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RESUMO

MIRANDA, Natane Amaral, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2018.
Jardim clonal in vitro na propagacao vegetativa d&ucalyptus spp. Orientador:
Aloisio Xavier. Coorientador: Wagner Campos Otoni.

O sucesso da produtividade nos plantioEdealyptusno Brasil tem sido funcdo da
combinagé&o de diversos fatores, entre 0s quais eng@dsavancos das tecnologias

da propagacéao clonal. A producéo de miniestacas a partir do minijardim clonal em
viveiro é a principal metodologia adotada para producédo de mu@asakyptuscom

avancos importantes em produtividade, controle ambiental e fitossanitario; no entanto,
ainda com algumas limitacdes e desafios. Como alternativas, a micropropagagao tem
sido considerada como promissora na producdo de mudas clonais, havendo porém,
limitacBes a sua adocédo, comaecessidade de estrutura fisica e operacional de um
laboratorio, e de protocolos ajustados para cada material vegetal. Assim, objetiva-se
nesse trabalho verificar a viabilidade de um jardim clonaVitro por meio da
avaliacdo de diferentes composicdes de substratos, tipos e tamanhos de recipientes,
formas de vedacéo, concentracfes de sacarose e diferentes intensidades e qualidade de
luz. Avaliou-se em dez genotipos &eicalyptus diferentes tipos de recipientes e
substratos. O recipiente frasco de vidro de 250 mL de capacidade permitiu melhor
crescimento das plantas. O agar e a vermiculita foram os substratos que possibilitaram
melhor crescimenton vitro. Além das diferencas observadas entre substratos e
recipientes, constatou-se efeito do fator genético sobre as caracteristicas, o que
possibilita a selecdo de clones para propagacédo sob as condi¢cdes avaliadas. Para
estabelecimento de jardim clonah vitro, sob condicbes que estimulam o
comportamento fotoautotréfico, testou-se a auséncia e presenca de membranas para
trocas gasosas, bem como diferentes concentracdes de sacarose na formacao inicial da
microcepa. A sacarose foi importante, inicialmente, com resultados crescentes para
todas as caracteristicas com o uso de concentracdes até'26xgéto para nimero

de estacas obtidas aos 150 dias. A presenca de membranas para maiores trocas gasosas
nos frascos permitiu melhor crescimento das microestacas,itavitco quantoex

vitro. Fontes luminosas fluorescentes e LED proporcionaram crescimento de
microestacas vitro, apresentando diferencas para algumas caracteristicas analisadas.
Em relagéo a intensidade luminosa, ndo foi observada diferenga no crescimento das

microcepas. O jardim clonah vitro apresentou maior produtividade por area de

Vii



microestacas comparativamente ao sistema convencional de producao de miniestacas

no minijardim clonal, sendo as taxas de enraizamento e sobrevivéncia semelhantes nos

dois sistemas. No entanto, acompanhamento em diferentes estacdes do ano, padrdes
de minijardins clonais, avaliacbes com diferentes gendétipos (clones), assim como

viabilidade técnica, operacional e econdmica devem ser realizadas.
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ABSTRACT

MIRANDA, Natane Amaral, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2018.
vitro clonal hedge in the vegetative propagation oEucalyptus spp. Advisor:
Aloisio Xavier. Co-advisor: Wagner Campos Otoni

The success of productivity in tiicalyptusplantations in Brazil is due combination

of several factors, among then are the advances of clonal propagation technologies
The production of mini-cuttings from mini-clonal hedge in nursery stage is the most
adopted methodology for the production Béicalyptusplantlets, with important
advances in productivity and environmental and phytosanitary control; however, there
is still some limitations and difficulties. As an alternative, micropropagation has been
considered promising in the production of clonal plantlets, but there are limitations to
its adoption, such as the need for a physical and operational structure of a laboratory,
and protocols to be adjusted for each speties.objective of this work was to verify

the efficiency of amn vitro clonal hedge through the evaluation of different substrates
compositions, types of vessels, forms of sealing, sucrose concentrations and different
light intensities and quality. For this, té&ucalyptusgenotypes, different types of
vessels and substrates were evaluated. As a result, the vessel that allowed the best plant
growth was the 250 mL glass flask. For the substrate, agar and vermiculite enabled
betterin vitro growth of the plantsin addition to the differences observed among
substrates and vessels, genetic control of the characteristics was also verified, which
allows the selection of clones for propagation under those conditions. For the
establishment of anin vitro clonal hedge, under conditions that stimulate
photoautotrophy, the absence and presence of membranes that allow gas exchange, as
well as different sucrose concentrations in the initial formation of micro-stumps were
tested. Sucrose was important initially, and increasing results were observed with the
use of concentrations up to 20 ¢ for all characteristics except for number of cuttings
obtained at 150 days. The presence of membranes that allow higher gas exchange led
to a better development of the micro-cuttings biotlitro andex vitra Fluorescent

and LED lights provided good plant development, showing differences for some
characteristics analyzed. Regarding the intensity, no difference was observed in the
development of micro-stumps. When comparing the mini-cutting/micro-cutting
production, the conventional mini-clonal hedge system anththigro clonal hedge

system show higher productivity per area initheitro clonal hedge, with rooting and



survival rates being similar in both systems. However, monitoring in different seasons
of the year, establishment of patterns of mini-clonal hedge, evaluations with different

genotypes (clones), as well as technical, operational and economic viability should be
performed.



1. INTRODUCAO GERAL

O géneroEucalyptusengloba plantas arboreas e arbustivas, que tem como
centro de origem a Austrdlia (PRYOR, 1976). Algumas espécies desse género
possuem grande importancia econdmica mundial devido ao seu uso industrial. No
Brasil, o setor de arvores plantadas conta com uma area de 7,84 milhdes de hectares,
dos quais os plantios dicalyptusocupam 5,7 milhdes de hectares (IBA, 2017).

O sucesso da produtividade dos plantioEdealyptusno Brasil € funcédo da
combinagé&o de diversos fatores, entre os quais sao citados os programas de silvicultura
clonal bem estabelecidos, as estratégias de melhoramento genético em constante
desenvolvimento, a producéo de hibridos especificos e a selecdo de clone® elite, e
avanco das tecnologias da propagacéao clonal (XAVIER et al., 2013).

Dentre as técnicas de propagacédo vegetativa, a estaquia constitui-se em uma
das principais na propagacéo de clones selecionados visando atender aos objetivos da
silvicultura clonal. No Brasil, esta técnica foi aperfeicoada para contornar desafios
como a obtencdo de material vegetativo com grau de juvenilidade e vigor fisiolégico
adequado ao enraizamento de estacas, e a manutenc¢ao de areas de coletas das mesmas.
Assim, o processo culminou no desenvolvimento da miniestaquia e no uso da
micropropagacdo para desenvolvimento da microestaquia (XAVIER e COMERIO,
1996; ALFENAS et al., 200XAVIER et al., 2013.

A clonagem ddcucalyptugpor meio da propagacao vegetativa via miniestaquia
tem sido adotada pela maioria das empresas florestais (ALFENAS et al., 2009). No
entanto, em determinadas situacdes, algumas empresas utilizam a técnica de
micropropagacao para a producdo massal de genétipos selecionados (WATT et al.,
2003), ou ainda, para o revigoramento/rejuvenescimento de materiais adultos
(XAVIER; COMERIO, 1996 BACCARIN et al., 2015; SHANTHI et al., 2015

A técnica de micropropagacdo traz iniUmeras vantagens ao processo de
producdo de mudas deucalyptus como a propagacado massal de clones em curto
espaco de tempo; maior controle nutricional, ambiental e fitossanitario; transporte do
material clonal por grandes distancias sem danos e com segurancga; armazenamento
por longos periodos; retencéo do vigor hibrido e revigoramento/rejuvenescimento do
material (BISHT et al., 1999; DUTRA et al. 2Q09AVIER et al., 2013; READ;
PREECE, 2014). Além disso, os problemas de enraizamento de estacas,

principalmente observados em arvores adultas devido a alta producgéo de inibidores ao



enraizamento, metabdlitos secundarios e fendis, podem ser minimizados ou até
solucionados pelo emprego da micropropagacao como técnica de rejuvenescimento do
material clonal (JOSHI et al., 200BHANTHI et al., 201%h

Atualmente, ha limitacdes a adocéo da técnica de micropropagacdo em larga
escala, a qual depende da existéncia de estrutura fisica e operacional de um laboratério,
protocolos de micropropagacao ajustados para espécies e clones, além do alto custo de
producdo e pouco investimento para desenvolvimento e inovacdo no processo de
producaoin vitro (KAUR; SANDHU, 2015; SHUKLA et al., 2017; NUNES et al.,
2018). Adicionalmente, plantas com capacidade de sobrevivdoeiaolimitada sao
frequentemente produzidas (CHANDRA et al., 2010; DIAS et al., 2014).

Os minijardins d&ucalyptusestabelecidos em viveiro sdo 0os mais empregados
pelas empresas florestais, 0os quais tém apresentado desafios variados no atendimento
a producao comercial de mudas clonais (XAVIER et al., 2@.8)s0 de um jardim
clonalin vitro para producdo de microestacas pode ser apontado como uma alternativa
para producdo de mudas, visando contornar condicbes desfavoraveis do sistema
tradicional de producdo de mudas utilizando os minijardins clonais estabelecidos na
condicaoex vitra

O jardim clonalin vitro preconiza contornar alguns desafios encontrados no
jardim clonal em viveiro, agregando a técnica convencional de producéo de estacas as
vantagens da propagaciovitro. Condi¢cdoes de assepsia e maior controle ambiental
sdo alguns fatores positivos incorporados ao sistema; entretanto, para proporcionar
condi¢cdes adequadas para o processo de desenvolvimento dasrplatntaé preciso
conhecer os efeitos dos diversos fatores que podem ser controlados.

CondicOesin vitro, tais como baixa intensidade luminosa, alta umidade
relativa, niveis de sacarose e outros nutrientes podem causar alteracdes nas plantas que
tém efeitos negativos sobre a aclimatacéo de plantas. O manejo de candi¢des
como luminosidade, niveis sacarose, nutrientes e umidade relativa, pode melhorar o
desempenho fotossintético das plantulas em estagios iniciais apés a transéaréncia
vitro, desempenhando um papel chave na melhoria do estresse de adaptacgéo
(BARRALES-LOPEZ et al., 2015; SAEZ et al., 2015).

Para aumentar a eficiéncia no desenvolvimento das culturas vegetais e reduzir
custos na propagacao vitro, novas tecnologias tém focado mais no controle de
fatores ambientais fisicos do que em fatores biolégicos (KIRDMANEE

MOSALEEYANON, 2000). Muitos conceitos da micropropagacdo convencional



como meio de cultivo, tipo de recipiente, sistema de producédo, heterotrofia estao
mudando. Os estudos relacionados aos sistemas fotoautotréficos, biorreatores e a
automatizacdo dos sistemas vem crescendo mundialmente, para elaborar protocolos
eficientes para propagacao de plantas (ARENCIBIA et al., 2017; BUSINGE et al.,
2017 SHUKLA et al., 2017). O estabelecimento de condi¢des fotoautotréficas e a
automatizacao dos sistemas sao tendéncias atuais, em relagdo as condic¢des de cultivo
in vitro (ARENCIBIA et al., 2013; ASSIS et al., 20IBISARUM etal., 2018).

O estudo de condic¢des de cultivo no desenvolvimento do jardim clorittb
torna-se fundamental para o estabelecimento de ambiente favoravel para microcepas
de clones deéEucalyptus Nesse contexto, o presente trabalho teve como enfoque
principal testar diferentes fatores no cultisovitro para estabelecer jardim clonial

vitro visandoa producdo de mudas clonais Eecalyptus

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.0 Eucalyptus

A familia Myrtaceaecompde grande parte da vegetacdo natural australiana e
ilhas adjacentes, e, dentre os membros dessa familia esta oEécayptus o qual
apresenta mais de 600 espécies, variedades e hibridos naturais (MYERSCOUGH,
1998; BOLAND et al., 2006; MERCHANT et al., 2006; STEANEA et al., 20A1
grande maioria das espécies do géiarcalyptusocorre naturalmente na Audisa
exceto as espéci€aucalyptus urophylla Eucalyptus degluptaque tém ocorréncia
natural fora do pais (MOURA, 2004).

Algumas espécies deucalyptussao cultivadas em aproximadamente 100
paises tropicais e subtropicais. Grande destaque no seguimento de celulose e papel é
dado a China, Estados Unidos, Jap&o, india, Alemanha, Canada e Brasil, utilizando
madeira deEucalyptus(IBA, 2017). Entretanto, ndo sdo numerosas as espécies e
hibridos que vém sendo utilizadas em escala comercial (MOURA; GUIMARAES,
2003).

As espécies do género usadas em plantios comerciais destinam-se a diversas
finalidades, sendo a principal utilizacdo voltada ao abastecimento de matéria-prima
para as industrias de celulose e papel, utilizacdo da madeira na construgéo civil,

moveis, caixotaria, além da producdo de carvao vegetal (FERREIRA et al,, 1997



ROCHA; TOMASELLI, 2002; ROCHA; TRUGILHO, 2006; LIMA et al., 2007
ZANUNCIO et al., 2014; ROJO et al., 2015

O plantio de florestas d&ucalyptustambém possui uma contribuicdo
importante na conservacao de florestas nativas (MARTINS, 2014). Adicionalmente,
pode ser utilizado para producdo de o6leos na industria farmacéutica, extracdo de
compostos medicinais, como tanino e O6leos essendigds-FA et al., 2016
MIRANDA et al., 2016; AFZAL et al., 201, SARTORI et al., 2018 e para fixacdo
de carbono (ALFENAS et al., 2009

Os primeiros estudos coRucalyptusno Brasil s6 foram iniciados em 1904,
por Edmundo Navarro de Andrade, para a Companhia Paulista de Estradas de Ferro.
Devido as caracteristicas de produtividade, capacidade de adaptacdo e crescimento
rapido, houve grande crescimento no pais de areas plantadas desse género
principalmente a partir da década de 60, com a promulgacdo da Lei de Incentivos
Fiscais ao Reflorestamento (VENTURIN et al., 2014).

No Brasil, 0 uso da madeira &eicalyptusem industrias vem se expandindo,
principalmente por ser amplamente utilizada na obtencdo de polpa de celulose.
Atualmente o pais detém a maior area de plantio desse género com cerca de 5,7
milhdes de hectares, e estédo localizados principalmente em Minas Gerais (24%), em
Séo Paulo (17%) e no Mato Grosso do Sul (15%) (IBA, 2017).

Ganhos significativos em produtividade tém sido obtidos para o género
Eucalyptuspor meio do melhoramento genético (CASTRO et al., 2016; MULLER et
al., 2017), com utilizagdo de clones superiores, 0os quais sao identificados nas
avaliacdes de testes clonais (SANTOS et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017xn Para
multiplicacéo clonal, as grandes empresas florestais utilizam a técnica de miniestaquia
para a clonagem dBucalyptus sendo essa a técnica de propagacdo vegetativa mais
difundida na atualidade para esse género (ALFENAS et al., 2009). Em certos casos, a
cultura de tecidos por meio da micropropagacao também tem sido considerada para a
producdo massal de gendtipos selecionados (WATT et al., 2003; XAVIER et al.,
2013.

2.2. Propagagéao vegetativa

Existem duas formas de propagacado, via sexuada e assexuada; a primeira

caracterizada pelo uso de sementes e a segunda tem como elemento de proliferacao os



propagulos vegetativos. A propagacéo vegetativa de plantas consiste no processo de
multiplicacéo, perpetuacdo e manutenc¢do da sua juvenilidade, sendo requerido pratica,
paciéncia e conhecimento dos procedimentos técnicos envolvidos, para uma
propagacao vegetal bem sucedida (HARTMANN et al., 2011).

A clonagem de espécies do génEtmalyptugeve inicio no Brasil na década
de 1970 (CAMPINHOS; IKEMORI, 1983). Introduzida no Brasil pela equipe de
pesquisa da Aracruz Florestal, a clonagem proporcionou grandes ganhos ao setor
florestal, modificando completamente a fisionomia dos plantios (VENTURIN et al.,
2014). Desde a introducéo da clonagem, a eucaliptocultura brasileira vem avang¢ando,
principalmente no que tange as técnicas de producdo de mudas, uso de material
genético superior, controle de doencas e tratos culturais para estabelecimento de
florestas (ALFENAS et al., 2009).

A propagacdo vegetativa é importante quando se deseja multiplicar um
gendtipo que é altamente heterozigoto e que apresenta caracteristicas consideradas
superiores, as quais se perdem quando propagadas por sementes (PAIVA; GOMES,
2013. Sendo assim, uma das principais implicacdes da forma de propagacédo das
plantas estd no fato de os plantios via propagacdo assexuada constituirem-se em
populagdes com maior uniformidade em ambiente homogéneo em relacdo aquelas
oriundas de sementes, o que se torna vantajoso em muitas situacfées no campo da
silvicultura intensiva, como é o caso HocalyptugXAVIER et al., 2013).

A clonagem constitui 0 processo ideal para maximizar os beneficios da
hibridacdo no contexto da formacdo de povoamentos altamente produtivos para
finalidades industriais. A grande variacao entre as espécies, em termos de crescimento
e propriedades tecnoldgicas da madeira, por exemplo, € um fator importante na
producdo de combinacdes complementares, capazes de proporcionar ganhos
simultdneos em diferentes caracteristicas (MADHIBHA et al, 2013). O
aproveitamento comercial da heterose em hibriddsudalyptus por intermédio da
clonagem, é um dos responsaveis pela rapida evolug¢édo da produtividade florestal nos
altimos anos e € um dos exemplos mais bem sucedidos do uso de hibridos em espécies
florestais (ASSIS; MAFIA, 2007).

As técnicas de propagacdo vegetativa sdo a base da silvicultura clonal,
sobretudo pela sua efetividade em capturar os ganhos genéticos obtidos dos programas
de melhoramento, constituindo atualmente um dos principais processos de producdo
de mudas (WENDLING et al., 200BAVIER et al., 2013). A fundamentacdo dessa



técnica estd baseada na sele¢do de clones de alta produtividade, que s&o normalmente
identificados nas avaliagbes de testes clonais para, posteriormente, proceder a
propagacao clonal massal (SILVA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2017)

Ha diversos fatores ligados ao grau de sucesso da propagacao vegetativa, que
é influenciada pela espécie ou clone, estacdo do ano, condic¢des fisioldgicas da planta
mae, variacbes nas condi¢cdes climéticas, posicdo do propagulo na planta méae,
tamanho, tipo e hora de coleta do propagulo, meio de enraizamento e substancias de
crescimento (HARTMANN et al.,, 20)1 Portanto, as variagcbes do sucesso de
propagacao vegetativa originam-se de uma interacdo de fatores externos e internos

inerentes, presentes nas células das plantas.

2.3. Propagacéo por estaquia

A estaquia é um processo de propagacao vegetativa que consiste em promover
0 enraizamento de partes da planta, podendo ser caules, raizes ou folhas; no entanto, a
escolha da estaca apropriada deve ser feita com base na facilidade de enraizamento da
espécie/clone, no padrdo de muda desejada e nas facilidades disponiveis de
infraestrutura fisica, técnica, pessoal e orcamentaria, para obtencdo do sucesso da
propagacao vegetativa (FERRARI et al., 2004; XAVIER et al., 2013).

O processo de estaquia se da pela obtencdo do material a ser propagado
(estacas), podendo este ser obtido de material em campo que possua caracteristicas que
atendam os objetivos a serem alcancados com a clonagem, ou podem ser colhido no
jardim clonal (ALFENAS et al., 2009; PAIVA; GOMES, 2013; XAVIER et al., 2013).
Posteriormente a coleta, as estacas permanecem na casa de vegetacdo e, quando
enraizadas, sdo aclimatadas em casa de sombra e, em seguida, transferidas para um
local de pleno sol, onde completar&o seu desenvolvimento e receberdo os tratamentos
finais antes de serem levadas ao campo (HIGASHI et al., 2000; PAIVA; GOMES,
2013.

Propagacéo de plantas por estaquia € uma estratégia comum para maximizar o
crescimento, a uniformidade e a qualidade do produto em sistemas florestais
(SNEDDEN et al. 2010; NAVARRETE-CAMPOS et al. 2013). Propagagao por
estacas também é usada quando a oferta de mudas é limitada pela inacessibilidade de
sementes, floracao irregular, baixa producéo de sementes ou baixa taxa de germinagao
(POHIO et al. 2005; AMRI et al. 2010). Algumas espécidsualyptusao altamente



receptivas a propagacao vegetativa (WENDLING; XAVIER, 2005; CUNHA et al.
2009a, b; WU et al., 2011). No entanto, muitas delas ainda sao consideradas de dificil
propagacao a partir de estacas (BRONDANI et al., 20BERSCHELPet al., 2015
TRUEMAN, 2018).

Melhoria de taxas de enraizamento de estacas foi observada ao longo dos anos
com varios estudos a cerca principalmente do controle de aplicacao de reguladores de
crescimento (LEAKEY 2004; ATANGANA et al, 2006; TRUEMAN;
RICHARDSON, 2007; WENDLING et al., 2010; MAJADA et al., 2011) e maior
controle de condi¢cdes ambientais no enraizamento, como a temperatura (TRUEMAN,;
RICHARDSON 2008; CUNHA et al. 2009b). Os viveirosklgcalyptusnormalmente
fornecem ambientes parcialmente protegidos, como camaras de polietileno ou estufas
com irrigacdo por nebulizacdo, visando proporcionar condicbes adequadas para o
enraizamento adventicio (MCNABB et al., 2002; ASSIS et al., 2004; SAYA et al.,
2008). No entanto, o controle ambiental & muitas vezes insatisfatério para promover o
crescimento das estacas.

O uso de estufas e tuneis plasticos tem sido proposto, o que muda
consideravelmente os ambientes disponiveis para o crescimento e propagacdo das
plantas, oferecendo controle parcial dos efeitos adversos das condi¢des climéticas,
aumentando a produtividade, acelerando o crescimento das plantas e diminuindo o
tempo de coleta de estacas (WASSNER; RAVETTA, 2000; BATISTA et al.,)2015
Melhora significativa ja foi observada na produtividade, taxa de enraizamento e
qualidade da raiz, com reducédo da formacao de calos em clones de algumas espécies
deEucalyptug ASSIS, 2011).

Para a maioria das espécies lenhosas, um fator limitante no sucesso da estaquia
€ a juvenilidade do material a ser propagado. Estacas de mudas juvenis enraizam
facilmente, enquanto outras provenientes de plantas mais velhas o fazem com maior
dificuldade, ou ndo enraizam (MAJADA et al., 20HUSEN; GONDAR, 2012
XAVIER et al., 2013). A perda de competéncia de enraizamento relacionada a
maturacdo € um fator limitante importante na propagacao clonal de espécies lenhosas
(PIJUT et al., 2011; HUSEN; GONDAR, 201IRACCARIN et al., 2015).

Dentre os principais fatores que afetam o enraizamento das estacas estdo 0s
relacionados com o gendtipo, as condicdes fisiologicas e de nutricdo mineral da planta
matriz, 0 armazenamento e sanidade das estacas, as condicbes ambientais, o teor de
carboidratos dos propagulos vegetativos (HARTMANN et al., 2011; XAVIER et al.,



2013). Assim, o manejo das plantas fornecedoras de estacas e a manipulagdo das
condi¢cdes ambientais afetam o enraizamento das estacas produzidas.

Para o génerg&ucalyptusa clonagem de plantas adultas com o uso da técnica
de estaquia somente foi realizada com sucesso no inicio dos anos 70. Inicialmente, as
mudas clonais eram produzidas por enraizamento de estacas, atualmente denominadas
macroestacas, obtidas a partir de brotacdes colhidas em areas de campo (ALFENAS
et al., 2009). As dificuldades de propagacdo vegetativa encontradas no processo
envolvendo material adulto foram fatores importantes para transicdo da estaquia para
processos denominados de miniestaquia e microestaquia (XAVIER et al., 2013;
BRONDANI et al., 2017).

A miniestaquia e microestaquia sao variacbes da técnica de estaquia
desenvolvidas para producdo comercial de mudas clonaig€udalyptus A
miniestaquia apresenta variacdes metodoldgicas, quando comparada a estaquia, qu
permitem a otimizag&o do enraizamento e qualidade da muda clonal. A microestaquia
foi desenvolvida com 0 mesmo objetivo de aproveitar o maximo da juvenilidade
fisiologica dos propagulos vegetativos utilizando-se de estruturas de laboratério de
micropropagacgdo. Assim, operacionalmente, a microestaquia diferencia-se da
miniestaquia basicamente pela origem do material que compde o jardim clonal
(SANTOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; ALFENAS et al., 2009; XAVIER et
al., 2013).

Em termos gerais, como principais vantagens da miniestaquia e microestaquia
em relacdo a estaquia convencional podem-se citar: reducdo dos efeitos de variacbes
sazonais no enraizamento dos propagulos; maior facilidade no controle de patégenos,
das condi¢Bes nutricionais e hidricas; maior produtividade, maior producdo de
propagulos por area; melhor resposta de enraizamento; formacdo de muda em menor

tempo e reducado do uso de reguladores de crescimento (XAVIER et al., 2013).

2.4. Micropropagacéao

A micropropagacgao esta certamente entre as principais técnicas disponiveis
para a producdo de materiais vegetativos. Dentre as suas vantagens, merecendo
destaque a producao rapida de materiais propagativos, livres de doencas e pragas, com
elevada qualidade genética, em tempo e espaco reduzido, sendo possivel produzir

grandes quantidades de plantas uniformes, sob condi¢des controladas, sem a influéncia



das variacdes climaticas (ROCHA, 2009). Pode, ainda, ser utilizada tanto no resgate
quanto no rejuvenescimento de arvores adultas (ALFENAS et al., 2009).

O sucesso da micropropagacao depende nao s6 dos fatores inerentes ao tecido
vegetal (HAYASHI et al., 2002; SCHUCH et al., 2008; BORGES et al., 2012) como
também do meio de cultura utilizado, reguladores de crescimento e condi¢des de
incubagédo (BASSAN et al., 2006; JARDIM et al., 2010; GOLLE et al., 2012). As
exigéncias requeridas em condi¢cdesitro variam muito entre as espécies/clones.

Na silvicultura clonal d&ucalyptusa micropropagacao tem sido usada como
técnica de revigoramento/rejuvenescimento de clones selecionados, objetivando a
melhoria do enraizamento no processo de producdo de mudas por microestaquia
(XAVIER; COMERIO, 1996 TITON et al., 2002; XAVIER et al., 2007). Além disso,
tem sido utilizada como técnica de limpeza clonal na eliminacdo de patégenos e como
base para outras técnicas biotecnolégicas, como a propagacado de plantas transgénicas
e poliploidizagéo de clones (XAVIER et al., 2013).

O processo de micropropagacdo usado para rejuvenescimento consiste
basicamente das seguintes fases: (i) selecdo, desinfestacdo, inducdo e cultivo de
explantes em meio nutritivo sob condicbes assépticas; (i) multiplicagdo dos
propagulos a partir de sucessivos subcultivos em meio adequado de multiplicagdo; e
(iii) cultivo de propagulos vegetativos em meio de enraizamento e subsequente
transplantio da microestaca enraizada para substrato apropriado (DUTRA et al., 2009;
XAVIER et al., 2013)

O uso da micropropagacao na producdo comercial de mudascedlyptusé
indicada, principalmente, para o revigoramento/rejuvenescimento de clones
selecionados em laboratério, para espécies e hibridos de alto valor comercial e de
dificil enraizamento. Embora a micropropagacdo tenha inuUmeras vantagens na
propagac¢éo, em muitos casos aindlavével sob ponto de vista econémico para uso
em larga escala (ASSIS; MAFIA, 2007).

Mesmo com suas limitagdes, a micropropagacdo de espécies e hibridos de
Eucalyptusfaz parte do processo de producdo de mudas em algumas empresas
florestais. Normalmente, as mudas obtidas por micropropagacdo sao mantidas em
condicdesn vitro por questbes estratégicas, no caso de material vegetal superior, ou

servem para abastecer o microjardim clonal (DUTRA et al., 2009).



2.5. Propagacao fotoautotroficain vitro

Uma tendéncia a seguir em relacdo as condi¢des de cultivo para reduzir os
desafios criados pelo crescimento tradicioimalitro, esta relacionadao melhor
aproveitamento de luz, aumento da concentracdo deré€ucéo ou eliminacéo da
concentracdo de sacarose e retirada de componentes organicos do meio de cultivo,
tornando assim o crescimento fottmrofico (KOZAI, 2010).

O conceito de micropropagacédo fotoautotrofica € derivado de uma pesquisa
que revelou que as plantas clorofiladas como explantes de folhas e plantulas possuiam
elevada capacidade fotossintética, quando cultivedatro em meio sem sacarose
(ZOBAYED et al. 2001; KOZAI, 2010)Varias espécies de plantas tem sido cultivas
em sistema fotoautotréfico cosucessoHypericum perforatuni.. (COUCEIRO et
al., 2006);Dendrobium candidurivall (XIAO et al., 2007)Momordica grosvenori
Swingle (ZHANG et al., 2009)Jniola paniculataL. (VALERO-ARACAMA et al.,
2007);Mouriri elliptica Mart. (ASSIS et al., 2016%cenedesmusp. (DI CAPRIO et
al., 2018). O crescimento fotoautotréfico pode ser mais produtivo que o sistema
tradicional e ser usado para obtencao de plantulas de qualidade em larga escala, em
menor espaco fisico e mais facilmente adaptaveis as condic®éso (XIAO et al.,

2011),

Diferentes préaticas tém sido testadas para promover 0 crescimento
fotoautotréfico das plantagy vitro e, consequentemente, reduzir os custos de
producgdo. Entre elas, destacam-se a eliminagéo total ou parcial da sacarose do meio
de cultura (MOSALEEYANON et al., 2004; NGUYEN; KOZAI, 2005); o aumento
da concentracdo de GGSALDANHA et al., 2014; JIMENEZ et al., 2015; TISARUM
et al., 2018), a reducao da umidade relativa e da concentracao de etileno do frasco de
cultivo (SALDANHA et al., 2012; MARTINS et al., 2015), o aumento da intensidade
luminosa (ASSIS et al., 2016; JEONG; SIVANESAN, 2018) e a substituicdo do agar
por materiais de suporte fibrosos ou porosos (DEB; PONGENER, 2013; SALDANHA
et al., 2014; GALLO et al., 2017), que mostram ser benéficos ao enraizamento sob
condicOes de alta concentracdo de.CO

A sacarose € a fonte de carbono mais comum usada no cultivo de planta, tecido
e cultura de érgdos em sistema heterotrofico. Em geral 3% de sacarose é adicionado
ao meio desde que Murashige e Skoog, em 1962, descreveram o seu meio MS. Altos

teores de sacarose durante o processo de cultura de tecidos vegetais sdo usados como
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fonte de energia para sustentar o metabolismo heterotréfico e fotomixotrofico (GAGO
et al., 2014). Condicddn vitro sado estressantes para o crescimento das plantas e o
acucar exégeno € a principal causa de estresse da planta durante arcwitivo
(GASPAR et al., 2002; DESJARDINS et al., 2007). O alto teor de acucar exdgeno no
meio pode reduzir a capacidade fotossintética da planta (HAZARIKA,, BXIBR

et al., 2011

A atmosfera interna em recipientes convencioimaigitro consiste em alta
umidade relativa do ar, concentracdes variaveis dge e @btencial de acumulo de
etileno e outros gases (KOZAI, 2010)ekevada insercao de @id vitro aumenta as
taxas de fixacdo de carbono fotossintético, que estimula o crescimento e
desenvolvimento da planta. Além disso, foi relatado que as plantas geralmente
respondem ao enriquecimento de &nosférico por meio da mitigacdo de estresse
hidrico (WALL et al., 2006;VU; ALLEN JUNIOR, 2009). Esta capacidade de
resposta das plantas ao teor elevado der@@ondicéaen vitro tem sido usado para
acelerar o crescimento e produtividade da planta, com melhoria na fase subsequente
de aclimatacdo (RODRIGUEZ et al., 2008; SHIN et al., 2014

O aumento da concentracdo de>Cab interior do recipiente de cultura em
condicbes assépticas, e simultaneamente, a reducdo da umidade relativa e da
concentracdo de etileno ao redor da planta, tém-se conseguido de forma natural ou
forcada. A ventilacdo natural pode ser obtida através dos discos de filtro nas laterais
do recipiente ou sobre a tampa (KITAYA et al., 1995). Tampas de fechamento dos
frascos de cultivo mais permeaveis, ou outro material que permita a troca gasosa do
exterior para o interior, ou enriquecimento da sala de crescimento cgne@Gido
muito utilizados.

O decréscimo na umidade relativa com a maior troca gasosa no frasco aumenta
significativamente a taxa de transpiracdo da planta, e consequentemente a absorcao de
agua e de nutrientes. Ao mesmo tempo, a reducdo da umidade relativa reduz a
incidéncia de hiperidricidade nas plantas, favorece a formacéo de cuticula nas folhas
e o funcionamento normal dos estdmatos, aumentando a tolerancia ao estresse hidrico
(ZOBAYED et al., 2001) e facilitando a aclimatagéo das plantas. Com o aumento das
trocas gasosas no recipiente de cultivo, a concentracéo de etileno tende a ser reduzida,
minimizando os efeitos adversos quanto ao desenvolvimento das plantas relativos a

diferenciacédo, ao desenvolvimento, & morfologia e ao crescimento das plantas.

11



A técnica de micropropagacao convencional € realizada utilizando pequenos
recipientes de cultura contendo agar ou outros agentes gelificantes, nos quais se
encontram o0s nutrientes e sacarose em uma situacdo de baixa atividade fotossintética
(XIAO et al., 2011)Prevé-se que a utilizacao de recipientes maiores para a propagacao
em escala comercial pode reduzir os custos de produgéao significativamente, tornando
o custo de trabalho cerca de metade do sistema convencional (KOZAI et al., 2005),
pode melhorar a qualidade de transplantes e a sobreviv@ncidrg diminuir o
periodo de producéo, e simplificar o processo de propagacéao.

A qualidade e a quantidade de luz sdo alguns dos principais fatores
relacionados ao sucesso da propagatatro, sendamportante na propagagao em
larga escalaCom oadvento da tecnologia de diodos emissores de luz (LED), houve
progresso no controle das condi¢cdes ambientais e respostas morfogénicas das plantas,

especialmente em sistemas de propagacdao fotoautotrofica (BATISTA et al., 2018).

2.6. Jardim clonal

O jardim clonal é uma &rea de grande importancia para os viveiros clonais com
grande volume de producéo de mudas, por terem a finalidade de gerar as brotacdes
para obtencao de estacas para propagacao vegetativa pela estaquia. Esta area constitui-
se dos clones ja selecionados originados da propagacao vegetativa, em local especifico
do viveiro ou em campo, onde as cepas sao mantidas sob podas constantes (HIGASHI
et al., 2000; XAVIER et al., 2013).

Inicialmente, os jardins clonais eram plantados numa razéo de 1:100, ou seja,
para se plantar 100 ha de floresta era necessaria uma area de 1 ha de jardim clonal
(CAMPINHOS; IKEMORI, 1983). Essas areas de jardins eram implantadas em um
local especifico préximo ao viveiro, visando reduzir custos com transporte de pessoal
e com o0 material a ser propagado e podendo ser implantado diretamente no campo,
com espacamentos variados conforme a espécie (CAMPINHOS; IKEMORI, 1983;
XAVIER et al., 2013). Posteriormente, a implantacéo de jardim clonal mais adensado
foi sendo adotada, assim como o0 processo de rejuvenescimento proporcionado pela
micropropagacao foi desenvolvido (HIGASHI et al., 2000; XAVIER et al., 2013
VENTURIN et al., 2014

No Brasil, o sistema de jardim clonal foi praticamente substituido pelo

minijardim clonal, principalmente para o géndfacalyptus em razdo de suas
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vantagens técnicas, econdmicas e operacionais (XAVIER et al., 2013). A mudanca da
denominacéo foi devidamudanca no sistema de cultivo das cepas, do processo de
coleta e producédo de mudas e das caracteristicas dos propagulos produzidos.

Com o advento da miniestaquia e microestaquia, os jardins clonais tem sido
implantados em locais protegidos e em condi¢des envasadas, onde 0 manejo das cepas
€ constante por meio de podas, adubacdes, irrigacdes e controle de doencas, pragas e
plantas daninhas (XAVIER et al.,, 2013). A reducdo da area do jardim clonal
proporcionou maior controle ambiental, fitopatolégico e nutricional das miniestacas,
resultando em: aumento da produtividade por unidade de &rea, aumento da taxa de
enraizamento; reducdo do uso de reguladores vegetais e maior uniformidade e
revigoramento/rejuvenescimento das miniestacas (HIGASHI et al., 2000).

Contudo, pode-se dizer que a evolucao do jardim clonal foi concomitante com
a evolucao dos processos de estaquia, apenas, sofrendo modificacées e adaptacoes.
Atualmente, a producdo de mudas Elgcalyptusé em sua maioria realizada por
enraizamento de miniestacas advindas do minijardim clonal localizado em viveiro,
entretanto, inovacfes sdo constantemente exigidas buscando contornar desafios
encontrados para alguns clones com maior dificuldade de propagagédo vegetativa,
assim como minimizacao dos efeitos ambientais em regiées do pais com variacdes

drasticas de temperatura.
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PARAMETROS GENETICOS, RECIPIENTES E SUBSTRATOS NA
PROPAGACAOQ in vitro DE CLONES DE Eucalyptus

Resumo- Para viabilizar a propagacéo vitro de clones déucalyptusem larga

escala, € preciso tornar a técnica produtiva e vantajosa quando comparada ao sistema
atual de producgéao por miniestaquia. Entre os fatores imp@idete-se considerar a
selecéo de clones com alta capacidade de producéo de microestacas e boa propagacao
in vitro, além de determinar os melhores ambientes para conducao desses genétipos
selecionados. Neste trabalho, objetivou-se estimar parametros genéticos no
crescimento das plantas vitro e avaliar diferentes recipientes e substratos para
formacdo de jardim clonah vitro de clones d&ucalyptus Explantes de dez clones

de Eucalyptusforam cultivados em quatro recipientes (potes, frascos, Agripot e tubo

de ensaio) em meio semissélido JADS. Foram avaliados o numero de brotacbes
maiores que 0,5 cm, o nimero de microestacas maiores que 2 cm, 0 comprimento da
maior microestaca, enraizamento e vigor das brotaces. Também se testou o
desempenho destes dez clones cultivados em cinco substratos (agar, areia, fibra de
celulose, substrato comercial e vermiculita) com adicdo de meio liquido JADS. Foram
avaliados o numero de brotac6es mesgue 0,5 cm, nimero de microestacas maiores

gue 2 cm, comprimento da maior microestaca, enraizamento, vigor das brotacgdes,
massa fresca da parte aérea e area foliar. Para estimativas de componentes de variancia
e parametros genéticos, empregou-se a metodologia de modelos mistos, procedimento
REML/BLUP. Ha efeito dos genoétipos no crescimento das plantas, permitindo a
selecdo de clones mais responsivos a propagacadaro. Os ambientes mais
favoraveis para o crescimento dos genétipos foram em frascos de vidro de 250 mL,
potes de polipropileno de 500 rela utilizacdo dos substratos agar e vermiculita.

Palavras-chave Propagacao vegetativa, silvicultura clonal, jardim clamaitro.
1. Introdugéo
O setor florestal brasileiro conta com uma area de 7,8 milhdes de hectares
plantados com arvores, dos quais 5,7 milhdes de hectares sdo ocupados por plantios

de Eucalyptus Este setor representa um importante segmento na geracao de renda e

no desenvolvimento nacional (IBA, 2017).
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A crescente demanda por produtos e subprodutos florestais estimula o aumento
dos plantios décucalyptus bem como a busca pelo aumento da produtividade por
meio da combinacdo de diversos fatores. Ressalta-se a implantacdo de programas de
melhoramento genético, producéo de hibridos e clones @dsim como 0s avancos
do conhecimento de tecnologias da propagacéo vegetativa na producdo de mudas
clonais para atendimento aos programas de plantios florestais (FERRARI et al., 2004;
XAVIER et al., 2013; PARK et al. 2016).

Entre as técnicas de propagacéao clonal, a micropropagacdo € uma alternativa
para producdo de mudas BHacalyptus que permite a propagacdo massal de clones
em tempo e espaco fisico reduzidos, maior controle nutricional, ambiental e
fitossanitario, rejuvenescimento/revigoramento clonal, armazenamento por longos
periodos e retencdo do vigor hibrido (XAVIER et al., 2013; WATT, 2014).

A micropropagacdo d&ucalyptustem recebido consideravel atencdo nas
Ultimas décadas e estudos de novas técnicas e procedimentos tém sido realizados para
produzir plantas clonais em escala. Propostas de manipulacdo da atmosfera e/ou do
ambientein vitro como a propagacao fotoautotrofica (KOZAI, 2010; ASSIS et al.
2016; HOANG et al., 2017), o uso de biorreatores de imerséo temporaria (OLIVEIRA
et al., 2011; MENDONCA et al., 2016), automatizacdo e mecanizagao das operacgoes
dos sistemas (PENCHEL et al., 2007) sao alguns exemplos.

Apesar das vantagens potenciais da micropropagacao, a propagacao de clones
comercialmente importantes ainda é principalmente realizada pela miniestaquia.
Alguns fatores podem ser citados como desafios para uso da micropropagacéo, como
o alto investimento (CHEN, 2016), contaminacdo por microrganismos e
desenvolvimento de protocolos diferenciados para espécies ou grupos de clones
(XAVIER et al., 2013).

Atualmente, existem protocolos de propagagaotro bem estabelecidos para
alguns genotipos, englobando poucas espéciEsiciyptuse seus hibridos. Porém a
variacao genotipica entre os clones de cada hibrido exige, muitas vezes, a otimizacdo
e implementacgdo de protocolos especificos (WATT, 2014).

Para viabilizar a técnica de micropropagacao em larga escala, € preciso torna-
la produtiva e vantajosa quando comparada ao sistema atual de producédo de
miniestacas em minijardins clonais. O desenvolvimento de jardim @aowiglo para
producdo de microestacas surge como alternativa a ser testada a fim de unir as

vantagens da propagadéovitro com a funcionalidade do jardim clonal.
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Estudos basicos para a maximizacdo da producdo de microestacas sao
necessariogomo por exemplo, o tamanho e tipo de frascos para desenvolvimento das
culturas, visto que o espaco de cultivo influencia na composicédo da fase gasosa do
frasco, e, consequentemente, o crescimento e o desenvolvimento das culturas (XIAO
et al., 2011). O uso de substratos alternativos em substituicdo ao agar, pode reduzir o
custo de producgédo, havendo a possibilidade de melhores resultados quanto ao
desenvolvimento das plantas (OLIVEIRA et al., 2014; CURTI, REINIGER, 2014).

Assim, este trabalho teve como objetivo estimar parametros genéticos das
caracteristicas de crescimento das plaimastro e avaliar diferentes recipientes e
substratos para formacgao de jardim clonalitro de Eucalyptus

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal e condigbes de cultivo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais Il do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO), da
Universidade Federal de Vigosa.

Utilizou-se como explantes segmentos nodais ou um conjunto de brotacbes
com gemas diferenciadas de dez cloneSutmlyptuspp (Tabela 1). Estes materiais
genéticos foram selecionados visando avaliar, quanto a resposta no inwliivo,
espécies importantes @icalyptuscultivadas no pais, contemplando genoétipos que
possuem bom desempenho na producéo de mudas clonais e aqueles que apresentam
desafios principalmente no enraizamento adventicio.

As brotac¢des contendo gemas diferenciadas, estabalgridgio em tubos de
ensaio, foram mantidas em 10 mL meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995),
adicionado de 30 g't.de sacarose, 100 mg'lde mio-inositol, 800 mgt de PVP,

0,5 mg L' de BAP (6- benzilaminopurina), 0,01 mg?!Lde ANA (&cido
naftalenoacético) e 6 glide agar. Os segmentos nodais, com cerca de 3 cm contendo
2 a 3 pares de folhas, foram obtidayitro em meio JADS com a adi¢éo de 0,25 mg
L de AIB e 0,05 mg  de BAP.

O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,80+0,02 antes da inclusédo do agar
ou substratos. Fez-se esterilizacdo por autoclavagem a uma pressdo de 1,5 atm e

temperatura de 121 °C por 20 minutos. Os cultivos foram mantidos em sala de
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crescimento a 22+°C por um fotoperiodo de 16 horas, com irradidncia de 70 pumol
m2s?, fornecida por lampadas fluorescentes tubulares (HO Sylvania T12, 110 W, S&o

Paulo, Brasil).

Tabela 1 Identificacdo de clones @aicalyptusutilizados nesse trabalho.

Clone Origem genética
C1 Eucalyptus urophylla
C2 Eucalyptus urophylla
C3 Eucalyptus urophylla
C4 Eucalyptus urophylla
C5 Eucalyptus benthamii
C6 Eucalyptus benthamii
C7 Eucalyptus dunnii
C8 Eucalyptus dunnii
C9 Eucalyptus dunnii

C10 (E. grandis x E. urophylla) x E. viminalis

2.2. Recipientes

Brotacdes contendo de quatro a seis gemas diferenciadas de dez clones de
EucalyptugTabela 1) obtidos vitro foram transferidas para os recipientes: potes de
polipropileno (500 mL de capacidade), frascos de vidro (250 mL de capacidade),
Agripot (frasco de acrilico de 250 mL de capacidade com troca gasosa) e tubo de

ensaio (55 mL de capacidade) (Figura 1).

Figura 1. Recipientes utilizados no cultivia vitro de clones ddEucalyptus Na
sequéncia, Agripot, tubo de ensaio, frasco de vidro e potes de polipropileno. Barra = 2
cm

A guantidade de meio de cultura em cada recipiente foi variavel de acordo com

0 numero de explantes, consistindo em 100 mL e 10 explantes para o pote de
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polipropileno; 40 mL e 4 explantes para o frasco de vidro; 30 mL e 3 explantes para o
Agripot; e 10 mL e 1 explante para o tubo de ensaio.
Utilizou-se meio de cultura JADS, adicionado de 30'gle sacarose, 100 mg
L-! de mio-inositol, 800 mgtde PVP, 0,05 mgtde BAP, 0,25 mgti de AIB e 6
g L't de agar. Adotou-se o delineamento em blocos ao acaso com quatro tratamentos,

quatro repeticBes e uma observacao por parcela, obtida pela média dos explantes.

2.3. Substratos

Segmentos nodais de dez clone&dealypts spp. (Tabela 19btidosin vitro
foram transferidos para frascos de vidro (250 mL de capacidade) contendddiscm
substratos areia, vermiculita, fibra de celulose, substrato comercial (Tropstrato Vida
Verde) e meio semissolido com uso de agar (Merck) (Figura 2). Em cada frasco foi
inoculado dois segmentos nodais Eecalyptus Utilizou-se meio liquido JADS,
adicionado de 30 g't.de sacarose, 100 mg'lde mio-inositol, 800 mgt de PVP,
0,05 mg ! de BAP, 0,25 mg t de AIB e 6 g [! de agar apenas para o tratamento
contendo o meio semissolido.

Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso com cinco tratamentos, cinco

repeticbes e uma observacgao por parcela, obtida pela média de dois explantes.

Figura 2. Substratos utilizados no cultivia vitro de clones detucalyptus Na
sequéncia, agar, areia, fibra de celulose, substrato comercial e vermiculita. Barra = 2
cm.

2.4. Coleta e analise de dados

Apoés 30 dias de cultivo avaliag para recipientes e substratos, o numero de

brotacBes maiores que 0,5 cm (NB), nimero de microestacas maiores que 2 cm (NM),
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comprimento da maior microestaca (CM), enraizamento (R%) e vigor das brotacdes,
avaliado com base em uma escala de notas de 1 a 3, onde 1 (Baixo), 2 (Médio) e 3
(Alto). Para analise dos substratos também foram avaliadas a massa fresca da parte
aérea (MFA) e area foliar (AF).

Para estimativas de componentes de variancia e parametros genéticos utilizou-
se a metodologia REML/BLUP, baseada na estimacdo de componentes de variancia
via maxima verossimilhanca residual (REML) e predicdo de valores genéticos e a
selecdo via melhor predicdo linear ndo viesada (BLUP). Houve uma medicéo
simultanea de estabilidade, adaptabilidade e produtividade pela média harménica do
desempenho relativo dos valores genotipicos (MHPRVG) (RESENDE, 2007). O
modelo utilizado, considerando varios ambientes (recipientes ou substratos) e uma

Unica observacao por parcela (média dos explantes) foi:

y=Xr+7Zg+Wi+e
Em quey € o vetor de dados;é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos
como fixos) somados a média gei@glé o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos
como aleatorios); é vetor dos efeitos da interacdo gendtipo x ambiente (aleatérios); e
e é o vetor de erros ou residuos (aleatorios).
Realizou-se andlise de deviance (ANADEV) (RESENDE, 2007). As analises
foram realizadas mediante software SELEGEN-REML/BLUP (RESENDE, 2016).

3. Resultados

3.1. Recipientes

O efeito de gendtipos e a interacdo gendtipos x recipientagridicativo para
todas as caracteristicas analisadas, de acordo com a analise de deviance.

Com a estimativa dos parametros genéticos olstevalitos valores de
herdabilidade(h?g) para todas as variaveis (Tabela 2). Os valores de acuracia
encontrados foram de 0,97, 0,95, 0,93, 0,95 e 0,97 para vigor, NB, NM, CM e R%,
respectivamente.

Em relagdo as médias gerais, o nimero médio de brotagfes maiores que 0,5 cm
foi de 3,96, enquanto o numero de microestacas maiores que 2 cm foi de 1,50. A média

de enraizamento nos ambientes para os dez gendtipos foi ée 11,2
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Tabela 2 Estimativa de parametros genéticos para as caracteristicas vigor das
brotacbes, nimero de brotagcdes maiores que 0,5 cm (NB), nUmero de microestacas
maiores que 2 cm (NM), comprimento da maior microestaca (CM) e enraizamento
(R%) avaliadas em 10 genotipos Eacalyptusspp., apos 30 dias de cultiirovitro

em diferentes recipientes.

Parametros  Vigor NB NM CM R%
Vg 0,08 1,05 0,28 1,80 354,02
Vint 0,01 0,34 0,13 0,64 77,22
Ve 0,03 0,34 0,14 0,35 62,84
Vi 0,12 1,73 0,55 2,79 494,07
h%g 0,63+0,18 0,61+0,17 0,51+0,16 0,64+0,18 0,72+0,19
Acgen 0,97 0,95 0,93 0,95 0,97
M 2,67 3,96 1,50 3,67 11,18

Vg: variancia genotipica/int: varidncia da interacdo genétipos x ambientesyariancia residuaNf.
variancia fenotipica individuah?g: herdabilidade individual no sentido amplo (dos efeitos genotipicos
totais); Acgen acuracia da selecdo de genétipos, assumindo sobrevivéncia coidpldtadia geral

do experimento.

Na andlise conjunta dos diferentes recipientes utilizados, para a caracteristica
NM, o clone C1 Eucalyptus urophyllpapresentou o maior valor genético (Tabela 3),
sendo que outros genotipos Hacalyptus urophyllagC2, C3 e C4) apresentaram
valores negativos. Os dois clonesHligcalyptus bentham(iC5 e C6) utilizados na

andlise apresentaram o segundo e terceiro maiores valores genéticos na classificacéo.

Tabela 3 Classificacdo dos valores genotipicos (g), médias genotipicas (u + g),
ganhos genéticos preditos e nova média para o carater nUmero de microestacas maiores
que 2 cm (NM) para dez genotipos Hecalyptus apdés 30 dias de cultivia vitro
considerando diferentes recipientes.

Gendtipo G u+g Ganho Nova média
C1 0,90 2,40 0,90 2,40
C5 0,68 2,18 0,79 2,29
C6 0,23 1,74 0,60 2,11
C9 0,15 1,65 0,49 1,99
C7 0,00 1,50 0,39 1,90
Cc8 -0,19 1,31 0,30 1,80
C2 -0,33 1,18 0,21 1,71
C10 -0,37 1,13 0,13 1,64
C3 -0,49 1,02 0,06 1,57
C4 -0,58 0,92 0,00 1,50

Os recipientes que representaram ambientes mais favoraveis para producéo de
microestacas maiores que 2 cm foram os frascos de vidro e potes de polipropileno
(Tabela 4), sendo os frascos considerados ambientes superiores para oito dentre os dez

clones avaliados.
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Tabela 4 Recipientes superiores para cada genotipd&usalyptusconsiderando
valores genotipicos e valores preditos para a variavel nimero de microestacas maiores
que 2 cm (NM), ap6s 30 dias de cultinovitro.

Gendtipo  Recipiente Ganho Nova média

Ci1 Pote 1,73 3,42
C2 Frasco 0,32 2,14
C3 Pote 0,23 1,93
C4 Frasco 0,00 1,82
C5 Frasco 0,98 2,80
C6 Frasco 0,89 2,71
C7 Frasco 0,60 2,42
C8 Frasco 0,45 2,27
C9 Frasco 0,76 2,57
C10 Frasco 0,19 2,01

Segundo os critérios PRVG, MHVG e MHPRVG, os quatro melhores clones
sdo C1E. urophyllg, C6 E. bentham)i C5 E. benthamjie C9 E. dunni) (Tabela
5). Estes clones, pelo critério MHPRVG, apresentaram superioridade média de 61%
(C1), 49% (C5), 11% (C6) e 10% (C9) sobre a média geral dos quatro recipientes.
Com a selecdo desses quatro melhores clones para a variavel NM ha um ganho de
32,7% sobre a média geral dos ambientes, considerando simultaneamente a

produtividade, estabilidade e adaptabilidade nos locais.

Tabela 5 Classificacdo da estabilidade de valores genotipicos (MHVG),
adaptabilidade de valores genotipicos (PRVG e PRVG*MG), estabilidade e
adaptabilidade de valores genotipicos (MHPRVG e MHPRVG*MG) para numero de
microestacas maiores que 2 cm (NM) dos dez gendtipBsiclyptuscultivados em
diferentes recipientes.

Gendtipo MHVG PRVG PRVG*MG Genétipo MHPRVG MHPRVG*MG

C1 2,33 1,66 2,49 C1 1,61 2,42
C5 2,21 1,53 2,30 C5 1,49 2,24
C6 1,64 1,18 1,78 C6 1,11 1,66
C9 1,60 1,11 1,67 C9 1,10 1,66
C7 1,44 0,99 1,50 C7 0,99 1,49
C8 1,25 0,86 1,29 C8 0,86 1,29
C10 1,08 0,75 1,12 Cc2 0,72 1,09
Cc2 1,03 0,75 1,12 C10 0,72 1,08
C4 0,80 0,62 0,94 C3 0,57 0,85
C3 0,80 0,56 0,84 C4 0,55 0,83
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3.2.Substratos

De acordo com a andlise de deviance, as diferencas observadas entre os
substratos sdo devido ao efeito dos genaétipos, havendo interacao significativa entre
gendtipos e ambientes (substratos) apenas para as caracteristicas NB, MFA e R%.
herdabilidade (fy) foi baixa ou moderada para todas as variaveis (Tabela 6).

Os maiores valores de acuracia foram encontrados para as variaveis NB, MFA
e R%. Em relacdo as médias gerais, 0 nimero médio de brotac6es maiores que 0.5 cm
foi de 2,48, o numero de microestacas maiores que 2 cm foi de 0,85 e com

enraizamento de 18,78%.

Tabela 6 Estimativa de parametros genéticos (Par) para as caracteristicas vigor da

brotacdes, nimero de brotacées maiores que 0,5 cm (NB), nUmero de microestacas
maiores que 2 cm (NM), comprimento da maior microestaca (CM), massa fresca da

parte aérea (MFA), enraizamento (R%) e area foliar (AF) avaliadas em dez gendtipos

de Eucalyptusdepois de 30 dias de cultivovitro em diferentes substratos.

Par Vigor NB NM CM MFA R% AF
Vg 0,02 0,29 0,07 0,02 0,03 520,61 11,06
Vint 0,19 0,47 0,32 0,58 0,02 278,87 33,88
Ve 0,15 0,69 0,57 0,44 0,02 350,02 48,05
\i 0,36 1,46 0,97 1,04 0,07 1149,49 92,99
H?%g  0,05+0,04 0,21+0,09 0,08+0,06 0,02+0,02 0,38+0,12 0,45+0,13 0,12+0,07
Acgen 0,52 0,84 0,67 0,32 0,91 0,94 0,74
M 2,28 2,48 0,85 1,95 0,31 18,78 13,60

Vg variancia genotipica/int: variancia da interagdo gendtipos x ambier¥esyariancia residualf.
variancia fenotipica individuah?g: herdabilidade individual no sentido amplo (dos efeitos genotipicos
totais); Acgen acuracia da selecdo de genétipos, assumindo sobrevivéncia codpldtadia geral

do experimento.

Na classificacdo dos valores genotipicos para NM, os quatro gendtipos de
Eucalyptus urophyllgC2, C3, C1 e C4) ficaram entre os cinco clones com maior
ganho na analise conjunta envolvendo substratos (Tabela 7). Os dois clones que
apresentaram menor ganho foram o C10 e C9.

Médias gerais das variaveis vigor, NM, CM e AF para os dez genotipos de
Eucalyptusnos diferentes substratos foram semelhantes com o uso de agar ou
vermiculita. O vigor médio dos dez gendétipos em agar foi de 2,57 e em vermiculita de

2,61. Os valores médios de NM foram de 1,75 para agar e 1,13 para vermiculita. Os
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demais substratos apresentaram médias gerais inferiores quando comparados ao uso

de &gar ou vermiculita.

Tabela 7. Valores genotipicos (g), médias genotipicas (u + g), ganhos genéticos
preditos e nova média para o carater nimero de microestacas maiores que 2 cm (NM)
para dez gendtipos deucalyptus apos 30 dias de cultivim vitro considerando
diferentes substratos.

L Nova

Ordem Gendtipo g u+g Ganho média
1 C2 0,33 1,18 0,33 1,18
2 C3 0,24 1,09 0,28 1,13
3 C8 0,10 0,95 0,22 1,07
4 C1 0,06 0,91 0,18 1,03
5 C4 -0,01 0,84 0,14 0,99
6 Cc7 -0,06 0,79 0,11 0,96
7 C5 -0,10 0,75 0,08 0,93
8 Cé6 -0,10 0,75 0,06 0,90
9 C10 -0,22 0,62 0,03 0,87
10 C9 -0,24 0,61 0,00 0,85

Na andlise do enraizamento, maiores valores genotipicos foram obtidos no
substrato vermiculita para todos os dez genétipdsudalyptus Para a variavel NB
houve maior ganho com uso de &gar, em todos os dez genétipos avaliados.

O substrato vermiculita foi superior para os genétipos C1, C2, C3, C6 e C10
na producdo de massa fresca de parte aérea. Com o uso de agar, maiores valores para

esta variavel sdo observados nos clones C4, C5, C7, C8 e C9 (Tabela 8).

Tabela 8 Substratos superiores para cada genétip&wsalyptusconsiderando
valores genotipicos e valores preditos para a variavel massa fresca da parte aérea
(MFA), ap6s 30 dias de cultivia vitro.

Genotipo Substrato Ganho Nova média
C1l Vermiculita 0,21 0,69
C2 Vermiculita 0,63 1,11
C3 Vermiculita 0,57 1,05
C4 Agar 0,13 0,65
C5 Agar 0,04 0,57
C6 Vermiculita 0,10 0,58
Cc7 Agar 0,39 0,91
C8 Agar 0,28 0,80
C9 Agar 0,18 0,69

C10 Vermiculita 0,29 0,77
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4. Discussao

As diferencas observadas no desenvolvimento do material vegetal podem ser
atribuidas a interacdo genotipo x ambiente. No presente estudo, os ambientes
considerados representam o0s substratos e recipientes utilizados. Estudos sobre a
interacdo genotipo x ambiente sdo importantes e tém sido realizados principalmente
visando otimizar recomendacfes de materiais melhorados (BRAWNER et al., 2013,
OGUT et al.,, 2014; GEZAN et al., 2017).

A selecdo dos gendtipos com desempenho superior pode ser realizada
considerando todos os recipientes ou pode-se selecionar gendétipos considerando um
recipiente especifico. Dos recipientes testados, o frasco de vidro proporcionou
melhores condicBes de desenvolvimento para grande parte dos clones, seguido dos
potes de polipropileno. A selecdo dos melhores gendtipos em frascos de vidro pode
melhorar a produtividade e qualidade de microestacksiciyptus

Em estudo semelhante realizado por Gallo et al. (2017), o melhor recipiente
para produzir microestacas foi o pote de polipropileno, porém o frasco de vidro de 250
mL de capacidade foi considerado o mais vantajoso por proporcionar maior produgéo
de microestacas por metro quadrado, devido ao adensamento proporcionado pela
melhor acomodacdo em prateleiras de salas de crescimento. Cada recipiente utilizado
proporciona uma condicdo de cultivo diferente para as plantas, que podem estar
relacionadas com as concentracdes de didéxido de carbono, concentracdes de etileno,
irradiacdo de luz, temperatura do ar e umidade relativa (MCCLELLAND, SMITH,
1990; HAZRA et al., 2000; XIAO et al., 2011; POISSON et al., 2016; OZUDOGRU
et al., 2017).

McClelland e Smith (1990) em seu trabalho com cinco espécies florestais
observaram melhor producéao de microestacas nos recipientes de maior volume. Outros
estudos também mostraram maior produgastro em recipientes de grande volume
(HAZRA et al., 2000). Montalban e Moncalean (2018) avaliaram a influéncia de trés
frascos no cultivo de embribes somatico®ueis radiata e concluiram que o tipo de
recipiente utilizado no cultivan vitro tem forte efeito nas porcentagens de
enraizamentoin vitro e aclimatacdoex vitra Esses resultados podem estar
relacionados a fatores ambientais internos que afetam o desenvolvimento de explantes,

onde frascos menores tendem a ter baixas concentracdes de dioxido de carbono e altas
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concentracgdes de etileno, bem como também podem ser afetados por irradiagéo de luz,
temperatura do ar e umidade relativa (ZIMMERMAN, 1995; XIAO et al., 2011).

Com a estimativa dos parametros genéticos, nos diferentes recipientes, obteve-
se altos valores de herdabilidadesg)lpara todas as caracteristicas, indicando que ha
controle genético dessas caracteristicas. De acordo a classificagdo proposta por
Resende (2002), para espécies perenes, valores de herdabilidade de 0 a 0,15 séo
considerados baixos, entre 0,15 e 0,50 sdo moderados e acima de 0,50 séo
considerados altos.

Os quatro clones com melhor desempenho de producéo de microestacas foram
C1, C5, C6 e C9. Maior confiabilidade na selecdo é dada quando altos valores de
acuracia sao obtidos na andlise (RESENDE, 2002). Os altos valores de acuracia
encontrados para as caracteristicas vigor, NB, NM, CM e R% conferem seguranca nos
valores genéticos estimados.

Existem diferentes estratégias para selecionar os melhores materiais genéticos.
O método MHPRVG apresenta a vantagem adicional de selecionar materiais genéticos
de acordo com sua adaptabilidade e estabilidade fenotipica (ROSADO et al., 2012;
FARIAS NETO et al., 2013). Contudo, a selecéo de clones com base no desempenho
médio em todos os ambientes e selecao pelo método de estabilidade e adaptabilidade
(MHPRVG), neste estudo, resultaram na escolha dos mesmos materiais genéticos para
acaracteristica NM.

A capacidade de materiais genéticos se comportarem bem em grande amplitude
de condi¢cdes ambientais e sua capacidade de resposta a melhoria do ambiente podem
ser fatores essenciais em programas de melhoramento genético. Neste contexto, a
analise da estabilidade e adaptabilidade dos materiais genéticos torna-se relevante
(RESENDE, 2007).

A auséncia de interagao significativa entre os genétipos e substratos avaliados
para as caracteristicas vigor, NM, CM e AF juntamente com a existéncia de diferenca
significativa entre os materiais genéticos permite realizar selecdo baseada no
desempenho médio dos gendtipos na analise conjunta dos locais.

A proximidade entre os valores genéticos preditos e os valores genéticos
verdadeiros dos individuos pode ser avaliada com base na acuracia (RESENDE, 2002).
Para as caracteristicas NB, MFA e R% avaliadas neste trabalho, observou-se altos
valores de acuracia, tornando essas caracteristicas mais importantes na selecédo dos

genotipos e substratos mais indicados no cuitiwatro.
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No geral, o uso de agar e vermiculita permitiram melhor desenvolvimento dos
clonesin vitro. Resultados semelhantes foram observados em outros trabalhos com
Eucalyptus onde os substratos agar e vermiculita, em frascos que permitiam troca
gasosa, proporcionaram maior producédo de microestacas (GALLO et al., 2017). O agar
é amplamente utilizado na cultura de tecidos, no entanto, a sua principal desvantagem
€ 0 custo mais elevado. Alternativas de baixo custo, aplicaveis a ¢olitne tém
sido buscadas para permitir a aplicacédo em larga escala dessa tecnologia (OGERO et
al., 2012; ESSERTI et al., 2017).

No presente trabalho, o enraizamento das plantas, para todos os clones, foi
superior com o uso de vermiculita. Tuan et al. (2016) obtiveram melhor proliferacao
da espécie estudada com o uso de agar, porém a adicdo de vermiculita ao meio de
cultura mostrou-se mais eficaz no enraizamento das plantas por proporcionar um bom
equilibrio entre aeracao e disponibilidade de &gua e nutrientes. Kirdmanee et al.
(1995), no cultivo fotoautotréfico d&ucalyptus camaldulensisom substratos
alternativos, também encontraram melhores resultados de crescimento com uso de
vermiculita.

Alguns tipos de substratos, como fibra de celulose, pode levar a maior
dificuldade nainoculacao dos explantes devido a sua textura, e muitas vezes pode levar
os explantes a apresemtar dificuldades de permanecer no meio, resultando em
menores taxas de crescimento (AFREEN-ZOBAYED et al.,, 1999). Resultados
semelhantes foram observados, com o uso do substrato celulose, no presente estudo e
no trabalho de Gallo et al. (2017).

Na formacéo do jardim clona@h vitro é importante que haja o enraizamento
dos explantes. No presente estudo, os substratos comercial, celulose e areia utilizados
apresentaram desempenho inferior ao agar e vermiculita. A porosidade do sébstrato
fator importante no desenvolvimento de raizes. A disponibilidade de agua e de ar no
substrato afetam a qualidade da planta, que necessita de agua para manter seu
metabolismo, e em condi¢Bes de baixa aeracdo, torna deficiente a absorcdo de agua
pelas raizes (HARTMANN et al., 2011). Portanto, a porosidade dos substratos pode
influenciar a formacg&o de um sistema radicular. Tuan et al. (2016) destacaram que u
dos principais problemas com uso de areia no cultiveitro relaciona-se a sua

compactacao, o que diminui a inducéo e desenvolvimento de raizes adventicias.
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5. Conclusbes

Ha controle genético para as caracteristicas de crescimento dasiplaittas
0 que permite a selecdo de cloneg&dealyptusmais responsivos a micropropagacao.
Os ambientes mais favoraveis para o desenvolvimento dos gendtipos foram
proporcionados por frascos de vidro de 250 mL ou potes de polipropileno de 500 mL

ea utilizacdo dos substratos agar ou vermiculita.
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TROCAS GASOSAS E SACAROSE NO DESENVOLVIMENTO in vitro DE
MICROCEPAS DE Eucalyptus urophylla

Resumo- O objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento de microcepas de um
clone deEucalyptus urophyllanantidasin vitro, sob influéncia de trés sistemas de
trocas gasosas e de concentracdoes de sacarose. Os trés sistemas de trocas gasosas
testados foram: uso de tampas com membrana (CM); uso de tampas sem membrana
(SM) e cultivo parcial usando tampas sem membrana (SCM). As concentragdes de
sacarose testadas foram de 0, 7, 15 e 38 d\hos 70 dias as plantas foram avaliadas
qgquanto ao numero de brotagcdes maiores que 0,5 cm, namero de microestacas
produzidas e a quantificacdo de clorofila total e de carotenoides nas microestacas.
Apés 150 dias de cultivo, fez-se a quantificagdo estomatica e avaliou-se a
sobrevivéncia de microestacas em condiedovitra Foram observados efeitos
significativos das concentracdes de sacarose e dos sistemas de trocas gasosas. Apés 70
dias, o numero de brotac6es maiores que 0,5 cm foi maior quando utilizou-sg 7 e 15

L em sistema CM. Maiores taxas de sobrevivéagiaitro foram proporcionadas

pelos sistemas que permitiam maiores trocas gasogi@i®. A sacarose é importante

no desenvolvimento inicial das plantas, com resultados crescentes para todas as
caracteristicas com o uso de concentragdes até 20exteto para nimero de estacas
obtidas aos 150 dias, onde maiores valores foram obtidos com maiores concentracdes
de sacarose sob sistemas SCM e SM. A reducao de sacarose e 0 uso de sistema que
permite maior troca gasosa representam ambiente mais adequado para o
estabelecimento de microcepas do cloneElealyptus urophyllamantidas na
condicaan vitro.

Palavras-chave Propagacam vitro, micropropagacao, sistema fotoautotrofico.

1. Introducéo

A micropropagacao, enquanto técnica de propagacao vegeitativiéro,
destaca-se no setor florestal por sua aplicacdo relacionada a preservacdo de
germoplasma, aceleracdo de programas de melhoramento, multiplicacdo de clones
superiores, rejuvenescimento/revigoramento de material adulto, producéo de plantas
livres de doencas, além de constituir base para outras biotecnologias (XAVIER et al.,

2013).
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No sistema convencional de propagacao de plamtago, o material vegetal
é cultivado em recipientes que restringem as trocas gasosas, caracterizados por elevada
umidade relativa, elevada concentracao de etileno, baixos niveisade GQiilizacao
de altas concentracdes de sacarose como principal fonte de energia metabdlica. Essas
caracteristicas podem causar alteragcbes anatomicas e fisiolégicas nas plantas,
interferindo diretamente na taxa fotossintéticavitro e em seu processo de
aclimataca@x vitro(TANAKA et al., 2005; ARAGON et al., 2010; XIAO et al., 2011;
ALVAREZ et al., 2012; KUMAR; RAO 2012).

Para contornar estes desafios algumas técnicas tém sido utilizadas, estimulando
o cultivo fotoautotrofico, como o enriqguecimento da atmosfera d Gy
(SALDANHA et al., 2013; SALDANHA et al., 2014; JIMENEZ et al., 2015;
TISARUM et al., 2018), substituicdo de agar por substratos alternativos (DEB;
PONGENER, 2013; SALDANHA et al., 2014; GALLO et al., 2017), uso de fontes
luminosas mais eficientes (ASSIS et al., 2016; JEONG; SIVANESAN, 2018), reducao
ou eliminacdo de sacarose no meio de cultura (MOSALEEYANON et al., 2004,
NGUYEN; KOZAI, 2005) e uso de tampas com membranas porosas (IAREMA et al.,
2012; SALDANHA et al., 2012; MARTINS et al., 2015).

A micropropagacdo fotoautotréfica possui vantagens em relacdo a
micropropagacao convencional. Essas vantagens incluem a promocao do crescimento
e fotossintese de plantasvitro; prevencao de disturbios morfoldgicos e fisiologicos;
diminuicdo de contaminagdo microbiana; maior taxa de sobrevivéncia de plantas
cultivadagn vitro quando transferidas para ambiesmevitrg simplificacéo do sistema
de micropropagacéao; flexibilidade para producao de plamtaso em larga escala;
aumento anual do rendimento de producédo por unidade de area util; reducéo de custo
e maior possibilidade de automacéo do sistema (NGUYEN et al., 2016). O modo de
cultivo (fotoautotréfico ou heterotréfico, por exemplo) também altera niveis finais de
metabolitos nas plantas (PAL et al., 2018).

Para tornar a aplicagdo de sistemas fotoautotroficos viavel na produgédo de
plantas de qualidade em grande escala, principalmente para as espécies de interesse no
setor florestal, € necessario mais estudos sobre os fatores que podem ser manipulados
in vitro e o comportamento das plantas sob tais condi¢des. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar concentragdes de sacarose e o0 uso de diferentes sistemas de
trocas gasosas no estabelecimento de microcepas de um diuebigtus urophylla

in vitro, para estimular o comportamento fotoautotrofico.
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2. Material e métodos

2.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos 1l do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vicosa, localizada em Vicosa - MG.

Para a obtencdo dos explantes (segmentos nodais) utilizados no presente
trabalho, gemas diferenciadas de um clonEutealyptus urophylldoram alongadas
em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995),
adicionado de 30 g't.de sacarose, 100 mg'lde mio-inositol, 800 mgt de PVP,

0,05 mg [! de BAP (6-benzilaminopurina), 0,25 mg!Lde AIB (acido 3-
indolbutirico) e 6 g IX de agar.

Os segmentos nodais, retirados da gemas alongadétso, contendo dois
pares de folhas foram inoculados em frascos de vidro (250 mL de capacidade), usando
como substrato 50 chale vermiculita de granulometria média e meio liquido JADS,
adicionado de 100 mgide mio-inositol, 800 mgtde PVP, 0,05 mgtde BAP e
0,25 mg ! de AIB. Testou-se as concentracgdes 0, 7, 15 e 3bdelsacarose e trés
sistemas de vedacdo dos frascos. No primeiro sistema (CM) utilizou-se tampas de
polipropileno com um orificio (10 mm) coberto com membrana MilliSeal (com taxa
de troca de Code 21uL L s%); no segundo (SM), os frascos foram vedados com
tampas de polipropileno sem membrana (com taxa de troca gdeeC@uL L sb);

e no terceiro (SCM) utilizou-se inicialmente tampas sem membrana, que foram
substituidas por tampas com uma membrana apés 50 dias de cultivo (Figura 1). O
substrato e o meio de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave a pressao de
1,5 atm e temperatura de 121°C durante 20 minutos.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas
de luz, temperatura de 25+2°C e irradiancia de 70 pmol m?s? fornecida por tubos
fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo, Brasil). Aos 50 dias de cultivo
fez-se uma poda para formacdo das microcepas (para retirada de brotacbes maiores
que 2 cm e para estimular a brotacdo das gemas axilares na porgdo remargescente)
reposicao do meio liquido. Para reposicéo utiligemeio liquido JADS autoclavado,
contendo apenas macro e micronutrientes, sem adicdo de sacarose. Antes de ser

acrescido nos frascos, 6@0 L™ de cloro ativo (2,5%) era adicionado ao meio liquido.
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A reposicdo do meio de cultura foi realizada a cada 20 dias nos frascos que

apresentavam consumo do meio contido.

Figura 1. Padrbes de vedacao empregados nos sistemas de trocas gasosas no cultivo
in vitro de microcepas deéucalyptus urophyllaA esquerda, tampa de polipropileno

sem membrana, seguida por tampa de polipropileno com uma membrana. Barra = 2
cm.

2.2. Andlise de crescimento e pigmentos fotossintéticos

Apds 70 e 150 dias de cultivo foram feitas avaliacbes quanto ao niumero de
brotacdes com comprimento acima de 0,5 cm (NB), niumero de brotacfes acima de 2
cm (microestacas) e quantificacdo de clorofila total e carotenoides. Microestacas
foram cortadas e retiras dos frascos aos 70, 100 e 150 dias de cultivo.

Para quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos, foram retirados cinco discos
foliares (5 mm de diametro), da terceira folha expandida a partir do meristema apical,
e inoculados em 5 mL de solucdo de DMSO (saturado com carbonado de calcio) por
48 horas no escuro (SANTOS et al.,, 2008). A absorbancia das amostras foi
determinada em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico, em espectrofotbmetro
Genesys 10UV (ThermoScientific, EUA). Os comprimentos de onda (665, 649 e 480
nm) e as equacgdes para o célculo das concentracdes de clorofilas e carotenoides totais

foram baseados no método descrito por Wellburn (1994).

2.3. Contagem estomatica

A analise da epiderme do material vegetalitro foi realizada apos 150 dias
de cultivo. Foram preparadas seccdes paradérmicas a partir de fragmentos da regiao
mediana de folhas do segundo par a partir do meristema apical, que foram diaganizada
utilizando-se hidréxido de sddio (2,5%) e hipoclorito de sddio (20%). O material foi

desidratado em série etanodlica e coradm fucsina alcoolica (50%). As laminas
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foram montadas com glicerina gelatinosa e seladas com esmalte incolor (KRAUS,;
ARDUIN, 1997).

Para calcular a densidade estomatica foi realizada a contagem de estdbmatos na
face abaxial das folhas, em doze observagdes por tratamento, em campos com area
correspondente a 0,137 rhrprojetada em superficie plana. As imagens foram
capturadas em microscopio Micros MCX51 (Micros Lotus, Austria) com sistema
Image-Pro Insight, acoplado a camera fotografica digital (Moticam 580, 5.0 MP,
National Optical & Scientific Instruments, Inc.). A contagem e calculo da densidade
estomética foram realizados com o auxilio do programa ImageJ (SCHNEIDER et al.,
2012).

2.4. Sobrevivéncia de microestacas vitro

Os experimentos foram conduzidos no Viveiro de Pesquisas do Departamento
de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa-UFV. Microestacas,
coletadas na condicén vitro ap6s 150 dias de cultivo, foram transferidas para o
viveiro em recipiente com agua visando manter a turgescéncia. Foram estaqueadas em
tubetes plasticos de 55 &mle capacidade, contendo substrato comercial (Tropstrato
Vida Verde) e vermiculita de granulometria média, na proporcéo de (2:1). Apds serem
estaqueadas, as microestacas foram acondicionadas em casa de vegetacao climatizada
(temperatura de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar > 80 %). Nos primeiros 15 dias
em casa de vegetacao, foi mantida uma cobertura com Aluminet (50 %) sobre as
microestacas, a 20 cm de altura sobre os recipientes. Apos 30 dias de permanéncia na
casa de vegetacdo, o material foi transferido para casa de sombra, sendo realizada a
adubacao de cobertura, constituida pela aplicacdo de 2 mL por muda de solucédo de
fosfato monoaménico (MAP), na concentracéo de 2'gAs mudas permaneceram
em casa de sombra (50 % de sombreamento) por 30 dias, sendo em seguida

transferidas para area de pleno sol.

2.5. Delineamento experimental e analise de dados

Para o experimento em laboratério foi adotado esquema fatorial 4x3, sendo
quatro concentracdes de sacarose e trés sistemas de vedacdo, com 8 repeticbes
(microcepas), em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Em viveiro, 0

experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados (DBC),
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apresentando os tratamentos advindos das condigOeso, em trés repeticoes
contendo um nuamero varidvel de microestacas de acordo com a produitémde
cada tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, testes de média e
andlise de regressdo (ajustada com todos os dados) com o auxilio do software
estatistico R versdo 3.5.0 (R CORE TEAM, 2018), utilizando o pacote ExpDes, versao
1.1.2 (FERREIRA et al., 2013).

3. Resultados

De acordo com os resultados obtidos, todas as caracteristicas avaliadas
indicaram influéncia significativa dos tratamentos. Para as caracteristicas NB
namero de microestacas produzidas houve interacdo entre os fatores concentracao de

sacarose e sistema de trocas gasosas, aos 70 e 150 dias de cultivo (Tabela 1, Figura 2).

Tabela 1 Valores médios do nimero de brotacdes maiores que 0,5 cm (NB), de
microestacas por microcepa e de clorofila total e carotenoides avaliados aos 70 e 150
dias de cultivan vitro de microcepas do clone Becalyptus urophyllasob diferentes
concentracdes de sacarose e sistemas de trocas gasosas (CM- com membrana; SM-
sem membrana e SCM- cultivo parcial sem membrana).

NB
Avaliacao 1 (70 dias) Avaliacéao 2 (150 dias)
Troca Sacarose (g L) Sacarose (g1
gasosa O 7 15 30 0 7 15 30

CM 21a 69a 6,1la 39a 38a 93a 7.8a 6,7b

SCM 26a 29b 34b 31a 51a 8,7a 93a 9,1la

SM 27a 29b 33b 29a 13b 84a 79a 89ab
NUmero de microestacas

Avaliacdo 1 (70 dias) Avaliacédo 2 (150 dias)
Troca Sacarose (g1 Sacarose (gt
gasosa O 7 15 30 0 7 15 30

CM 13a 40a 46a 20b 51a 8,1a 7,7a 46D

SCM 13a 3,1a 39a 40a 53a 6,3a 7,1a 8,1a

SM 04a 30a 39a 3,7a 0,6b 36b 40b 69a
Avaliacdo 1 (70 dias)

Clorofila Total (ug cm™2) Carotenoides (g cm2)
Troca Sacarose (g1 Sacarose (gt
gasosa O 7 15 30 0 7 15 30

CM 445a 51,8a 54,0a 45,7a 60a 69a 7,2a 64a
SCM 48,0a 42,1b 44,8ab 41,8a 6,0a 53b 56b 52b
SM  257b 39,7b 423b 385a 35b 50b 53b 50b

Médias seguidapor letras iguais na coluna ndo sédo significativamente diferentes pelo teste gie Tuke
emnivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2. Numero médio de brotacbes maiores que 0,5 cm aos 70 dias (a) e 150 dias
(b); Numero médio de microestacas aos 70 dias (c) e 150 dias (d); Clorofila total (e) e
carotenoides (f) aos 70 dias, em funcéo da sacarose e sistemas de trocaflyasosas
(com membrana), SM (sem membrana) e SCM (cultivo parcial sem membrana).
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Maiores valores de NB ap6s 70 dias de cultivo foram obtidos em sistemas que
permitiam maiores trocas gasosas (CM e SCM) combinados com concentracdes de 7
e 15 g L de sacarose. Na auséncia de sacarose, 0 sistema que permite menor troca
gasosa foi responsavel pelos menores valores méedidB @emicroestacas aos 150
dias. O numero de microestacas produzidas, apds 150 dias, é superior em sistemas que
permitem maiores trocas gasosas, exceto quando se utilizaB@egsacarose.

Na analise de pigmentos fotossintéticos, clorofila total e carotenoides, houve
interacdo entre os fatores testados apenas na avaliacdo realizada aos 70 dias (Tabela
1). Ap6s 150 dias de cultivia vitro, os pigmentos fotossintéticos das folhas sofreram
influéncia apenas do sistema de trocas gasosas (Tabela 2). Apds 70 e 150 dias de
cultivo in vitro, maiores valores de clorofila total e carotenoides foram observados sob
sistemas que permitiam maior troca gasosa nos frascos.

O Numero de brotacdes obtidas aos 70 dias em sistema CM e em todos 0s
sistemas de trocas gasosas aos 150 dias seguiu tendéncia quadratica com as
concentracdes de sacarose (Figura 2). A mesma tendéncia foi observada para o niumero
de microestacas em todos os sistemas de vedacao aos 70 dias, e em CM aos 150 dias
de cultivo. Em sistemas SM e SCM o nimero de microestacas tende a aumentar com
as concentracdes de sacarose. Na andlise de pigmentos, clorofila total e carotenoides,
apenas foi observada tendéncia quadratica dos valores em sistema SM, nas

concentracdes de sacarose.

Tabela 2 Valores médios de clorofila total e carotenoides aos 150 dias de cultivo de
microcepas do clone ducalyptus urophyllaob diferentes sistemas de veda€ad{
com membrana; SM- sem membrana e SCM- cultivo parcial sem memiporarie).

Sistema de trocas gasos Clorofila total (ug cm2) Carotenoides (ug cm2)

CM 42,7 a 57a
SCM 357b 4,4b
SM 32,2Db 43b

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo séo significativamentetdggrelo teste de Tukey
emnivel de 5% de probabilidade.

A taxa de sobrevivéncia das microestacas transplantadas para ambiginte
foi influenciada pelos tratamentos. Para esta caracteristica foi observada interacéo
entre os fatores concentragcdo de sacarose e sistemas de trocas gasosas testados.
Microestacas produzidas em sistemas com maiores trocas gasosas apresentam maiores

percentuais de sobrevivéncia em viveiro (Tabela 3).
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Quando combinado o sistema SM e auséncia de sacarose foi observado a menor
taxa de sobrevivéncia das microestaeasvitro Em sistemas SM e SCM houve
tendéncia quadratica da sobrevivéncia de microestacas obtidas em relacdo as
concentracdes de sacarose (Figura 3). Entre as plantas sobreviventes o crescimento foi

semelhante sob as condic¢des testadas, sem influéncia dos tratamentos.

Tabela 3 Valores médios de porcentagem de sobrevivéncidtrode microestacas

do clone deézucalyptus urophyll@apds 60 dias de plantio, em funcdo das condi¢cdes de
vedacéo estabelecidas vitro (CM- com membrana; SM- sem membrana e SCM-
cultivo parcial sem membrana).

Sistemas de Sacarose (gH)
trocas gasosa 0 7 15 30
CM 86,3 a 87,3a 810a 775a
SCM 72,7b 8l,1a 92,4 a 87,8 a
SM 319c 57,3 b 58,8 b 619b

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo séo significativamentetdgarelo teste de Tukey
emnivel de 5% de probabilidade.
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SM  y=-0,0676% + 2,9257x + 34,254R? = 0,599

Figura 3. Porcentagem média de sobrevivémaiaitrode microestacas d®ucalyptus
urophyllaapés 60 dias de plantio, em funcdo da sacarose e sistemas de vedagcdo CM
(com membranaM (sem membrana) e SCM (cultivo parcial sem membrana).

A densidade estomética também foi influenciada pelos tratamentos impostos
pela sacarose e sistema de vedacéo, sem interacao entre os fatores. As maigres média

foram obtidas no tratamento CM quando comparado ao SM (Figgra&Cdm o
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aumento das concentracdes de sacarose é observado aumento da densidade estomatica

na face abaxial de folhas Becalyptus urophyllan vitro (Figura 4b).

250 a 200 b

200 - CE .................... [ )
; = £ 150 q..ng®
f . S y = 0,9035x + 143,23
% €100 R2=0,285
£ 100 :
«©© (9
i 50 % 50

i 0
CM SCM SM . . . 3

Sistema de vedagdo Sacarose (gH

Figura 4. Densidade estomética da face abaxial de folhas do cloBeiayptus
urophyllain vitro sob diferentes sistemas de veda¢ad-{com membrana; SM- sem
membrana e SCM- cultivo parcial sem membrana) (a) e concentracdes de sacarose (b)

apos 150 dias de cultivavédias seguidas pelas mesmas letras, dentro dos tratamentos de sistema
de vedacao e de concentra¢gBes de sacarose, ndo sdo significativamentesdifelettste de Tukey

em nivel de 5% de probabilidade).

4. Discussao

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que as diferentes quantidades de
sacarose fornecidas inicialmente no estabelecimento de micranep® de um
clone deEucalyptus urophyllgiluntamente com os sistemas de trocas gasosas testados,
influenciaram o crescimento das microeatin vitro e a sobrevivénciax vitra
Diferencas no crescimento estdo relacionadas com a presenca de uma fonte de
carbono, seja pelo fornecimento direto de sacarose ou producao pela prépria planta por
meio da fotossintese.

Com a utilizacdo de recipientes fechados ha elevada concentracdo de etileno e
baixos niveis de Cfnhos frascos. Estas condi¢des, juntamente com o uso de altas
concentracdes de sacarose, podem causar desordens anatdmicas e fisioldégicas nas
plantulas, dificultando o funcionamento normal do aparelho fotossintético (XIAO et
al., 2011). No presente estudo, o cultivo sob sistemas que permitem maior troca gasosa
possibilitou maior produgcdo de microestacas, pigmentos fotossintéticos e

sobrevivénciaex vitra Na auséncia de sacarose combinada com sistema de menor
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troca gasosa houve menor crescimento das plantas, devido possivelmente a falta de
fonte de carbono no sistema.

Para maior producéo de microestacas e emisséo de brotacdes, o uso de sacarose
e de um sistema que permita trocas gasosas € mais eficiente. Porém, pelos resultados
avaliados, as concentracdes de sacarose usadas inicialmente para o estabelecimento
das microcepas podem ser reduzidas de 30 para concentracées entre 7'es2dng L
prejuizo quanto ao crescimento das plantas. Efeito negativo da sacarose foi observado
na culturain vitro de Billbergia zebrina onde o suprimento de sacarose reduziu
pigmentos fotossintéticos nas plantas (MARTINS et al., 2015), sendo esta uma das
caracteristicas que podem causar perdas de plantulas durante o processo de
aclimatacdo e aumentar os custos de producdo. Contudo, no presente estudo, na
auséncia de sacarose, mesmo com 0 uso de membranas que permitem trocas gasosas,
também houve menor crescimento das plantas, evidenciando a importancia de uma
fonte de carbono externa no crescimento inicial das plantas nestas condigdes.

O alto teor de sacarose no meio pode reduzir o crescimento fotossintético e a
expressdo de genes relacionados a fotossintese (NGUYEN; KOZAI, 2005; BADR et
al., 2011), e promover a formacgdo de estdmatos fisiologicamente e estruturalmente
anormais (HAZARIKA, 2006). A reducéo de sacarose em biorreatores de 30 para 15
g L foi considerada como tratamento primordial para adaptabilidade ao anghiente
vitro em hibridos d€opulus(ARENCIBIA et al., 2017).

Na maioria das plantas, a exposicdo prolongada a sacarose aplicada
exogenamente resulta em uma inibicdo da fotossintese, que esta associada a inibicao
da biossintese da clorofila (SMITH; STITT, 2007; MARTINS et al.,, 2013;
MCCARTHY et al.,, 2016)Em plantas dé&amanea samamaior crescimento foi
observado em meio sem sacarose, sendo a taxa fotossintética e a concentracdo de
clorofila das plantulas também aumentada com a diminuicdo da concentracdo de
sacarose no meio (MOSALEEYANON et al., 2004). O nivel de sacarose juntamente
com a qualidade de luz tiveram efeito na regeneracdo em tecidos da partenaérea e
teor de compostos bioativos em culturag&prgga multifiora(JEONG; SEVANESAN,

2018). Segundo Yuan et al. (2015), a biossintese de carotenoides € também regulada
pela sacarose presente. No presente trabalho, os teores de carotenoides foram
influenciados principalmente pelo sistema de trocas gasosas utilizado.

A diminuicdo ou eliminagdo de sacarose, e 0 uso de sistemas que aumentem o

fornecimento de C@para as plantas vitro, sdo condigcbes que podem aumentar o
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crescimento das plantas, melhorar as caracteristicas fisiologicas e facilitar a
aclimatacdo das mudas as condi¢cérsvitra promovendo o desenvolvimento do
aparato fotossintético (WALTERS, 2005; IAREMA et al., 2012). No culitivaitro

de mudas deMouriri elliptica sob condicbes que estimulam o comportamento
fotoautotréfico, foi observado melhor crescimento nas plantulas cultivadas na auséncia
de sacarose com o aumento da intensidade luminosa (ASSIS et al., 2016).

O principal problema de adaptagéovitrode plantas cultivadas vitro esta
relacionada com controle da transpiracdo pelas plantas micropropagadas, mais
especificamente pela funcionalidade estomatica (DIAS et al.,, 2014a). O
funcionamento estomatico é uma caracteristica importante para controlar a perda de
agua em ambient&x vitra Na maioria das vezes, as plantulas cultivatagro ndo
tém estomatos funcionais (DIAS et al., 2014b). Contudo, as plantulas
micropropagadas apresentam frequentemente baixa taxa de sobrevivéncia devido a
desordens anatémicas e fisiolégicas induzidas por conditdéso (MARTINS et
al., 2015).

O uso de membranas porosas no cultivo de plantas é capaz de melhorar o
processo de aclimatacdo das mesmas, aumentando a porcentagem de sobrevivéncia.
Esta condicdo estad relacionada com a diminuicdo da perda de agua durante a
transferéncia para condicfeg vitrg devido a deposi¢do de cera epicuticular e a
producao de estdmatos funcionais (CHANDRA et al., 2010; MARTINS et al., 2015;
HOANG et al., 2017). Algumas vezes a adaptacdo gradual a comdigéiwo pode
ser requerida para que plantas cultivadas em sistemas fotomixotndfitos passem
para um crescimento autotréfico em casa de vegetacao (SILVA et al., 2017a).

Os resultados do presente estudo evidenciaram gue os niveis das trocas gasosas
nos frascos de cultura contribuem para uma alteracéo da densidade estomatica, sendo
gue os maiores valores foram encontrados em plantas cultivadas em sistemas com
trocas gasosas. Essas plantas também apresentaram maior taxa de sobrexivéncia
vitro.

Os melhores resultados em ambientes com membranas podem estar associados
ao aumento da fotossintese causada pelo aumento da disponibilidade. d¢aCO
cultura in vitro de Plectranthus amboinicusfoi observada melhoria no
desenvolvimento das plantas com o uso de membranas nos recipientes (SILVA et al.,
2017Db). Para cultivan vitro e aclimatacé@x vitro de Hevea brasiliensismelhores

resultados foram obtidos quando utilizou-se, na auséncia de sacarose, frascos que
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permitiam ventilagdo natural, ndo sendo necessario enriqguecer o ambiente gom CO
(TISARUM et al., 2018).

5. Conclusodes

e Sacarose deve ser adicionada no meio de cuftiwitro para o crescimento
inicial de microcepas do clone Becalyptus urophyllapodendo ser reduzida
para concentragdes entre 7 e 20'g L

e O uso de frascos com membranas que permitem trocas gasosas sao alternativas
para melhorar o crescimentovitro das brotacdes e aclimatagovitrodas

microestacas.
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QUALIDADE E INTENSIDADE DE LUZ NO DESENVOLVIMENTO DE
MICROCEPAS in vitro DE Eucalyptus urophylla EM SISTEMA
FOTOAUTOTROFICO

Resumo- A qualidade e a intensidade da luz s&o fatores importantes no controle do
crescimento de plantas em cultivo em sistemas fotoautotrdfieitso. O objetivo do
trabalho foi avaliar, em microcepas de um clonEuealyptus urophyh mantidas em
sistema fotoautotréfican vitro, a influéncia da qualidade de luz, bem como de
intensidades de luz fluorescente (60, 88 e 140 umol m2s?t) no crescimento e
producdo de microestacas. Para qualidade de luz foram testadas |ampadas
fluorescentes (FL), lampadas de diodos emissores de luz (LED) branca (LB), LED
vermelha (LV), LED azul (LA), LED vermelha/azul (LVA) e LED vermelho distante
(LVD), todas com a mesma irradiancia. A qualidade da luz influenciou
significativamente o crescimento das plantas do clone avaliado. A producéo inicial de
microestacas foi prejudicada sob LB, mas apos 35 dias de cultivo, a taxa de producéo
de brotacdes nesta condicdo foi semelhante as demais. Também em luz LB foi
produzido maior quantidade de carotenoides. Luz FL, tradicionalmente utilizada em
salas de crescimento, levou a maiores teores de celulose quando comparada as luzes
LB e LVA. Porém, diferentes intensidades de luz FL ndo alteraram o crescimento das
microcepas. No geral, a qualidadeas intensidades de luz testadas permitiram
crescimento do clone de. urophyllacultivadoin vitro, possibilitando obtencao de
microestacas sob cultivo fotoautotréfico.

Palavras-chave Propagacam vitro, micropropagacéao, jardim clonal.

1. Introducéo

A técnica de micropropagacdo traz iniUmeras vantagens ao processo de
producdo de mudas deucalyptus como a propagacado massal de clones em curto
espaco de tempo, maior controle nutricional, ambiental e fitossanitario, transporte do
material clonal por grandes distancias sem danos, armazenamento por longos periodos,
retencdo do vigor hibrido e rejuvenescimento/revigoramento do material vegetal
(XAVIER et al., 2013).

Porém, a propagacéo vitro ainda € um processo estressante para as plantas e

apresenta algumas limitacbes como o alto custo de producdo, a necessidade de
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adaptacao de protocolos e pouco investimento para desenvolvimento e inovagao no
processo de producda vitro (KAUR; SANDHU, 2015; SHUKLA et al., 2017;
NUNES et al., 2018). Com o objetivo de reduzir custos e melhorar a eficiéncia da
producado e a qualidade das plantas lenhosas micropropagadas, a utilizacdo de fontes
de luz eficientes e sistema fotoautotréfico de cultivo tém surgido como importantes
alternativas (ASSIS et al., 2016; BATISTA et al., 2p18

Com o avanco da tecnologia e a reducéo de precos de lampadas LED, ha uma
tendéncia para substituir as lampadas fluorescentes, visto essas fontes de luz serem
mais verséateis e eficientes para regeneracdo e crescimento de planmise,
oferecendo novas possibilidades para alcancar 0 sucesso na micropropagagao em
escala comercial (YEH; CHUNG, 2009; BIAN et al., 2015; MONTEUUIS, 2015;
YEH et al. 2015; BATISTA et al., 2018). Diferentes estudos apontam melhor
crescimento de plantas vitro cultivadas sob condi¢des de iluminagdo LED (HUNG
et al., 2015; BATISTA et al., 2016; FERREIRA et al., 2017), porém avaliacdes do
impacto das fontes de luz na morfogénese das espécies e clones de interesse para
otimizacao de protocolos sdo necessarios.

A intensidade e a qualidade da luz s&o os principais fatores que afetam a
fotossintese, que também tem efeitos sobre a forma da planta, seu desenvolvimento,
floracdo e no metabolismo secundario (ALVARENGA et al., 2015; BASSOLINO et
al., 2015; SINGH et al., 2015). Em baixa intensidade de luz a fotossintese pode ser
ineficiente e reduzir o crescimento, enquanto em excesso, a luz pode danificar
estruturas fotossintéticas (SILVA et al., 2017).

Tradicionalmente, no sistema convencional de micropropagacdo, além de
lampadas fluorescentes, utiliza-se recipientes fechados, caracterizados por elevada
umidade relativa, elevada concentracdo de etileno e baixos niveispdaléd®©do
fornecimento de altas concentracdes de sacarose. Essas caracteristicas podem causar
alteracdes anatomicos, interferindo diretamente na taxa fotossintética dasiplantas
vitro e em seu processo de aclimatag@oitro (KOZAI et al., 2005; TANAKA et al.,

2005; ARAGON et al., 2010; ALVAREZ et al., 2012). Assim, é possivel reduzir os
problemas criados pelo crescimento tradiciomalvitro, possibilitando maiores
intensidades luminosas, aumento da concentracao ger€Dcao ou eliminacédo da
concentracdo de sacarose e retirada de componentes organicos do meio de cultivo
(NGUYEN; KOZAI, 2005; XIAO et al., 2011). Em sistema fotoautotréfico as plantas
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podem apresentar maior produtividade, e este pode ser usado para produzir em larga
escala plantulas de qualidade (XIAO et al., 2011).

Nesse sentido, maior atencdo deve ser dada para o controle eficiente de
variaveis ambientais a fim de melhorar o desenvolvimento das plantitso. O
controle da iluminacdo deve ser incorporado ao desenvolvimento tecnolégico
relacionado a sistemas de micropropagacdo de plantas (KANIA; GIACOMELLI,
2000), inclusive em sistemas fotoautotroficos, a fim de superar as deficiéncias na
producdo em larga escala de plantagitro (GAGO et al. 2014; ARENCIBIA et al.
2017; SHUKLA et al. 2017). Mesmo com o recente avanco tecnolégico das luzes LED,
poucos estudos foram realizados com espécies lenhosas para investigar seus efeitos
em comparacao com lampadas fluorescentes na cuntuiteo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de qualidade
intensidades de luz no crescimento de microcepas de um clomiaddyptus
urophyllain vitro sob condigées fotoautotréficas.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais Il do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa, localizada em Vigosa - MG.

Para a obtencdo dos explantes (segmentos nodais) utilizados no presente
trabalho, brotacbGes contendo gemas diferenciadas de um clomauoddyptus
urophyllaforam alongadas em tubos de ensaio contendo 10 mL meio de cultura JADS
(CORREIA et al., 1995), adicionado de 30 g tle sacarose, 100 mg*lde mio-
inositol, 800 mg ! de PVP, 0,05 mgt de BAP (6-benzilaminopurina), 0,25 mg L
de AIB (4cido 3-indolbutirico) e 6 g'lde agar.

Os segmentos nodais, retirados de gemas alongadétso, contendo dois
pares de folhas foram inoculados, para formagéo das micraoeyia® (Figura 1)
em frascos de vidro (250 mL de capacidade) contendo como substrato vermiculita de
granulometria média e meio liquido JADS, adicionado de 100 hdelmio-inositol,

800 mg L* de PVP, 0,05 mgtde BAP, 0,25 mg t de AIB e 7 g [ de sacarose.

Utilizou-se sacarose apenas na fase inicial de estabelecimento das microcepas. O meio
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teve o pH ajustado para 5,80+0,02. O substrato e o meio de cultura utilizados foram
esterilizados em autoclave a uma presséo de 1,5 atm e a uma temperatura de 121°C
durante 20 minutos.

Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno (com taxa de
troca de CQde 14uL L s1), e apos 30 dias estas foram substituidas por tampas de
polipropileno com dois orificios (10 mm) cobertos com membranas MilliSeal (com
taxa de troca de COde 25uL Lt s!). Os frascos foram mantidos em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 25+2°C e irradiancia
de 70 pmol m2s? fornecida por tubos fluorescentes. A cada 15 dias, apds a troca de
tampas, uma solucdo de meio JADS autoclavada, contendo macro e micronutrientes,
e 600 pL L de cloro ativo, sem adicdo de sacarose, foi adicionada nos frascos
contendo as microcepas.

Antes da instalacdo dos experimentos, foi realizada uma poda nas microcepas
formadas, para retirada de brotagbes maiores queepara estimular a brotacao das

gemas axilares na porcdo remanescente.

Figura 1. Microcepa de
Eucalyptus urophyllaformada
in vitro. Barra = 1 cm.

2.2.Qualidade de luz

Utilizou-se no estudo microcepisvitro com 60 dias de formacéo, que foram
mantidas em sala de cultura sob fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 25+2°C
e irradiancia de 75 pmol m?s? fornecida por 6 fontes de luz: LED Branco (SMD 100,

18 W, Vilux, Vitoria, ES, Brasil), LED Vermelho/Azul (LabPAR LL-HR/DB-480,
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11.6 W) (LabLumens, Carapicuiba, SP, Brasil), LED Azul (Labpar LL HR/dB 480,
LabLumens), LED Vermelho Distante (Led Tec-LUX, Tecnal, Piracicaba, Brasil) e
tubos fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo, Brasil), conforme

distribuicbes espectrais apresentadas na Figura 2.
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Comprimento de onda (nm)
LED-B LED-A LED-V LED-VD

Irradiancia Absoluta (UW crnnt?)

LED-VIA ----FL

Figura 2. Emissédo espectral absoluta das fontes de luz Fluorescente (FL), LED branca
(LED-B), LED vermelho/azul (ED-V/A), LED azul (LED-A), LED vermelho (LED-
V), LED vermelho distante @D-VD).

2.3. Intensidade de luz

Para testar o efeito das intensidades de luz 60, 85, 100 e 140 pmol m2s?no
cultivo in vitro, frascos contendo microcepas de um clon&udealyptus urophylla
com 130 dias de formacao, foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de
16 horas de luz, temperatura de 25+2°C, utilizando-se lampadas fluorescentes (HO
Sylvania T12, 110 W, S&o Paulo, Brasil).

2.4. Andlise de crescimento

Para avaliar a qualidade de luz, apdés 15 dias de cultivo foram retiradas e
contabilizadas das microcepas, brotacdes acima de 2 cm de comprimento
(microestacas). Apds 35 dias de cultivo, avaliou-se, além do nimero de microestacas,

0 numero de brotagdes acima de 0,5 cm (NB) e o tamanho da maior brotacéo.
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Na avaliacdo de intensidade luminosa, a cada 7 dias, durante 28 dias, foram
coletadas e contabilizadas as microestacas produzidas.

2.5. Andlise de pigmentos fotossintéticos

Nos testes de qualidade e intensidade luminosa, ao final do tempo de cultivo
(35 dias) sob as diferentes qualidades de luz, e sob as diferentes intensidades luminosas
(28 dias), foram retirados cinco discos foliares (5 mm de diametro), da segunda folha
expandida a partir do meristema apical, e inoculados em 5 mL de solugdo de DMSO
(saturado com carbonado de calcio) por 48 horas no escuro (SANTOS et al, 2008). A
absorbancia das amostras foi determinada em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho
otico, em espectrofotbmetro Genesys 10UV (ThermoScientific, EUA). Os
comprimentos de ondas (665, 649 e 480 nm) e as equacgles para o céalculo das
concentracbes de clorofilas a, b e carotenoides totais foram baseados no método
descrito por Wellbtn (1994).

2.6. Quantificacao de celulose

A parede celular foi extraida de acordo com Van Acker et al. (2013) utilizando
10 mg de material da parte aérea (brotac6es emitidas) liofilizada. Com o residuo da
parede celular a composicdo da matriz de polissacarideos foi estabelecida apos
tratamento com um &cido fraco (TFA 2Macido trifluoracético). O teor de celulose
foi obtido por ensaio colorimétrico para determinacao de glicose, calculado com base

na absorbancia 493 nm, baseado em curva padréo de glicose.

2.7. Delineamento experimental e analise de dados

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com seis e quatro tratamentos para os experimentos de qualidade e intensidade
de luz, respectivamente. Cada tratamento apresentava 10 repeticdes (microcepas). Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e suas médias comparadas pelo
teste Tukey em nivel de 5% de significancia. A andlise dos dados foi realizada no
software estatistico R versdo 3.5.0 (R CORE TEAM, 2018), utilizando o pacote
ExpDes, versdo 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013).
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3. Resultados

3.1. Qualidade de luz

O numero de microestacas coletadas aos quinze dias de cultivo foi afetado pela
qualidade de luz sob a qual as microcepas foram cultivadas (p<0,05). Sob lampadas
Fluorescente, LED azul e LED vermelho distante houve maior producédo de

microestacas quando comparadas as microcepas mantidas em LED branca (Tabela 1).

Tabela 1 Valores médios para o niumero de microestacas coletadas por microcepa,
aos 15 dias de cultivo, de um clonekealyptus urophyll@m diferentes qualidades
de luz.

Qualidade de luz . Numero d?

microestacas/microcepa

LED azul 4,0 a

Fluorescente 40a

LED vermelho distante 3.6a

LED vermelho/azul 3,4 ab

LED vermelha 3,0 ab

LED branca 10b

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey em B¥eadelprobabilidade.

Apébs 35 dias de cultivo das microcepas sob diferentes qualidades de luz, foi
observada diferenca significativa para nimero de brotac6es maiores que 0,5 cm. As
guantidades de clorofila b, carotenoides e teceddose também foram influenciaslo

pelos tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2 Valores médios para niumero de brotacdes maiores que 0,5 cm (NB),
clorofila a, clorofila b e carotenoides aos 35 dias de cultivo de microcepas de um clone
deEucalyptus urophyllaob luzes fluorescente (FL), LED branca (LB), LED vermelha
(LV), LED azul (LA), LED vermelho/azul (LVA) e LED vermelho distante (LVD).

Clorofila a Clorofila b Carotenoides

Fonte de Luz NB o > o

(ugem™) (ng cm™) (ng cm™2)
FL 9,8 ab 27,6ab 125a 49b
LB 12,6 a 32,4 a 12,6 a 59a
LV 12,6 a 26,7b 11,1 ab 47b
LA 8,2b 23,4Db 9.3b 42Db
LVA 9,8 ab 27,3 ab 11,3 ab 49b
LVD 9,6 ab 26,0b 10,0 ab 47b

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey ede B¥eale probabilidade.
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Microcepas mantidas em LED azul produziram menor numero de brotac6es
maiores que 0,5 cm e menor quantidade de clorofila a e b, quando comparadas a luz
LED branca, onde houve menor producéo de carotenoides. Nas folhas das nscrocepa
mantidas sob lampadas LED vermelho e vermelho distante também foram observadas
menor quantidade de clorofila a. Para a quantificagdo de celulose nos tecidos, maiores
valores foram encontrados nas microcepas cultivadas em luz fluorescente em
comparacao as luzes LED branca e vermelho/azul (Figura 3). O niumero médio de
microestacas obtido aos 35 dias de cultivo foi de 5,7 e as maiores brotacOes

apresentaram, em média, comprimento de 5,6 cm.

a
100 abc
abc
be abc
| I l

0 I

FL LB LV LA LVA LVD
Figura 3. Teores de celulose em massa seca de parede celular de um clone de
Eucalyptus urophyllsob luzes fluorescente (FL), LED branca (LB), LED vermelha

(LV), LED azul (LA), LED vermelho/azul (LVA) e LED vermelho distante (LVD)
Letras diferentes identificam diferenga entre si pelo teste Tukey em nivel defs&badkilidade

S (o)) (0]
o o o

Celulose (%)

N
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3.2. Intensidade de luz

Entre as intensidades luminosas néo foi observada diferenca significativa para
as caracteristicas avaliadas (numero de microestacas produzidas e quantidade de
pigmentos fotossintéticos). O numero médio de microestacas coletadas por microcepa

apos 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo foi de 4,3, 4,9, 5,0 e 5,2 respectivamente (Figura 4)
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Figura 4. Namero médio de microestacas produzidas por microcepas (a) e quantidade
de clorofila total e carotenoides em folhas (b) de clonEwtmlyptus urophyllam
resposta a diferentes intensidades de luz fluorescente, em 28 dias de cultivo. C1, C2,
C3 e C4 representam as coletas semanais 1, 2, 3 e 4 respectivamente.

4. Discussao

Os dados do presente estudo mostraram que a diferenca na qualidade da luz
possibilita diferentes respostas no crescimdantovitro do clone deEucalyptus
urophylla As diferencas observadas no numero de brotagdes emitidas podem estar
relacionadas com os niveis enddégenos de citocininas, que estimulam a multiplicacao
de gemas. A luz influencia as concentracdes de reguladores de crescimento em plantas
vasculares, e age como um sinal morfogénico no desencadeamento do crescimento de
brotos, sendo que os passos iniciais na via de sinalizacao da luz envolvem citocininas
(STIRK et al. 2014; ROMAN et al. 2016).

A luz azul é necesséria durante o crescimento das plantas, para obter normal
funcionamento fotossintético e medeia respostas foliares (HOGEWONING et al.,
2012). A regido do azul do espectro de luz (450 a 500 nm) também pode agir na
inibicdo do alongamento do caule e no decréscimo na taxa de crescimento (TAIZ;
ZEIGER, 2013). A menor taxa de producao de brotacées em microcepas do clone de
E. urophyllafoi obtida quando cultivadas sob luz azul, porém sem prejuizo no
alongamento dos brotos.

Maiores niveis de pigmentos fotossintéticos em plantas cultivadas sob
combinacgdes de luzes azuis e vermelhas podem ser esperados devido ao fato dessas

regibes do espectro visivel da luz serem as mais usadas pelas plantas (MCCREE,
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1971). Os pigmentos fotossintéticos primarios em plantas superiores, clorofilas a e b,
tém absorcao nas regides azul e vermelha, sendo que as regides do azul, vermelho e
vermelho distante desempenham papéis-chave no processo de controle da morfologia
das plantas (RAJAPAKSE; SHAHAK, 2007).

Dentre as fontes de luz testadas neste estudo, a LED azul, LED veamelho
LED vermelho distante foram as que apresentaram menores valores de clorofila a. De
acordo com a emissdo espectral absoluta apresentada na Figura 2, essas fontes
luminosas ndo apresentam um balanco de irradiancia nas regidées do vermelho e do
azul. No cultivo déVithania somniferanaior teor de clorofila e maior crescimento foi
observado sob luz fluorescente e em mistura de LEDs azul com vermelho, quando
comparados com resultados obtidos sob luzes monocromaticas (LEE et al., 2007).
Plantulas dencidiumapresentaram maior teor de pigmentos sob LED azul quando
comparadas ao LED amarelo e verde, ou lampadas fluorescentes (MENGXI et al.,
2011). Para diferentes quimiotipos digpia albain vitro os niveis de pigmentos
fotossintéticos foram maiores nas plantas cultivadas sob LED vermelho/azul
(BATISTA et al., 2016).

Os carotenoides desempenham um papel importante durante a fotossintese,
protegendo o fotossistema da foto-oxidacdo. A biossintese de carotenoides é
influenciada pela qualidade, intensidade da luz e fotoperiodo, e nem todos os
comprimentos de onda de luz sdo necessarios para uma igual eficiéncia (WU et al.,
2007). EmFagopyrum tataricunas quantidades de carotenoides em brotos expostos
a luz LED branca foram relativamente maiores do que aqueles em brotos tratados com
LED azul e LED vermelha (TUAN et al., 2013). Estes resultados corroboram com 0s
encontrados no presente trabalho, onde maior quantidade de carotenoides foi obtida
em LED branca. Porém, efeitos de diferentes comprimentos de onda de luz na
biossintese de carotenoide pode depender dos tecidos e plantas examinados (TUAN et
al., 2013).

Segundo Mamedes-Rodrigues et al. (2018), diferenca na qualidade de luz
induziu mudangcas na expressdo de genes associados a via da celulose e
consequentemente na deposicao de celulose na parede celular, bem como na altura de
plantas deBrachypodium distachyonultivadasin vitro. Menores alturas e menor
porcentagem de celulose foram obtidas com o uso de LED vermelho/azul. Ainda
segundo os autores, o0s resultados sugerem que o padrao de deposicao e lignificagao da

parede celular pode ser regulado por estimulos luminosos durante condi¢cfes de cultivo
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in vitro. Para as microcepas do clone Eleurophyllaa qualidade de luz também
influenciou o teor de celulose presente na parede celular, sendo encontrada maior
guantidade com o uso de luz fluorescente quando comparada a luz LED branca.

Apesar da qualidade de luz ser fator importante no cuhiwitro, ainda sao
poucos estudos envolvendo seu efeito em espécies lenhosas e incluindo lampadas
LED. Em estudo conopulus euramericanacombinacdo de LED vermelha e azul
produziu a maior porcentagem de regeneracdo de brotos em comparacdo as luzes
monocromaticas ou fluorescente. No entanto, a luz influenciou a morfogénese de
maneira dependente do gendtipo (KWON et al., 2015). LaAmpadas LED com diferentes
comprimentos de onda, podem ser usadas sozinhas ou combinadas para otimizar a
fotossintese (SINGH et al., 2015; SHENGXIN et al., 2016). Muitos trabalhos mostram
a superioridade de lampadas LED no desenvolvimentotro de plantas quando
comparadas a luzes fluorescentes (BATISTA et al., 2018), porém, ndo ha um padréo
de resposta. A resposta a luz é dependente do gendtipo (ZIENKIEWICZ et al. 2015).
No presente estudo, a luz fluorescente também permitiu crescimento de microcepas do
clone deE. urophyllana condicaan vitro.

Além da qualidade de luz, outro fator que afeta o crescimento das plantas € a
intensidade luminosa (ALVARENGA et al., 2015). O controle da quantidade de luz
sob o cultivo de plantas é importante pois em baixa intensidade a fotossintese pode ser
ineficiente e reduzir o crescimento, enquanto em excesso, a luz pode danificar
estruturas fotossintéticas (SILVA et al., 2017). PlantasWidthania somnifera
cultivadas sob diferentes intensidades luminosas (15, 30, 6@neo®0n2 s?) tiveram
seu crescimento e fisiologia afetados. Foi observado maior crescimento de brotacdes
sob 30umol m? st e, aumentando a intensidade luminosa aténéél m? s* houve
maior producdo de clorofilas e carotenoides, densidade estomatica, taxa de
fotossintese e transpiracdo, condutancia estomatica, e eficiéncia do uso da agua (LEE
et al., 2007). Singh et al. (2017) avaliaram desenvolvimento de plantukasede
saccharumn vitro cultivadas em trés intensidades de luzes vermelho/azul e branca.
Intensidades mais altas aumentaram biomassa, porém, segundo o0s autores, a
acumulacédo de antocianinas nos tecidos, reducao do teor de clorofila e aumento do
estresse fisioldgico, indicaram danos induzidos nos tecidos sob maiores intensidades
de luz. No presente estudo, as plantas cultivadas nas intensidades de luz testadas
apresentaram semelhantes valores nas caracteristicas avaliadas, sem apresentar sinais

de prejuizo no crescimento. Intervalos maiores de intensidade luminosa podem ser
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testados a fim de verificar sua influéncia no crescimantotro de microcepas do
clone deE. urophylla

No estabelecimento de sistemas fotoautotréficos, tanto a qualidade quanto a
intensidade de luz devem ser consideradas. Na analise do agulmm de Mouriri
elliptica sob condi¢des que estimulam o comportamento fotoautotréfico, plantas foram
cultivadas na presencga e auséncia de sacarose e submetidas a diferentes intensidades
luminosas. Com o aumento da intensidade da luz a suplementacdo do meio com
sacarose tornou-se desnecessaria (ASSIS et al., 2016)}afiamea sativéd uso de
ventilagdo nos frascos de cultura e o aumento da irradiancia luminosa melhoraram o
desempenho das brotacbes e a capacidade fotossintética em relacdo a cultura
tradicionalin vitro (SAEZet al., 2012). O conhecimento da relacéo entre a qualidade
de luz e o padrdo de crescimento das plamasitro fornece uma base para
desenvolvimento de protocolos mais eficientes de cuhiwitro, permitindo assim o

planejamento de propagacao em larga escala.

5. Conclusodes

e Microestacas podem ser obtidas a partir de microcepas do cl&uealgptus
urophyllamantidas em sistema fotoautotrofiaovitro;

e Lampadas fluorescentes e lampadas LED podem ser utilizadas no tultivo
vitro, sem prejuizo no desenvolvimento de brotagdes destinatidsncao de
microestacas;

e Intensidades luminosas entre 60 e 1461 m?2 s promoveram, sem diferenca,

crescimento de microcepas de clonddealyptus urophyllan vitro.
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APLICABILIDADE DO JARDIM CLONAL invitro NA PROPAGA(;AO DE
Eucalyptus urophylla

Resumo- O jardim clonal na condicéno vitro tem como proposta contornar algumas
dificuldades na propagacéo vegetativa encontradas no minijardim clonal localizado no
viveiro florestal, agregando a técnica convencional de producdo de mudas pela
miniestaquia as vantagens da propagagaadtro. Nesse sentido, no presente estudo
faz-se um comparativo de produtividade de minicepas/microcepas de clone de
Eucalyptus urophylleem dois sistemas de cultivo: minijardim clonal localizado na
condigacex vitroe o jardim clonain vitro localizado em um laboratério de cultura de
tecidos, sendo realizadas avaliagbes quanto a producdo de brotacdes, enraizamento e
sobrevivéncia de miniestacas/microestacas. A producédo de miniestacas/microestacas
por minicepas/microcepas foi semelhante, porém sendo maior a produtividade por area
no sistema de jardim cloni vitro. Em ambos os sistemas foi observada alta taxa d
sobrevivéncia e enraizamento das mudas em viveiro. Contudo, o sistema de jardim
clonalin vitro visa proporcionar uma nova forma de propagar plantas vegetativamente,

o qual deve ser melhor estudado e aprimorado para tornar-se alternativa ao minijardim
clonal para producédo de mudas clonaig€dealyptus

Palavras-chave Propagacdo vegetativa, micropropagacdo, miniestageia

microestaquia.

1. Introducéo

O sucesso da produtividade nos plantiosEdealyptusno Brasil tem sido
funcdo da combinacdo de diversos fatores, entre os quais podem ser citados 0s
programas de silvicultura clonal bem estabelecidos, as estratégias de melhoramento
genético em constante desenvolvimento, a producao de hibridos especificos e a selecéo
de clones elite, assim como o avanco das tecnologias da propagacao clonal na
producao de mudas (FERRARI et al., 2004; XAVIER et al., 2013).

Sendo assim, a evolucdo das técnicas de propagacdo, aliada ao processo
produtivo e ao desenvolvimento da ciéncia, € necessaria para alcangar os objetivos
almejados na multiplicacéo e preservagdo do material genético selecionado. Portanto,

o conhecimento de algumas areas da propagacdo de plantas € considerado
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imprescindivel ao bom desempenho no processo de multiplicagdo (XAVIER et al.,
2013).

Dentre as técnicas de propagacédo vegetativa, a estaquia constitui-se em uma
das principais na propagacéao de clones selecionados visando atender aos objetivos da
silvicultura clonal. No Brasil esta técnica foi aperfeicoada para contornar dificuldades
como a obtencdo de material vegetativo com grau de juvenilidade e vigor fisiolégico
adequado ao enraizamento de estacas, além de contornar dificuldades de manutencao
das areas de coletas das mesmas. Assim, 0 processo culminou no desenvolvimento da
miniestaquia € no uso da micropropagacgéo para desenvolvimento da microestaquia
(XAVIER; COMERIO, 1996; ALFENAS et al., 2009), ambas técnicas, direcionadas
para a otimizacao da clonagem de explantes oriundos de arvores adultas (DEL PONTE
et al., 2001).

Atualmente, para producdo de mudas do géRealyptus o método mais
utilizado para a clonagem de genétipos superiores por praticamente todas as empresas
florestais tem sido a miniestaquia (FERREIRA et al., 2004; XAVIER et al., 2013). A
produtividade de miniestacas por este sistema esta intimamente ligada as condicdes de
manejo adotado, ao tempo de cultivo, ao gendtipo utilizado, aos aspectos ambientais e
as condi¢Bes nutricionais. O desequilibrio desses aspectos afetam diretamente as
minicepas, resultando muitas vezes em perda do vigor fisiol6gico e na formacéo de
propagulos com baixos indices de enraizamento (MALAVASI, 1994; CUNHA et al.,
2009).

A técnica de micropropagacédo, como ferramenta de producao de microestacas,
tem sido relatada como aquela que traz inUmeras vantagens ao processo de producao
de mudas dé&ucalyptus como a propagacao massal de clones em curto espaco de
tempo, maior controle nutricional, ambiental e fitossanitario, transporte do material
clonal por grandes distancias sem danos, armazenamento por longos periodos,
retencdo do vigor hibrido e rejuvenescimento/revigoramento do material vegetal
(BISHT et al., 1999; HARTMANN et al., 2011; XAVIER et al., 2013). Além disso,
os problemas de enraizamento de estacas, principalmente observados em arvores
adultas devido a alta producao de inibidores ao enraizamento, metabdlitos secundarios
e fendis, podem ser minimizados ou até solucionados pelo emprego da
micropropagagao como técnica de rejuvenescimento/revigoramento do material clonal
(JOSHI et al., 2003).
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A propagacdaadn vitro ainda € um processo estressante para as plantas, assim
como ainda possui limitagdes técnicas e econdmicas paearnescala comercial de
producdo de mudas clonaiseacalyptus O alto custo de producao, a necessidade de
adaptacdo de protocolos e pouco investimento para desenvolvimento e inovacao no
processo de producéwo vitro sdo alguns fatores que dificultam a aplicacdo em larga
escala (KAUR; SANDHU, 2015; SHUKLA et al., 2017; NUNES et al., 2018). Além
disso, plantas com capacidade de sobrevivéncia limitada s&o frequentemente
produzidas apos sua transferéncia para condexdesro (CHANDRA et al., 2010;

DIAS et al., 2014). Assim, o desenvolvimento de novos sistemas de controle ambiental
in vitro tem sido mencionado como necessério para superar as dificuldades na
producaoin vitro em larga escala de plantas de alta qualidade (GAGO et al., 2014;
ARENCIBIA et al., 2017; SHUKLA et al., 2017).

Até o momento, a relacdo entre a técnica de micropropagacao e o jardim clonal
€ relatada apenas na formacédo de plantas para gerar microcepas, e estas sao também
mantidas em viveiro, assim como no sistema de minijardim clonal (BRONDANI et
al., 2012a; CORREIA et al., 2015). A proposta de um jardim clongitro para
producdo de microestacas surge como uma alternativa ao sistema de producdo de
miniestacas atualmente adotados nos sistemas de producdo de mudas clonais pela
miniestaquia. O jardim clonah vitro consiste num sistema de producdo de mudas
clonais em condicdes vitro, onde das microcepas formadas (mantidas sob condi¢cdes
assépticas, com temperatura, luminosidade e fotoperiodo controlados) sdo coletadas
microestacas e estas sdo levadas as condigbeiro (viveiro) para formacao da
muda.

Assim, objetiva-se com o trabalho comparar o sistema convencional de
minijardim clonal em viveiro com um novo sistema de jardim clongitro proposto
quanto a produtividade de propagulos vegetativos para producdo de mudas de um
clone deEucalyptus urophylla

2. Material e métodos

2.1. Formacao do jardim clonalin vitro

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de Cultura de Tecidos Il do Instituto

de Biotecnologia Aplicada a Agricultura (BIOAGRO) e no Viveiro de Pesquisas do
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Departamento de Engenharia Florestal, ambos da Universidade Federal de Vigosa,
localizado em Vigosa MG.

Segmentos nodais foram obtidos pelo cultivo de brotacbes, contendo gemas
diferenciadas, de um clone Becalyptus urophyllam tubos de ensaio contendo 10
mL meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995), adicionado de 3bdglsacarose,

100 mg ! de mio-inositol, 800 mg t de PVP, 0,05 mg t de BAP (6-
benzilaminopurina), 0,25 mgide AIB (4cido 3-indolbutirico) e 6 glde agar.

Para formacdo das microcepavitro (Figura 1b), segmentos nodais de 3 cm
com dois pares de folhas, proveniente das brotacbes alongad#so, foram
inoculados em frascos de vidro (261 de capacidade) contendo como substrato
vermiculita de granulometria média e meio de cultura liquido JADS, adicionado de
100 mg ! de mio-inositol, 800 mg L de PVP, 0,05 mgtde BAP, 0,25 mg t de
AIB e 7 g L1 de sacarose, com pH ajustado para 5,80+0,02. O substrato e 0 meio de
cultura utilizados foram esterilizados em autoclave com pressdo de 1,5 atm e
temperatura de 121°C durante 20 minutos.

Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno (com taxa de
troca de CQde 14uL L s1), e apos 30 dias estas foram substituidas por tampas de
polipropileno com um orificio (10 mm) coberto com membrana MilliSeal (com taxa
de troca de C@de 21uL L s?). Foi realizada uma poda de formacéo das microcepas
(para retirada de brotagcdes maiores que 2 cm e para estimular a brotacdo das gemas
axilares na porcdo remanescente) e, a cada 15 dias, uma solu¢cdo de meio JADS
autoclavada, contendo macro e micronutrientes, e 600 udelcloro ativo (2,5%),
era adicionada nos frascos contendo as microcepas.

Microcepas com 180 dias de idade foram utilizadas para compor o jardim
clonalin vitro (Figura 1a), o qual foi mantido em sala de crescimento sob fotoperiodo
de 16 horas diiz, temperatura de 25+2°C e irradiancia de 70 pmol m2s? fornecida
por tubos fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W, S&o Paulo, Brasil). O espagamento

entre microcepas foi de 7,1 x 8,3 cm, totalizando 168 plantas?por m

2.2.Formacao do minijardim clonal ex vitro

O trabalho foi conduzido no Viveiro de Pesquisas do Departamento de
Engenharia Florestal da UFV. Brotacdes com cerca de 3 cm (microestacas) foram
coletadasn vitro (microcepas) cultivadas em frascos de vidro (250 mL de capacidade)
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com membrana para troca gasosa, tendo como substrato vermiculita de granulometria
média e meio liquido JADS. As microestacas coletadas foram transferidas para o
viveiro e plantadas em tubetes plasticos de 55dentapacidade, contendo substrato
comercial (Tropstrato Vida Verde) e vermiculita de granulometria média, na
proporcao de 2:1.

ApOGs serem estaqueadas, as microestacas foram acondicionadas em casa de
vegetacdo climatizada (temperatura de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar > 80 %)).
Nos primeiros 15 dias em casa de vegetacéao, foi mantida uma cobertura com Aluminet
(50 %) sobre as microestacas, a 20 cm de altura sobre os recipientes. Apés 30 dias de
permanéncia na casa de vegetacao, o material foi transferido para casa de sombra,
sendo realizada adubacé&o de cobertura, constituida pela aplicacdo de 2 mL por muda
de solucéo de fosfato monoamonico (MAP), na concentragdo de'2 Aslmudas
permaneceram em casa de sombra (50 % de sombreamento) por 30 dias, sendo em
seguida transferidas para pleno sol, aplicando 5 mL por muda de solugéo do formulado
NPK 20-5- 20 (Heringer), na concentragédo de 6'g L

As mudas enraizadas e aclimatadas com 150 dias de idade foram transplantadas
para canaletdo de areia do minijardim clonal para formacdo das minicepas, adotando
um espacamento de 10 x 10 cm entre plantas, totalizando 100 plantas por m2. Apés 10
dias do plantio em canaletdo, fez-se a poda do apice da muda, para estimular a emisséo
de novas brotacdes. Miniestacas foram coletadas semanalmente, sendo realizadas
avaliacdes apo6s 120 dias da implantacdo do minijardim clonal. O minijardim feito em
alvenaria, fechado lateralmente com clarite, com teto plastico fixo e piso cimentado,
sob iluminacdo natural, possuia leitos com dimensées de 0,8 x 15,6 m, inclinacéo de
1%, profundidade de 30 cm, sendo 5 cm deal@i25 cm de areid irrigacdo e a
nutricdo mineral foram efetuadas com sistema automatizado de gotejamento,
utilizando quatro fitas de irrigacdo com gotejadores, sendo a vazdo de/8id,/m

distribuido em cinco aplicacdes diarias de trés minutos de duracéo.

2.3. Coleta e enraizamento das miniestacas/microestacas

Microestacas (brotagcbes de aproximadamente 3 cm) e miniestacas (brotacoes
de aproximadamente 6 cm) (Figurd fozam coletadas a cada sete dias e contabilizado
0 numero produzido por microcepa e minicepa, respectivamente. Nas microcepas

foram realizadas 10 coletas e nas minicepas foram feitas quatro coletas sucessivas. Em
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duas das coletas realizadas, as microestacas e miniestacas foram plantadas em tubetes
plasticos de 55 cfnde capacidade, contendo substrato comercial (Tropstrato Vida
Verde) e vermiculita de granulometria média, na proporcao de 2:1.

Apoés serem estaqueadas, as microestacas/miniestacas foram acondicionadas
em casa de vegetacao climatizada (temperatura de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar
> 80 %). Nos primeiros 15 dias em casa de vegetacdo, foi mantida uma cobertura com
Aluminet (50 %) sobre os propagulos, a 20 cm de altura sobre os recipientes. Apés 30
dias de permanéncia na casa de vegetacdo, o material foi transferido para casa de
sombra, sendo avaliado quanto a sobrevivéncia e enraizamento (raiz observada no
fundo do tubete).

Figura 1. Producdo em Jardim clonal vitro. A: Disposicao de frascos de cultivo
contendo microcepas em bancada em laboratério; B: Frasco contendo microcepa; C:
Padrédo de microestaca e miniestaca, respectivamerecdbyptus urophyllaBarra
=2cm.

2.4. Coleta e andlise de dados

O jardim clonalin vitro foi formado por 42 microcepas e o minijardim em
viveiro por 64 minicepas. Os experimentos em viveiro foram conduzidos em
delineamento em blocos casualizados (DBC), constituido por dois tratamentos
(microestacas e miniestacas), trés repeticbes e parcelas contendo 30
microestacas/miniestacas.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e a analise dos dados
foi realizada no software estatistico R verséo 3.5.0 (R CORE TEAM, 2018), utilizando
o pacote ExpDes, versao 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013).
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3. Resultados

O numero de microestacas/miniestacas produzidos por microcepa/minicepa
nao foi influenciado pelo sistema de cultivo adotado. Os valores médios de
microestacas/miniestacas produzidos semanalmente variaram entre 3,9 e 5,0 no jardim

clonalin vitro e entre 4,1 e 4,5 no minijardim clonal em viveiro (Figyra 2

a b
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Figura 2. Namero médio de microestacas produzidas por microcepa em jardim clonal
in vitro em dez coletas realizadas (a) e miniestacas produzidas por minicepa em
minijardim clonal em viveiro em quatro coletas (b), de um clond&uealyptus
urophylla

Considerando o espacamento utilizado, o nUmero de microcepas por metro
guadrado foi de 168, enquanto para o minijardim, no espacamento adotado, é possivel
alocar 100 minicepas por metro quadrado. A partir da estimativa de producao de
propagulos obtida por metro quadrado em cada sistema, observoaior
produtividade no jardim clonat vitro quando comparada aos valores de producao do
minijardim em viveiro (Figura 3a).

As taxas de sobrevivéncia das miniestacas e microestacas foram semelhantes
estatisticamente, sendo as médias em ambos 0s sistemas sspeBidfo. As taxas
de enraizamento das microestacas/miniestacas também foram estatisticamente

semelhante nos dois sistemas de producao (Figura 3b).
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Figura 3. Em sistema de jardim clonal vitro e minijardim clonal em viveiro para
um clone deEucalyptus urophylla(a) Estimativa de producdo média semanal de
microestacas/miniestacas por metro quadrado; Porcentagem média de
sobrevivéncia e enraizamento de mudas apés 30 dias de plantio.

4. Discussao

Técnicas de micropropagacao tém sido otimizadas para espécies e hibridos de
Eucalyptu§HUNG; TRUEMAN, 2011; BRONDANI et al., 2012a; OLIVEIRA et al.,

2012; OLIVEIRA et al., 2015; SHANTHI et al., 2015), principalmente buscando o
rejuvenescimento e revigoramento dos tecidos e, dessa forma, maximzando
enraizamento adventicio de materiais com dificuldade de propagacdo vegetativa.
Estes estudos e inimeros outros que visam a melhoria da propagacao vegetativa de
espécies florestais trazem grandes beneficios para os sistemas de producéo clonal em
grande escala de materiais genéticos selecionados, tanto em qualidade quanto em
quantidade (BRONDANI et al., 2017).

O jardim clonalin vitro proposto, com cultivo de microcepas em condi¢cdes
ambientais controladas em laboratério, sob sistema fotoautotréfico, € baseado no
sistema proposto por Kozai et al. (2005), porém com manutencdo das plantas
(microcepas) nos recipientes para coletas sucessivas, com reposi¢cao de meio de cultura
composto basicamente por agua, macro e micronutrientes. Coleta sucessiva de
microestacas em material vegetal Elecalyptusmantidoin vitro ja foi relatada em
estudo (GALLO et al.,, 2017) porém com uso de &gar, sacarose, reguladores de
crescimento, com transferéncia para novos frascos com meio de cultura apdés cada

coleta de material vegetal.
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No presente trabalho, o jardim clonalvitro possui vantagens advindas do
sistema fotoautotréfico de cultivo, além das demais relativas ao cultivo em sistema de
micropropagacao convencional. Segundo Kozai (2010), estas condicbes sé&o
importantes para producdo de plantas de qualidade, em larga escala, com altas taxas
de sobrevivénciax vitroe redugao de custos de produgéo.

Novos sistemas de micropropagacao tém sido desenvolvidos na aquisicéo de
melhorias do processo de producao vegetal e para buscar resolver as limitacdes atuais
dos viveirosex vitrq entre 0os quais pode-se citar o sistema de biorreatores, visando
automatizacéo e larga escala (PENCHEL et al., 2007). Em biorreatores também tem
sido trabalhado o cultivo fotoautotréfico ou fotomixotréfico (ARENCIBIA et al.,
2013; ARENCIBIA et al., 2017; REGUEIRA et al., 2018). Porém, ainda é preciso o
desenvolvimento de protocolos eficientes para obter aumento na produtividade e
reducdo nos custos, tornando o processo competitivo com os métodos tradicionais de
producédo (BUSINGE et al., 2017; MAXIMO et al., 2018).

A producéo de microestacas sob condicfes fotoautotroficas tém sido relatada
como vantajosa em relacdo a micropropagacéao convencional. Essas vantagens incluem
a promocdao do crescimento e fotossintese de plentéso; prevencédo de disturbios
morfologicos e fisiolégicos; diminuicdo de contaminagdo microbiana; alta taxa de
sobrevivéncia de plantas cultivadasvitro quando transferidas para um ambiete
vitro; simplificagcdo do sistema de micropropagacéao; flexibilidade para producéo de
plantasn vitro em larga escala; aumento anual do rendimento de producé&o por unidade
de éarea util; reducdo de custo e maior possibilidade de automacédo do sistema
(NGUYEN et al., 2016).

No presente estudo, no cultivo de microcepas em sistema de jardimicclonal
vitro foram observadas algumas das principais vantagens relatadas para cultivos
fotoautotréficos. Além da maior produtividade de microestacas e altas taxas de
sobrevivénciax vitrg houve reduzida perda de microcepas por contadinag

A miniestaquia tem sido a principal técnica de producdo de mudas clonais de
Eucalyptuso Brasil, tendo inUmeros trabalhos visando aumentar a produtividade das
minicepas, taxa de enraizamento das miniestacas e qualidade de mudas produzidas
(BRONDANI et al., 2012b; SOUZA et al., 2014; LOPES et al., 2016; FERREIRA et
al., 2017). Os resultados do presente trabalho confirmam a eficiéncia do processo de
producdo de mudas advindas do minijardim clonal, porém, atesta a possibilidade da

producdo de mudas via jardim clomavitro.
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Segundo Alfenas et al. (2009), a produtividade médiautalyptus grandix
E. urophyllaem sistema tradicional de minijardim clonal (em leito de areia com
fertirrigacdo por gotejamento, com espacamento de minicepas de 10 x 10 cm) é em
torno de 8.000 a 12.000 miniestacas/m?/ano. Com os resultados encontrados no
presente estudo, a estimativa de producdo anual de microestacas é de 37.180
microestacas/m? (715 microestacas/m?/semana x 52 semanas). Ao considerar a
possibilidade de uso de mais de um nivel de cultivo em laboratério, com a utilizacao
de prateleiras, a estimativa de produtividade é cerca de 185.900 microestacas/m3/ano
(37.180 microestacas/m2/ano x 5 niveis de prateleira). Assim, produtividade por area
€ superior no sistenia vitro, havendo maior aproveitamento do espaco fisico, com
controle das condi¢cdes ambientais.

A alta taxa de sobrevivéncia das microestacas observadas em cendiiém
pode ser devido a facil adaptacdo deste material cultivado em ambiente
fotoautotréfico, possivelmente com maior controle da transpiracdo e estdmatos
funcionais. O funcionamento estomatico € uma caracteristica importarde par
controlar a perda de agua em ambiertesitra Na maioria das vezes, as plantulas
cultivadasin vitro ndo tém estdmatos funcionais (DIAS et al., 2014), apresentando
frequentemente baixa taxa de sobrevivéncia devido a desordens anatbmicas e
fisiol6gicas induzidas por condicd@s vitro (MARTINS et al., 2015). As mudas
obtidas do jardim clonah vitro séo inicialmente mais sensiveis que as advindas d
minijardim em viveiro. Porém, altas taxas de sobrevivéncia e enraizamento s&o
observadas quando o manejo adequado é feito em casa de vegetacao.

O jardim clonalin vitro, ainda precisa ser melhor desenvolvido mas ja
apresenta boas perspectivas na producdo de mudascdlyptus Outras condicdes
de cultivo in vitro podem ser manipuladas a fim de aumentar a producédo de
microestacas, como a temperatura e 0 enriquecimento da atmosfe@Ozppor
exemplo. Uso de recipientes maiores, contendo varias microcepas, também é uma
opcéao a ser testada, para principalmente, operacionalizar as coletas de microestacas,
assim como explorar a utilizacdo de espacos em salas de cultura de tecidos para
aumentar ainda mais a produtividade, onde alocagéo das culturas pode ser adensada
verticalmente.

Os resultados do presente trabalho demonstram que o sistema de jardim clonal
in vitro pode tornar-se uma forma alternativa na produgdo de mudas clonais de

Eucalyptus com maior produtividade de microestacas. A evolugdo das técnicas de
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propagacdo, aliada ao processo produtivo e ao desenvolvimento da ciéncia, é
necessdria para alcancar os objetivos almejados na multiplicacdo e preservagédo do
material genético selecionado (XAVIER et al., 2013). O desenvolvimento de um nova
metodologia para propagacdo vegetativa, principalmente sob condicGes

fotoautotréficas, abre novas perspectivas para a silvicultura clonal.

5. Conclusodes

Em sistema de jardim clonah vitro € possivel obter maior nimero de
microestacas por area quando comparada a producao de miniestacas em minijardim
clonal na condicdex vitrg no entantoastaxas de sobrevivéncia e enraizamento das
microestacas foram semelhantes as das miniestasasa de vegetacdo nas

condicOes de viveiro de producdo de mudas clonais.
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos objetivos propostos e nas condicdes em que foram realizados os

experimentos do presente estudo, buscando desenvolver o jardimrchatal para

a propagacao vegetativa de cloneg&dealyptusfoi possivel concluir:

1)

2)

3)

A propagacaan vitro de clones ddéucalyptuspara obtencdo de brotacfes
alongadas (microestacas) pode ser realizada em diferentes recipientes, com
diferentes capacidade® fabricados com materiais variados (vidro,
polipropileno, acrilico). Frascos de vidro com capacidade de 250 mL
proporcionaram melhes condi¢cdes para crescimerito vitro de diferentes
genotipos. O substrato afeta o crescimento das plantasro, sendo que,

como alternativa ao &gar, a vermiculita pode ser usada sem prejuizo no
crescimento das plantas. As caracteristicas de crescimento também sé&o
influenciadas pelo gendtipo (clone) utilizado, sendo possivel realizar selecéo

de clones mais adaptaveis as condigdestro.

O uso de sacarose no meio de cultivo e de sistemas que permitam as trocas
gasosas entre os recipientes e ambiente externo, como o uso de membranas,
sao fatores importantes a serem considerados no estabelecimento de cultivo
fotoautotréfico. Para melhor crescimento e formagéo de microcepas de clones
de Eucalyptus urophyllaa sacarose deve ser usada, em concentracéo inferior

a 20 g !, sendo a mesma dispensavel apos formacédo (enraizamento) das
microcepas. O uso de membranas que permitam maiores trocas gasosas
melhora o crescimentm vitro das microestacas e aumenta 0 sucesso na

aclimatacaex vitra

A qualidade da fonte de luz utilizada no cultivovitro de microcepas de
Eucalyptus urophyllaaltera o crescimento das plantas. As lampadas
fluorescentes, comumente utilizadas em salas de cultura de tecidos, permitem
0 crescimento de microcepas. Lampadas LED podem ser utilizadas, em
substituicdo as lampadas fluorescentes, proporcionando resultados
semelhantes quanto ao crescimemovitro para clones deEucalyptus

urophylla A intensidade luminosa, sob lampadas fluorescentes, entre 60 e 140
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4)

umol m? s, permite crescimento de microestadasvitro, sem diferenca

observada neste intervalo.

O sistema de jardim clonah vitro permite producdo de mudas clonais de
Eucalyptus sendo uma alternativa ao sistema de miniestaquia em viveiro
devido a maior producdo de microestacas por metro quadrado, conforme
apresentado neste trabalho. No entanto, novos estudos devem ser conduzidos
buscando extrapolar estes resultados para outros clones, assim como

viabilidade econdmica e operacional em larga escala.
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