fresca e numero final de brotos em todas as idades de avaliacdo. O alongamento dos
brotos ndo foi satisfatério, sendo a maior parte dos brotos (>60%) classificados na classe de
tamanho de 0,0-2,0 cm. Poucos foram o0s explantes que apresentaram tamanho superior a
4,1 cm. Ha necessidade de ajuste do manejo da cultura na fase de alongamento para a
obtencdo de brotos com maior vigor aptos a enraizar em condi¢des ex vitro, afim de que esta

técnica possa se tornar viavel em larga escala.

Palavras-chave: Propagacéo in vitro, clonagem de Eucalyptus, alongamento in vitro

1. INTRODUCAO

As espécies do género Eucalyptus estdo entre as plantas lenhosas mais domesticadas
no mundo, pelo grande interesse silvicultural em torno delas, em vista da infinidade de usos
desta matéria-prima no setor florestal mundial.

A propagacéo de individuos geneticamente melhorados normalmente constitui alvo do
setor produtivo, visando a maior produtividade e qualidade tecnoldgica da madeira para o fim
desejado. Neste sentido, entre as técnicas de propagacgdo clonal, a micropropagacédo tem sido
considerada potencial diante das tecnologias existentes. A micropropagagdo é amplamente
estudada em diversas espécies vegetais, sendo a técnica de cultura de tecidos que mais tem se
difundido, apresentando aplicacdes praticas variadas (ARAUJO et al., 2008).

Dentre as vantagens do uso da micropropagacdo em espécies florestais, estd a
possibilidade de propagacdo de arvores selecionadas em todas as idades, uma alternativa em

relacdo aos métodos classicos de propagacdo vegetativa. Para o género Eucalyptus, esta
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técnica tem sido utilizada com sucesso para o rejuvenescimento de clones selecionados
(XAVIER et al., 2007).

Na micropropagacdo de clones de Eucalyptus, a tendéncia é de que a fase de
enraizamento in vitro possa ser eliminada, e o enraizamento de brotos alongados aconteca
diretamente em condicdes ex vitro (XAVIER et al., 2007). Para isso, existe a necessidade da
obtencdo de brotos vigorosos e com caracteristicas morfolégicas como comprimento,
didametro do caule e numero de pares de folhas adequados, proporcionando condicdes de que
estes propagulos vegetativos sejam capazes de enraizar e sobreviver em condicGes ex vitro.

Estudos de manejo do alongamento da cultura englobam diversas variaveis como a
concentracdo de fitorreguladores como a giberelina, por exemplo, que pode ser util para
induzir o alongamento da parte aérea (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), recipientes e
periodo de cultivo, bem como o estado liquido ou so6lido do meio de cultura, que podem
influenciar o crescimento e vigor do material vegetal a ser transplantado para o ambiente ex
vitro.

Plantas enraizadas ex vitro possuem sistema vascular mais bem formado, completo e
funcional, as raizes apresentam células corticais menos intumescidas em comparagdo com
raizes formadas in vitro (HARTMANN et al., 2002; GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1998).

A eliminacdo da etapa de enraizamento in vitro constitui uma alternativa para a
otimizacdo da técnica, a partir da reducdo do tempo de permanéncia da cultura em laboratério
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), visto que os custos de laboratério somam 60% ou
mais no custo total de producéo da propagacao in vitro. A automacdo de algumas etapas pode
ser uma alternativa para viabilizacdo desta técnica (GUPTA e TIMMIS, 2005).

Trés principais alternativas tém sido aplicadas na automacéo da cultura de tecidos: a
mecanizacdo de procedimentos rotineiros da micropropagagédo, novas tecnologias baseadas
em culturas liquidas e sistemas de cultivo in vitro alternativos (PENCHEL et al., 2007). A
tecnologia de biorreatores vem sendo promissora pela reducdo do custo com mao-de-obra, a
partir do estabelecimento de um sistema de cultivo prético que viabiliza a alta producdo de
plantas (TAKAYAMA e AKITA, 2006; PENCHEL et al., 2007).

Dessa maneira, em vista das aplicacdes da propagacdo vegetativa in vitro de eucalipto,
a tecnologia de biorreatores pode contribuir como base para o processo de producdo de
mudas, com a geracdo de mudas micropropagadas para a formagéo dos minijardins clonais ou
até mesmo, no futuro, funcionar como um préprio microjardim de laboratério, fornecendo

explantes alongados (microestacas) para o enraizamento e formacao das mudas ex vitro.
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Neste estudo, avaliou-se a influéncia de diferentes periodos de cultivo no alongamento
in vitro de multibrotacdes de um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla utilizando
biorreatores de imersdo temporaria RITA® e BIT® (meio liquido), comparativamente ao
cultivo em potes plasticos (meio semissolido).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fonte, meio de cultura e condic¢des de cultivo dos explantes

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia, do Centro de
Pesquisa e Tecnologia - CPT da empresa Fibria (antiga Aracruz Celulose S/A), localizada no
municipio de Aracruz, Espirito Santo.

O material vegetal utilizado para introducdo nos biorreatores foi um clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1), proveniente da empresa Fibria, pré-estabelecido in
vitro em meio de cultura semissélido, tendo como recipientes de cultivo placas de Petri
estéreis e descartaveis (Pleion Bioplass®) de 90 mm de didmetro x 15 mm de altura. Estas
continham 25 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), adicionado de
100 mg L™ de mio-inositol (Sigma®), 10 mg L™ de tiamina-HCI (Sigma®), 0,50 mg L™ de
4cido nicotinico (Sigma®), 0,50 mg L™ de piridoxina-HCI (Sigma®), 100 mg L™ de L-
glutamina (Sigma®), 0,34 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma®), 0,01 mg L™ de
ANA (4cido naftalenoacético — Sigma®), 30 g L™ de sacarose (Vetec®) e 7 g L™ de bacto-agar
(BD®). O pH foi ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da adic&o do &gar e da
esterilizacdo em autoclave a uma pressdo de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos.
O material vegetal foi estabelecido em prateleiras de metal aramado com iluminacao vertical e
lateral, acondicionado em sala de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 horas e irradiancia

média de 20 umol m? s, medida no aparelho Optic Science - Modelo DQM.

2.2. Meio semissélido (pote plastico) x meio liquido (RITA® e BIT®)

Foram testados trés tipos de recipientes, constituidos pelos sistemas de imersdo
temporaria RITA® (Vitropic S/A) e BIT® (patente N° P10004185-8 requerida pela Embrapa),

e pote plastico de polipropileno de volume 500 mL (Osmotec®) (Figura 1), em quatro
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periodos de cultivo, 14, 21, 28 e 35 dias. Utilizou-se o meio de cultura MS com a
concentracdo de sais & metade de sua forca, contendo 100 mg L™ de mio-inositol, 5 mg L™ de
tiamina-HCI, 0,50 mg L™ de écido nicotinico, 0,50 mg L™ de piridoxina-HCl, e 2,00 mg L™
de glicina, 0,07 mg L™ de BAP, 0,53 mg L™ de AIA (4cido indol-acético - Sigma®), 1,04
mg L™ de GA; (4cido giberélico - Sigma®), 30 g L™ de sacarose, no meio liquido, e 7 g L™ de
bacto-agar (BD®) para o meio semissélido utilizado nos potes plasticos, com pH ajustado para
5,8 com KOH (1N) e HCI (1N) antes da esterilizacdo em autoclave a uma pressao de 1,5 atm
e temperatura de 121°C por 15 minutos. O meio de cultura foi autoclavado diretamente dentro
dos recipientes dos biorreatores RITA®, e para o biorreator BIT® e pote plastico, a
autoclavagem do recipiente e do meio foram realizadas separadamente. Os recipientes do
biorreator BIT® foram esterilizados por lavagem com solugdo de hipoclorito 14% diluido a
2% de cloro ativo, e 0s potes plasticos através da autoclavagem a uma pressdo de 1,5 atm e
temperatura de 121°C por 30 minutos.

Figura 1 — Tipos de recipientes utilizados no experimento: biorreator de imerséo temporaria —
BIT® (A); recipiente de imersdo temporaria automatizada — RITA® (B); e pote
plastico Osmotec® (C).

Utilizaram-se como explantes iniciais, para introducdo nos biorreatores, tufos de
multibrotacdes, com massa fresca e tamanho uniformes, de um clone de Eucalyptus grandis x

E. urophylla (C1), estabelecidos in vitro (Figura 2).
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Figura 2 - Tufos de multibrotagdes usados como
explantes iniciais do clone de Eucalyptus grandis x
E. urophylla (Cl) para alongamento nos
. biorreatores de imersdo temporéria RITA® e BIT®
N e nos potes plastico Osmotec®.

Apbs introducdo nos recipientes de cultivo, o material vegetal foi acondicionado em
sala de cultura a 24 + 2°C, fotoperiodo de 14 h e irradiancia média de 20 pmol m? s*
(biorreatores RITA® e potes plasticos) e 10 pmol m™ s (biorreatores BIT®). Utilizou-se o
volume de 250 mL de meio por recipiente, tanto para o biorreator RITA® como para o BIT®,
e 100 mL para o pote plastico, sendo realizada renovacdo do meio de cultura a cada sete dias.

Para o sistema de imersdo temporaria (RITA® e BIT®), utilizou-se o intervalo entre as
imersdes de quatro horas, por um periodo de oito segundos no biorreator RITA®, e de oito
horas durante um minuto no BIT®. Como suporte para os explantes no RITA®, utilizou-se
papel filtro qualitativo (N° 1 - Qualy®).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 4, constituido por trés tipos de recipientes (RITA®, BIT® e Pote Plastico) e quatro
periodos de cultivo (14, 21, 28 e 35 dias), com dezesseis repeti¢cfes por tratamento, sendo
cada repeticdo constituida por um explante. Cada tratamento foi constituido por dois dos
respectivos recipientes de cultivo (biorreator RITA®, BIT® e pote plastico), contendo oito
explantes cada.

Para avaliacdo da massa fresca, foi realizada a pesagem dos explantes aos 0 dias e ao
final de cada periodo de cultivo (14, 21, 28 e 35 dias de idade da cultura). O namero final de
brotos foi obtido pela contagem do ndmero de brotos em cada explante ao final de cada
periodo de cultivo (14, 21, 28 e 35 dias de idade da cultura). A varidvel alongamento foi
obtida por meio da classificacdo dos brotos em quatro diferentes classes de tamanho - 0,0-2,0;
2,1-3,0; 3,1-4,0; >4,1 cm - ao final de cada periodo de cultivo (14, 21, 28 e 35 dias de idade
da cultura). O percentual de hiper-hidricidade foi obtido através da analise visual de cada
explante atribuindo-se valores de 0 a 10, dependendo do nivel hiper-hidricidade dos
explantes, ao final de cada periodo de cultivo (14, 21, 28 e 35 dias de idade da cultura).
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3. RESULTADOS

O biorreator BIT® promoveu maiores médias de ganho em massa fresca e nimero
final de brotos nas duas primeiras idades de avaliacdo (14 e 21) dias, seguido pelo cultivo em
agar nos potes plasticos, sendo que estes Ultimos apresentaram medias superiores para estas
caracteristicas nas idades de 28 e 35 dias. O sistema RITA® proporcionou o menor ganho em
massa fresca e nimero final de brotos em todos os periodos de cultivos avaliados (Quadro 1).

A maior parte dos brotos (>60%) foi classificada na classe de 0,0-2,0 cm, seguida
pelas classes de 2,1-3,0 cm (<20%) e 3,1-4,0 cm (<10%, com excecdo do cultivo em
biorreator BIT®, aos 35 dias de cultivo), em todos os tratamentos estudados. Poucos foram 0s

explantes que apresentaram tamanho superior a 4,1 cm (Quadro 1).

Quadro 1 — Médias de ganho em massa fresca, nimero final de brotos e percentual de brotos
em cada classe de tamanho, para todos os recipientes de cultivo estudados
(RITA®, BIT® e Pote Pléstico), aos 14, 21, 28 e 35 dias de idade da cultura do
clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1).

Classes de Tamanho (cm)

Recipiente Ganho MF N° Final Brotos
0,0-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 >4,1
—————————————————————————————————— l4dias------------ e
RITA® 0,52 24,00 90,98 9,02 0,00 0,00
BIT® 1,00 30,88 88,56 9,58 1,54 0,31
POTE 0,81 28,06 93,69 6,31 0,00 0,00
---------------------------------- 21 diaS----- - m e
RITA® 0,86 25,63 81,06 13,15 5,05 0,00
BIT® 1,95 36,56 80,52 17,87 1,68 0,00
POTE 1,84 44,63 89,58 7,44 2,64 0,31
---------------------------------- 28diaS--------m e
RITA® 0,90 29,38 61,35 11,02 4,44 0,00
BIT® 1,87 35,63 71,38 18,91 2,96 0,00
POTE 2,53 39,69 82,89 18,26 3,13 0,31
—————————————————————————————————— 35dias------ e
RITA® 0,67 28,81 83,54 13,76 1,49 1,21
BIT® 2,90 42,06 60,51 22,01 15,40 2,08
POTE 5,12 54,00 76,64 14,74 7,73 0,88

Os brotos alongados apresentaram caule fino, poucos pares de folhas e estas com

tamanho reduzido (Figura 3). A hiper-hidricidade ndo foi um obstaculo para o alongamento
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dos brotos, ndo ocorrendo sintomas deste disturbio fisiologico nas plantas nesta fase do

cultivo.

Figura 3 — Explantes alongados aos 28 dias da cultura em biorreator de imersdo temporaria
RITA® (A) e diversidade no padrdo de alongamento dos brotos (B) do clone de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1).

4. DISCUSSAO

As caracteristicas de crescimento, ganho em massa fresca e numero final de brotos,
mostraram-se positivamente relacionadas, sendo que a maioria dos brotos nédo atingiu mais do
que 2,0 cm de comprimento. Os brotos alongados apresentaram caule fino, poucas e pequenas
folhas, provavelmente em decorréncia da presenca de GAs no meio de cultura. Santos et al.
(2004) observaram alta mortalidade de brotacGes de Eucalyptus urophylla cultivadas em meio
com GA;. Brondani (2008) encontrou melhores resultados de alongamento de brotos em
sistema agar, utilizando o meio MS diluido a metade da composicdo salina, assim como
utilizado neste experimento. Este mesmo autor encontrou brota¢bes alongadas muito finas e
frageis, quando o GA; foi adicionado ao meio de cultura na auséncia de BAP.

Deformacdes foliares e menor area foliar também foram relatadas por Calderon-
Baltierra (1994) no alongamento de brotos de Eucalyptus globulus em meio de cultura
contendo GAs. Glocke et al. (2006) observaram maior comprimento dos brotos na presenca de
GA; no meio de cultura, porém ndo houve diferenca para nimero de brotos na presenca ou
auséncia deste regulador em Eucalyptus erythronema x E. stricklandii. A giberelina tem como
funcdo na planta promover o alongamento de brotos através do aumento da divisdo e do

alongamento celular (HARTMANN et al., 2002). Nas condicGes estudadas, a concentracdo

75



alta do GA3 pode ter ocasionado o menor vigor das plantas. E algumas condicfes essenciais a
sobrevivéncia ex vitro sdo plantas com parte aérea bem desenvolvida e vigorosa e caules
alongados (SOUZA et al., 2006), tornando as plantas obtidas nas condi¢des deste estudo
pouco recomendadas para o transplantio ex vitro.

Uma das alternativas que podem aumentar a sobrevivéncia das plantulas & promover
sua aclimatizacdo ainda in vitro com mudangas nos componentes do meio de cultura e a
facilitacdo de trocas gasosas do frasco de cultivo com o ambiente externo (CAMPOSTRINI e
OTONI, 1996). Servem, ainda, como fase de pré-adaptacdo das plantas as condicBes
autotroficas promovendo condicGes de cultivo em que a planta possa iniciar a fotossintese,
como a reducdo ou eliminacdo do agucar e aumento da irradiancia (SOUZA et al., 2006).
Explantes provenientes da micropropagacdo apresentam baixas taxas fotossintéticas, quando
comparados com mudas na casa de vegetacdo, sendo a taxa fotossintética altamente
dependente do ambiente in vitro (GROUT e ASTON, 1978, citados por INOUE et al., 1998).
Inoue et al. (1998) observaram que pléantulas de Eucalyptus tereticornis cultivadas na
presenca de sacarose apresentaram taxa fotossintética menor do que plantulas cultivadas na
auséncia deste agucar.

Em vista da importéancia dos fatores que influenciam o cultivo de eucalipto durante o
alongamento em biorreatores para a obtencdo de explantes sadio, que alcancem sucesso nas
etapas de aclimatizacdo e sobrevivéncia, ha necessidade de mais estudos focando esta fase, a
fim de garantir o desenvolvimento vigoroso das plantas in vitro para obtencdo do méximo

enraizamento e sobrevivéncia das plantas ex vitro.

5. CONCLUSOES

O biorreator BIT® e o cultivo em &gar nos potes plasticos promoveram maiores
médias de ganho em massa fresca e nimero final de brotos em todas as idades de avaliacdo. O
sistema RITA® proporcionou 0 menor ganho em massa fresca e nimero final de brotos em
todos os periodos de cultivos avaliados.

O alongamento dos brotos ndo foi satisfatorio, sendo a maior parte deles (>60%)
classificada na classe de tamanho de 0,0-2,0 cm.

H& necessidade de ajuste do manejo da cultura na fase de alongamento para a

obtencgéo de brotos com maior vigor aptos a enraizar em condicdes ex vitro.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Com base nas condigdes estudadas para os clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla conclui-se que:

Na fase de multiplicacdo, os resultados dos experimentos individuais demonstraram
que o0 meio de cultura MS, a combinagéo 1,0 uM de BAP com 0,5 pM de ANA, a relagédo 3:1
de N(NO3):N(NH,"), os menores intervalos entre as imersdes (2 e 4 horas) e o suporte papel
filtro promoveram maior massa fresca e nimero de brotos por explante, sendo o cultivo em
biorreator RITA® superior ao agar para estas caracteristicas. E a injecéo adicional de ar ao
recipiente do biorreator RITA® nio influenciou o desenvolvimento das culturas. No geral, as
culturas apresentaram alto percentual de hiper-hidricidade, sendo esta desordem um fator
limitante nas condi¢cdes deste estudo para o cultivo de Eucalyptus em biorreatores, ndo sendo
percebida nas plantas cultivadas em meio semissélido.

No alongamento, o biorreator BIT® e o cultivo em &gar nos potes plasticos
promoveram maiores ganhos em massa fresca e nimero final de brotos, porém o alongamento
ndo foi satisfatorio, sendo a maior parte dos brotos (>60%) classificada na classe de tamanho
de 0,0-2,0 cm.

De maneira geral, o cultivo de Eucalyptus em biorreatores de imersdo temporaria
mostrou-se promissor, no entanto, ha necessidade de ajuste do manejo da cultura nas fases de
multiplicacdo e alongamento para a obtencdo de brotos com maior vigor aptos a enraizar em

condicdes ex vitro, a fim de que esta técnica possa se tornar viavel em larga escala.
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