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RESUMO GERAL

A indu¢do de brotos epicormicos em galhos podados aliada a técnica de micropropagacao
podem ser utilizadas para promover o rejuvenescimento/revigoramento de tecidos e resgatar
arvores adultas de eucalipto em testes de espécies e procedéncias com potencial para aplicagdes
industriais. Apesar dos plantios inexpressivos no Brasil, a espécie Eucalyptus pilularis
apresenta grande potencialidade para serraria e laminagao no sudeste do pais. A propagacgdo in
vitro de espécies lenhosas, principalmente com avancgada idade ontogenética, ainda apresenta
entraves, tornando-se necessaria a definicdo de metodologias que promovam melhorias no
ambiente de cultivo in vitro. Dessa forma, o objetivo geral do trabalho foi definir metodologias
para melhorar as respostas morfofisiolégicas no estabelecimento, na multiplicagdo, no
alongamento e no enraizamento in vitro de E. pilularis com idade cronoldgica de 44 anos, sendo
divido em quatro capitulos. No capitulo 1, objetivou-se avaliar duas origens de tecidos € quatro
métodos de inoculagdo no estabelecimento in vitro da espécie. De acordo com os resultados,
somente foi possivel estabelecer explantes provenientes de tecidos com menor idade
ontogenética, e recomenda-se a utilizagdo de carvao ativado, PVP30 e exposicdo a luz nessa
fase da micropropagagdo para E. pilularis. Para o capitulo 2, o objetivo foi avaliar inducao de
gemas e brotos epicormicos, o estabelecimento, a multiplicagdo por 15 subcultivos, a fidelidade
genética e o alongamento in vitro, testando duas concentragdes de BAP e ANA, de trés matrizes
da espécie (M1, M2 e M3). Somente foi possivel estabelecer, multiplicar e alongar explantes
provenientes da M3, sendo recomendada a concentracdo de 0,10 mg L' de BAP combinada
com 1,0 mg L'! de ANA no alongamento in vitro. Ndo houve constatagio de polimorfismo apds
a multiplicagdo in vitro. O objetivo do terceiro capitulo foi avaliar o efeito de fontes de carbono,
na multiplicacdo e no alongamento in vitro, e concentracdes da melhor fonte de carbono e
sistemas de vedacdo dos frascos no alongamento e no enraizamento in vitro da espécie. A
utilizagao de glicose resultou nas melhores respostas na multiplicacdo e no alongamento in vitro
de brotacdes em tubos, e os melhores no alongamento € no enraizamento in vitro em frascos
contendo tampas com uma membrana porosa, na concentragio de 30 g L'!. No capitulo 4,
objetivou-se avaliar o efeito da qualidade de luz e de concentragdes de glicose na multiplicagao
e no alongamento in vitro da espécie. A utilizacdo da lampada fluorescente e das LEDs V:A e
a suplementacdo do meio com 30 g L' de glicose resultaram nas maiores médias para as
caracteristicas avaliadas na multiplicagdo e no alongamento in vitro. As metodologias testadas
demonstram as melhorias possiveis no cultivo in vitro de E. pilularis com avancada idade
ontogenética e a importancia da aplicagdo da clonagem em larga escala, por meio das técnicas
utilizadas para espécies de eucalipto.

Palavras-chave: Micropropaga¢ao. Clonagem. Trocas gasosas. Fonte de carbono. Qualidade de
luz.



ABSTRACT

The induction of epicormic shoots in pruned branches together with micropropagation can be
used to promote tissue rejuvenation/reinvigoration and rescue adult eucalypts trees in tests of
species and provenances with potential for industrial applications. Despite the inexpressive
plantations in Brazil, the species Eucalyptus pilularis has great potential for sawmilling and
laminating in the Southeast of the country. /n vitro propagation of woody species, mainly with
advanced ontogenetic age, still presents obstacles, making it necessary to define methodologies
that promote improvements in the in vitro culture environment. Thus, the general aim of the
work was to define methodologies to improve the morphophysiological responses in the
establishment, multiplication, elongation and in vitro rooting of E. pilularis with a
chronological age of 44-years-old, being divided into four chapters. In chapter 1, the aim was
to evaluate two tissue origins and four inoculation methods in the in vitro establishment of the
species. According to the results, it was only possible to establish explants from tissues with a
lower ontogenetic age, and it is recommended to use activated charcoal, PVP30 and exposure
to light in this phase of micropropagation for E. pilularis. For chapter 2, the aim was to evaluate
induction of buds and epicormic shoots, establishment, multiplication by 15 subcultures,
genetic fidelity and in vitro elongation, testing two concentrations of BAP and NAA, from three
selected trees of the species (M1, M2 and M3). It was only possible to establish, multiply and
elongate explants from M3, being recommended the concentration of 0.10 mg L' BAP
combined with 1.0 mg L' NAA for in vitro elongation. Polymorphisms were not found after in
vitro multiplication. The aim of the third chapter was to evaluate the effect of carbon sources
on in vitro multiplication and elongation, and concentrations of the best carbon source and flask
sealing systems on elongation and in vitro rooting of the species. The use of glucose promoted
the best results on in vitro multiplication and elongation of shoots in tubes and the best in
elongation and in vitro rooting in flasks containing lids with a porous membrane, at a
concentration of 30 g L'!. In chapter 4, the objective was to evaluate the effect of light quality
and glucose concentrations on the in vitro multiplication and elongation of the species. The use
of fluorescent lamps and R:B LEDs and supplementation of the medium with 30 g L! of glucose
resulted in the highest averages for the characteristics evaluated in multiplication and elongation
in vitro. The methodologies tested demonstrate the possible improvements in the in vitro culture
of E. pilularis with advanced ontogenetic age and the importance of applying cloning on a large
scale, through the techniques used for eucalypts species.

Keywords: Micropropagation. Cloning. Gas exchange. Carbon source. Light quality.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O sucesso dos povoamentos florestais implantados com espécies do género Eucalyptus
no Brasil destacam-se pelo rapido crescimento, pela produtividade e pela adaptagdo ambiental
nas varias condi¢des edafoclimaticas (COSTA et al., 2019). Muitas destas espécies ja sao
utilizadas comercialmente, gerando multiplos produtos para diversos fins industriais, como
madeira, celulose, papel, energia, 6leos essenciais, entre outros (GUERINO et al., 2022; IBA,
2021; MONTEIRO et al., 2021; RAMALHO et al., 2020; SAO TEAGO et al., 2020;
TEIXEIRA et al., 2020).

No Brasil, o interesse nas espécies do género teve inicio na década de 1960 com os
incentivos fiscais, e se intensificou em meados de 1970, quando foram implantados em testes
de espécies e procedéncias de eucalipto com o intuito de testar espécies potenciais para
aplicagoes industriais, visando a possibilidade de formacao de futuros plantios florestais (IPEF,
1984).

A implantacdo de tais testes foi realizada por meio do Projeto de Desenvolvimento e
Pesquisa Florestal (PRODEPEF), juntamente ao Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal (IBDF) e a EMBRAPA (IPEF, 1984). Um dos ultimos testes remanescentes e
conservados em termos experimentais esta localizado em Lavras, Minas Gerais, no Viveiro
Florestal, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade de Lavras —
UFLA (IPEF, 1984).

Dentre as espécies testadas, o Eucalyptus pilularis ¢ uma das que tem grande valor na
Australia pelo seu rapido crescimento e sua excelente qualidade da madeira (MOURA, 2001).
No Brasil, as areas plantadas com essa espécie sao inexpressivas pela dificuldade de obtengao
de hibridos com materiais amplamente utilizados, pela baixa capacidade de rebrota e pela casca
volumosa, que ndo ¢ interessante para algumas finalidades (CASTELLANO et al., 2013). Por
outro lado, de acordo com Ferreira e Simdes (1994), existem importantes variagoes genéticas
dentro da espécie e ha possibilidade de se explorar essa variagdo para obtencdo de materiais
superiores e, posteriormente, resgata-los. E uma espécie com grande potencial para serraria e
laminagdo, principalmente no Sudeste do pais (GOMES et al., 1977; GOMES et al., 1981;
MENDES et al., 1983; MOURA et al., 1980).

Dessa forma, em alguns casos, como nesse teste de espécies e procedéncias, algumas
técnicas de resgate ndo podem ser utilizadas pela impossibilidade de realizar o abate ou

anelamento de arvores selecionadas para posterior clonagem, visando a conservacao do teste.
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Assim, a indugdo de brotacdes epicormicas a partir de galhos podados de matrizes selecionadas
tem se mostrado uma alternativa para a obtencao de brotagdes juvenis (AVELAR et al., 2020;
BACCARIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; WENDLING; BRONDANI; DUTRA,
2013).

Em 4arvores adultas, com avancada idade ontogenética, o resgate por brotagdes
epicormicas e a utilizagdo da micropropagacao sao formas de promover o rejuvenescimento do
material genético. Porém, ainda existem alguns entraves no cultivo in vitro de muitas espécies
referentes a melhoria no ambiente de cultivo, como o aumento da umidade relativa e
concentra¢do de etileno nos frascos, a dificuldade na assimilacdo de CO2, a defini¢cdo da melhor
fonte de carboidrato a ser utilizada, da qualidade de luz, da concentracdo de reguladores de
crescimento, 0 que compromete as respostas morfofisiologicas in vitro, principalmente em
espécies em que ndo se tem muitos estudos, como no caso do Eucalyptus pilularis. Entraves
que podem ser contornados pela possibilidade de trocas gasosas com o uso de membranas
porosas e substitui¢ao da fonte de carbono ou da fonte de luz.

Outro fator que deve ser considerado ¢ a possibilidade de variagdo somaclonal no
material cultivado in vitro, principalmente pelo nimero de subcultivos realizados a fim de
promover o rejuvenescimento. Nesse contexto, ¢ importante a aplicacdo de testes de fidelidade
genética para analisar se e quanto do gendtipo da planta matriz foi mantido.

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo geral definir metodologias para melhorar as
respostas morfofisiologicas no estabelecimento, na multiplicagdo, no alongamento e no
enraizamento in vitro de E. pilularis com idade cronologica de 44 anos. Quanto aos objetivos
especificos, sdo eles: (i) resgatar arvores adultas de Eucalyptus pilularis por meio da indugao
de brotagdes epicormicas e testar a fidelidade genética do material, (i) avaliar o
estabelecimento in vitro de Eucalyptus pilularis, considerando fontes de origem dos tecidos e
métodos de inoculagdo, (iii) desenvolver as fases da micropropagacdo para a espécie,
analisando fontes de carbono, trocas gasosas e concentragao de reguladores de crescimento, (iv)
avaliar a multiplicagcdo e o alongamento in vitro da espécie, testando fontes de luz e

concentragdes de glicose.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Eucalyptus pilularis

O sucesso dos plantios florestais com espécies do género Eucalyptus no Brasil se deve
ao elevado e rapido crescimento volumétrico, a adaptacdo a diversas condigdes
endafoclimaticas do pais e a ampla aceitacdo no mercado econémico (COSTA et al., 2019).
Muitas destas espécies ja sdo utilizadas comercialmente, gerando multiplos produtos para
diversos fins industriais, como madeira, celulose, papel, energia, 6leos essenciais, entre outros
(IBA, 2021; GUERINO et al., 2022; MONTEIRO et al., 2021; RAMALHO et al., 2020; SAO
TEAGO et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2020).

No entanto, existem outras espécies de eucaliptos com alto potencial para plantio, como
Eucalyptus pilularis. Estudos classicos indicam que a espécie tem bom crescimento e tem
amplo potencial para serraria, sendo bastante empregada em contrucdes civis, como postes e
dormentes (ALCORN et al., 2008; PASZTOR, 1974; SILVA et al., 2015). Eucalyptus pilularis
pertence ao subgénero Eucalyptus, secdo Renanthera e ocorre em New Gales do Sul, nas
planicies costeiras, areas montanhosas proximas a costa, estendendo-se para sul de Queensland
(FONSECA et al., 2010) (FIGURA 1), muitas vezes como uma Unica espécie, embora outras
vezes em mistura com outros eucaliptos (WEST; RATKOWSKY; SMITH, 2020).

Figura 1 - Distribuicao de Eucalyptus pilularis Smith em sua area de ocorréncia natural.

Leaflet | Atlas of Living Australia, Map data © CpenStreetMap, imagery © CartoDBE

Fonte: Atlas of Living Australia (2022).
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A arvore apresenta grande porte, podendo alcancar 60 m de altura (PASZTOR, 1974).
E pouco exigente de fertilidade do solo, tipica de regides acidentadas, sendo encontrada em
altitudes desde o nivel do mar até¢ 600 m, e precipitacdo média anual de 900 a 1.500 mm com
chuvas predominantemente no verdo (PASZTOR, 1974). Segundo Baroni et al. (2021), a
espécie ndo ¢ tolerante a geada em ambiente subtropical, com amplitudes térmicas diarias de —
5°C a 28°C. Além disso, ¢ uma espécie de grande valor na Australia, com grande importancia
comercial tanto em florestas nativas quanto em plantadas nas areas subtropicais do leste
australiano (WEST; SMITH, 2019; WEST; SMITH, 2020; WEST; RATKOWSKY; SMITH,
2020).

No Brasil, € considerada como uma das espécies de maior potencialidade para a regido
Sudeste, com grande potencial para serraria ¢ laminagdo (GOMES et al., 1977, GOMES et al.,
1981; MENDES et al., 1983; MOURA et al., 1980), porém apresenta variagdes em fungdo do
local onde ¢ plantada (ALBINO; TOMAZELLO FILHO, 1985). Apresenta o seu melhor
desenvolvimento em condi¢des de Cerrado, em altitudes entre 900 e 1.100 m, podendo chegar
de 35 a 65 m*ha™'ano™! de produtividade (MOURA, 2001). Entretanto, nas areas de Cerrado de
baixas altitudes, onde as temperaturas sdo mais elevadas, ndo se desenvolve bem, apresentando
problemas fisiologicos sérios, como exsudacdo intensa de "kino" pelo tronco, comumente
chamada de "pau preto", como foi evidenciado em experimentos realizados no Distrito Federal
(MOURA; ZINN; OLIVEIRA, 1996).

No municipio de Itatinga - SP, verificou-se um rapido crescimento inicial, alta
sobrevivéncia de mudas de E. pilularis e forte controle genético para altura da espécie, o que
demonstra bom potencial para a continuidade de programas de melhoramento genético, além
de alta resisténcia das mudas a ferrugem Austropuccinia psidii (96,25%) (BARONI et al.,
2019). De acordo com Castellano ez al. (2013), avaliando espécies e procedéncias de eucaliptos
centendrios em Rio Claro - SP, Eucalyptus pilularis foi uma das espécies que apresentou o
maior diametro médio (> 80 cm), maiores volumes de madeira e maiores alturas comerciais (>
42 m).

Quanto a variabilidade genética, a espécie, em sua area natural, mostra baixa
diferencia¢do genética regional (SHEPHERD et al., 2010), entretanto ha elevada variagdo
genotipica que possibilitara a selecdo para futuros programas de melhoramento genético

(CARNEGIE; JOHNSON; HENSON, 2004).
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2.2 Resgate de arvores adultas de Eucalyptus

A clonagem de individuos superiores, visando o aumento da homogeneidade,
produtividade e qualidade dos povoamentos florestais ou a conservag¢do de espécies envolve
etapas que se iniciam com a selecdo de genotipos, seguida da definicdo de técnicas de
propagacao vegetativa. Na maioria dos casos, essa sele¢ao so ¢ realizada na fase adulta, onde a
propagacdo vegetativa apresenta certas limitagdes, como a reducdo da capacidade de
enraizamento em estacas devido ao alto grau de maturagdo dos tecidos da planta, atrelada a
idade ontogenética (BACCARIN et al., 2015; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014;
XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013).

Diversas técnicas de propagacao sdo adotadas para promover o rejuvenescimento dos
tecidos e/ou a indugdo de brotagdes juvenis em plantas adultas, como anelamento (BISOGNIN
et al., 2018), estaquia (TRUEMAN; MCMAHON; BRISTOW, 2013), miniestaquia
(BRONDANI et al., 2012a), decepa (BISOGNIN e al., 2018; ENGEL et al., 2019; FONSECA
et al., 2021), brotos epicormicos de galhos podados (AVELAR et al., 2020; WENDLING;
BRONDANI; DUTRA, 2013) e micropropaga¢do (AVELAR et al., 2020; BRONDANI et al.,
2012b; FARIA et al., 2022; SANTOS JUNIOR et al., 2021). Tais técnicas podem ser utilizadas
para resgate e clonagem de arvores selecionadas (BACCARIN et al., 2015).

Em muitos casos, algumas dessas técnicas se tornam invidveis pela impossibilidade de
abate ou anelamento das matrizes em testes de espécies e procedéncias. Dessa forma, a indugao
de brotagdes epicormicas a partir de galhos podados de matrizes selecionadas tem se mostrado
uma alternativa para se obter brotagdes juvenis (AVELAR et al., 2020; BACCARIN et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2015; WENDLING; BRONDANI; DUTRA, 2013), originadas de
gemas axilares latentes, denominadas gemas epicormicas, com a finalidade de recompor a copa

da planta (SEITZ, 1996).

2.3 Micropropagacio de Eucalyptus

As espécies do género Eucalyptus estdo entre as mais plantadas no mundo, porém a
produtividade dos povoamentos tem sido limitada pela baixa capacidade de propagacdo de
algumas espécies por estaquia. Uma alternativa para essa limitagao ¢ a utilizag@o da técnica de
proliferacdo de gemas na micropropagagdo (organogénese direta), a técnica de cultura de
tecidos mais difundida na area florestal, a qual tem sido utilizada na conservagao de

germoplasma, producdo de plantas livres de doengas, multiplicacdo rapida de plantas em
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periodos de tempo e espaco fisico reduzidos, rejuvenescimento clonal e producao de mudas de
clones selecionados (ABRAVESH; ASSAREH; EMAM, 2019; CARDOSO; GERALD;
SILVA, 2018; TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018; XAVIER; WENDLING; DUTRA,
2013).

Os estadios de desenvolvimento da propagagdo in vitro sdo constituidos por fases que
envolvem a sele¢do de explantes, desinfestacao e estabelecimento da cultura nas condigdes in
vitro (Fase I); multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas em meio de
cultura adequado a propagacdo e alongamento (Fase II); enraizamento dos propagulos
vegetativos obtidos no estagio anterior (Fase IIl); e aclimatizagdo das plantas obtidas na
condicdo in vitro para a condicao ex vitro (Fase IV) (XAVIER; WENDLING; DUTRA, 2013).

A micropropagagao de espécies florestais pode ser realizada via proliferagdo de gemas
axilares, organogénese e embriogénese somatica (ABIRI et al., 2020), sendo a
micropropagacdo pela proliferacdo de gemas axilares provenientes de explantes obtidos tanto
de plantulas como de material adulto, ¢ que corresponde ao método mais utilizado na
propagacao in vitro de varias espécies lenhosas (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013).

Os explantes coletados a partir de arvores adultas devem possuir caracteristicas juvenis.
Para tanto, empregam-se técnicas de indug¢do de rejuvenescimento da matriz doadora
(OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). O rejuvenescimento implica em uma reversdao da
idade ontogenética (isto €, maturagdo), enquanto o revigoramento refere-se a uma redugdo na
idade fisioldgica (isto ¢, declinio de vigor) (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).

Além disso, como as respostas das plantas a técnica sdo varidveis, alguns fatores
influenciam o sucesso da micropropagagdo, dentre eles o gendtipo, o estado fisiologico da
planta-mae, a época de coleta, o tipo do explante, o0 método de assepsia, o meio de cultura, as
concentragdes e os tipos de reguladores de crescimento (GEORGE; HALL; KLERK, 2008;
WENDLING; DUTRA; GROSSI, 2006; XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007).

2.4 Fidelidade genética

A micropropagacdo, pelo método da proliferagdo de gemas axilares, ¢ usada para
promover o rejuvenescimento em FEucalyptus (OLIVEIRA et al., 2017). Entretanto, ha a
possibilidade de ocorréncia de variagdo somaclonal, que ¢ uma variacdo espontanea entre
plantas regeneradas em propagacdo in vitro sendo transmitida sexuadamente nesse método

(TRIPATHI; MATHISH; GURUMURTHI, 2006; XAVIER; WENDLING; SILVA., 2013).
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Essa variagdo ocorre pelo alto nimero de subcultivos in vitro, alta concentracdo de
reguladores de crescimento (ASADI et al., 2021), mudangas na relagdo auxina/citocinina
(MODGIL et al., 2005) e também pela oxidagao, que leva a producao de radicais livres que
causam danos no DNA (JACKSON; CHEN; LOEB, 1998). Ela se manifesta pela metilacdo do
DNA, pelo rearranjo dos cromossomos ou por mutagdes pontuais (PHILLIPS; KAEPPLER;
OLHOFT, 1994).

Dessa forma, a estabilidade genética ¢ importante na micropropagagao de qualquer
espécie (CHANDRYKA; RAVUSHANKAR; SAKALESHPUR, 2010) e manter a integridade
genética de plantas micropropagadas ¢ imprescindivel para obter materiais geneticamente
uniformes pela clonagem (BHATIA et al., 2011). A deteccdo da variagdo somaclonal e a
garantia de fidelidade genética podem ser obtidas por diversas técnicas (MALLON;
RODRIGUEZ-OUBINA; GONZALEZ, 2010; PEREDO; ARROYO-GARCIA; REVILLA,
2009), dentre elas estdao os marcadores moleculares, considerados como uma ferramenta util
para assegurar a uniformidade genética de plantas micropropagadas (BINDIYA; KANWAR,
2003; JOSHI; DHAWAN, 2007).

Dentre os marcadores moleculares, o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) é baseado
em PCR e ¢ eficiente para caracterizacdo da fidelidade genética (NOGUEIRA; GOMES;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2019). A reacdo de PCR-ISSR ¢ uma técnica simples, rapida, de
baixo custo, eficiente e que nao requer informagao prévia da sequéncia de DNA do organismo

em estudo (ZIETKIEWICZ; RAJALSKI; LABUDA, 1994).

2.5 Fontes de carbono

O crescimento e o desenvolvimento in vitro de diferentes espécies nas fases da
micropropagacao sdo afetados por diversos fatores, podendo-se destacar a formulagdo e tipo e
consisténcia do meio de cultura (FERREIRA et al., 2017; SILVA et al., 2012), os reguladores
de crescimento e suas concentracdes (ALKOWNI; SOLYMAN; QAUOD, 2017), o tipo e as
concentragoes de fonte de carbono (MEMON et al, 2019), o nimero de subcultivos, bem como
o tipo de explante utilizado (AHMAD et al., 2007; ZHANG; GAO, 2012).

Como o cultivo in vitro de células, tecidos e 6rgaos ndo ¢ totalmente autotrofico, ¢
necessaria a presenca de carboidratos em meios de cultura para manter o potencial osmotico,
servir como fonte de energia e carbono para o crescimento das células (GAUCHAN, 2012;
GUPTA et al.,2020; FADHALADEEN; TOMA, 2019) e para o desenvolvimento de processos,

como a proliferagdo de brotos, a indugdo e emissao de raizes, a embriogénese e a organogénese
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(YASEEN et al.,, 2013). Além disso, os tecidos mostram melhor desenvolvimento e
proliferacdo apds a adicdo de uma fonte adequada de carbono no meio de cultivo (MAZINGA
etal., 2014).

Embora a sacarose seja o carboidrato comumente utilizado na maioria dos trabalhos em
inducdo e desenvolvimento de brotos in vitro em espécies lenhosas, nem sempre ¢ a fonte de
carbono mais eficaz para esses fins (MEMON et al., 2019). E um agucar ndo-redutor, e esses
tipos de agucares sao menos reativos que agucares redutores (CARVALHO et al., 2013). Além
disso, a sacarose, um carboidrato com 12-C, ou seja, que apresenta doze carbonos na sua
estrutura quimica, sendo parcialmente hidrolisada em glicose e frutose, ambas com 6-C, na
esterilizagdo do meio de cultura pela autoclavagem e, a presenca desses compostos € essencial
para o crescimento das plantas, uma vez que a fotossintese da planta, ou do explante ¢ limitada
(BETTERCOURT et al., 2016; CID et al., 2014).

Dessa forma, outros carboidratos podem ser usados com sucesso como fonte de carbono
(EMARA et al., 2018; FADHALADEEN; TOMA, 2019; GUPTA et al., 2020), entretanto ¢
variavel de espécie para espécie. A glicose, por exemplo, ¢ um agucar redutor, que pode ser
prontamente absorvido pelos explantes, fornecendo uma melhor fonte de carbono por difusao
através das superficies do tecidos excisados e metabolizado pelo cultivo in vitro (WELANDER;
PAWLICKI, 1994).

Efeitos positivos da glicose como fonte de carbono foram observados em Eucalyptus
cloeziana para nimero, comprimento de brotos e reducdo da oxidagdo fenodlica dos tecidos
(TORMEN et al., 2018), em Moringa oleifera para nimero e comprimento de folhas, massa
fresca e comprimento da parte aérea das plantulas (OKAFOR et al., 2020) e em Lonicera
caerulea L. na fase de multiplicagdo in vitro, substituindo a sacarose (ORLOVA;
MOLKANOVA; KOROLEVA, 2021).

A frutose ¢ um outro monossacarideo que apresenta resultados positivos no cultivo in
vitro de algumas espécies. Preethi, Sridhar e Naidu (2011) observaram que a frutose
proporcionou melhores resultados do que sacarose, maltose e glicose na micropropagacao de
Stevia rebaudiana. Além disso, Pitekelabou, Aidam e Kokou (2015) verificaram que a frutose
como fonte de carbono para a espécie arborea Nauclea diderrichii favoreceu o aumento do
niimero de raizes por explante na concentracido de 30 g L. Para espécies de Prunus, os
melhores resultados no alongamento e no peso fresco foram encontrados em meio de cultura

contendo 16 g L' de frutose ou glicose ao invés de 30 g L' de sacarose (CHEONG; AN, 2015).
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2.6 Trocas gasosas

O fotoautotrofismo ¢ o meio natural de nutri¢do das plantas, entretanto, tal forma de
nutricdo ¢ suprimida em plantas cultivadas in vitro (KAUR, 2015). Tradicionalmente, a
propagacao in vitro de plantas ¢ baseada em um sistema fotoheterotrofico, no qual o meio de
cultura ¢ suplementado com uma fonte de carbono (SILVA et al., 2019).

O ambiente de cultivo convencional in vitro ¢ diferente do ambiente externo, o que
resulta em distarbios fisiologicos e morfoldgicos na planta (MENDES et al., 2015), como teores
insuficientes de clorofila para realizar fotossintese de modo a sustentar seu crescimento
(KRISANTINI, 2018), distarbios estomadticos, falta de camada de cuticula sobre a folha,
parénquimas anormais, hiperhidricidade, dentre outros (HASSANKHAH et al., 2013;
KRISANTINI, 2018; TISARUM et al., 2018).

Tais distarbios sdo causados pela forma de vedacdo convencional no cultivo in vitro,
em que sdo utilizadas tampas de polietileno, que atuam como barreiras, restringindo o fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos e limitando as trocas gasosas, aumentando a umidade relativa
dentro do recipiente (KRISANTINI, 2018), elevando a concentracdo de etileno, reduzindo a
concentragdo de COz, diminuindo as taxas de transpiragdo, dificultando a absor¢do de agua e
nutrientes e causando redugdo no crescimento e desenvolvimento dos explantes (CHANDRA
etal.,2010; KOZAI 2010; XIAO; NIU; KOZALI, 2011), o que leva a altas taxas de mortalidade
durante a aclimatizagdo ex vitro (JIMENEZ-PEREZ et al., 2015; SALDANHA et al., 2012;
TISARUM et al., 2018).

Por esses motivos, algumas técnicas e metodologias t€ém sido desenvolvidas a fim de
melhorar o sistema de cultivo in vitro em que, mesmo com a adi¢do de uma fonte externa de
carbono, fornegam condi¢des ambientais favoraveis que promovam a capacidade fotossintética
do material micropropagado, sistema conhecido como fotomixotréfico (SILVA et al., 2019).

Uma das estratégias mais utilizadas para a obtencao deste sistema ¢ a utilizagdo de
tampas de polietileno com membranas permeaveis as trocas gasosas para aumentar a ventilacao
natural (SALDANHA et al., 2013; SILVA et al., 2019). Nessas condigdes, a fisiologia in vitro
assemelha-se a fisiologia ex vitro, o que permite uma aclimatizagdo mais rapida e com maiores
taxas de sobrevivéncia (SALDANHA et al., 2014). Além disso, o enriquecimento com CO2
atmosférico tem demonstrado melhoria no crescimento e na producao de plantas in vitro de alta
qualidade associadas a aclimatizagdo adequada (KOZALI, 2010; XTIAO; NIU; KOZALI, 2011).

Nesse contexto, adaptagdes morfologicas e fisioldogicas, como emissao e

desenvolvimento de raizes, prevencao da perda de agua por estdmatos funcionais (baixa taxa
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de transpiracdo), melhoria na assimilagdo de COz (alta taxa fotossintética), emissdo de novas
folhas ¢ aumento da area foliar, aumento de brotos e¢ de biomassa de raizes de plantas
aclimatizadas in vitro sao indices muito importantes para garantir alta sobrevivéncia e rapido
crescimento de plantulas antes da aclimatizagdo ex vitro (HOANG et al., 2017).

Batista et al. (2017) observaram que plantulas de Capsicum annuum cultivadas em
frascos com tampas com membranas apresentaram estruturas anatomicas diferenciadas e
vigorosas, resultando em plantulas maiores, com mais folhas expandidas, maior numero de
folhas, maior massa fresca e maior quantidade de pigmentos fotossintéticos. O tipo de vedacgao
influenciou as respostas morfogénicas da espécie, demonstrando que o aumento nas trocas
gasosas teve efeito positivo sobre a produgdo de biomassa e aclimatizagdo das plantulas.

Pelos beneficios que proporciona, a utilizacdo de tampas com membranas porosas em
frascos tem promovido o aumento do teor de clorofila a, b e total, assim como melhorias no
sistema fotossintético das plantulas de abacaxizeiro cv. Perolera (MENDES et al., 2015),
melhores resultados para comprimento de brotos, nimero de entren6s e massa secas de brotos
foram encontrados em Tectona grandis com a utilizacdo de 18 g L' de sacarose e de tampas
plasticas com filtro (FERNANDES ef al., 2013).

Para Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, o uso do sistema de membranas para
promover a ventilagdo natural com um filtro e com dois filtros melhoraram o enraizamento da
espécie. Além disso, segmentos apicais devem ser cultivados sob a ventilagdo natural com um
filtro e segmentos nodais devem ser cultivados com dois filtros para garantir melhor

crescimento (SILVA et al., 2017).

2.7 Qualidade de luz

As respostas morfofisiologicas de explantes de espécies lenhosas nas fases da
propagacao in vitro sao influenciadas por diversos fatores, podendo-se destacar a fonte de luz
utilizada no ambiente de cultivo (CARDOSO; GERALD; SILVA, 2018; LERIN et al., 2019;
MIRANDA et al., 2020; SOUZA et al., 2018, 2020a, 2020b; STEFANEL et al., 2020), a qual
pode afetar o crescimento e o desenvolvimento das plantas, influenciando a morfogénese, por
ser fonte de energia para fotossintese e para processos fisiolégicos (BATISTA et al., 2018;

KOZAI et al., 2016).

A fim de otimizar o cultivo in vitro, estudos vém sendo realizados visando a aplicagdo
de diodos emissores de luz (LEDs) como fonte de luz artificial (MILER et al., 2019;
PAWOWSKA et al., 2018), buscando criar um ambiente mais favoravel para o
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desenvolvimento das plantas in vitro, para a producdo de fotoassimilados, e também como
estimulo percebido por fotorreceptores que desencadeiam a fotomorfogénese em plantas
(BELLO-BELLO; ESTRADA; VELAZQUEZ, 2016; GUPTA et al., 2017). As lampadas LED
possuem alta eficiéncia na geragdo de luz com baixa emissdo de calor, podem ter sua
intensidade controladas e sdo mais economicas quando comparadas as lampadas fluorescentes

convencionais (GUPTA; JATOTHU, 2013; LAZZARINI et al., 2017; MILER et al., 2019).

Dentre os trabalhos com o uso de LEDs, resultados promissores foram encontrados no
estabelecimento, na multiplicacdo e no alongamento in vitro de clones hibridos de Corymbia
(SOUZA et al., 2018, 2020b, 2020c), no estabelecimento, na multiplicagdo, no alongamento e
no enraizamento in vitro de Eucalyptus grandis % Eucalyptus urophylla (SOUZA et al., 2020a,
2020d, 2022a), na multiplicagdo in vitro de Eucalyptus grandis % Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus pilularis em biorreator de imersao temporaria (SOUZA et al., 2022b), no
estabelecimento in vitro, no nimero de brotos € na contaminacdo bacteriana de Eugenia
involucrata (STEFANEL et al., 2020) e no desenvolvimento in vitro de microcepas de

Eucalyptus urophylla (MIRANDA et al., 2020).
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ABSTRACT: We aimed to evaluate the 7z vitro establishment of nodal segments of Eucalyptus pilularis
Smith considering two origins of tissues (O1; - epicormic shoots collected from pruned branches of
selected adult trees; Ors - shoots collected from seminal mini-stumps) and four inoculation methods
(Me; - culture medium supplemented with 0.5 g L' activated charcoal; Me; - culture medium
supplemented with 800 mg L1 PVP30; Mes - exposure to light for 30 days; Mey - exposure to dark for
7 days). At 30 days after the 7 vitro inoculation of tissues, there was no establishment of tissues from
epicormic shoots (Or). Or; resulted in lower percentages of tissue oxidation and contamination by
microorganisms, in addition to having presented establishment and formation of shoots. Me; resulted
in a lower mean tissue oxidation, although it differed statistically only from Mes. An origin of the tissues
of ontogenetic age was a determining factor for the successful iz vitro establishment of E. pilularis. The
use of the Or; origin and the Mej, Mez, and Me; methods are recommended to reduce phenolic
oxidation of tissues in the iz vitro establishment.

Keywords: antioxidant agents; exposure to light; epicormic shoots; tissue oxidation.

Idade ontogenética e métodos de inoculagido para o estabelecimento in
vitro de Eucalyptus pilularis Smith

RESUMO: Objetivou-se avaliar o estabelecimento 7z vitro de segmentos nodais de Eucalyptus pilularis
considerando duas origens de tecidos (Or; - brotos epicormicos coletados em galhos podados de
matrizes adultas e Or; - brotos coletados de minicepas seminais) e quatro métodos de inoculagio (Me;
- meio de cultura suplementado com 0,5 g L' de carvao ativado, Me; - meio de cultura suplementado
com 800 mg L' de PVP30, Me; - exposicdo a luminosidade por trinta dias e Mey - exposicio em
ambiente com auséncia de luminosidade por sete dias). Aos 30 dias ap6s a inoculagio 7 vitro dos tecidos,
constatou-se que nao houve estabelecimento de tecidos oriundos da Ory. A utilizagdo de segmentos
nodais provenientes da Or; resultou em menores percentuais de oxidagdo e de contaminagdo por
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microrganismos, além de ter apresentado estabelecimento e emissdo de brotos. O uso do Me; resultou

em menor média de oxidag¢do, embora tenha diferido estatisticamente somente do Mes. A origem dos

tecidos associada a idade ontogenética foi um fator determinante para o sucesso do estabelecimento 7

vitro de E. pilularis. Recomenda-se a utilizacdo da Orz e dos métodos Mei, Mez e Me; a fim de reduzir a

oxidagio fenolica dos tecidos durante o estabelecimento 7 vitro.

Palavras-chave: agentes antioxidantes; exposi¢do a luminosidade; brotos epicérmicos; oxidagdo de

tecidos.

1. INTRODUCTION

Eucalyptus pilularis Smith is a tree species that stands
out in Australia for its rapid growth and its excellent-
quality wood (MOURA, 2001). It is found mainly in the
coastal plains and mountainous coastal areas of the state
of New South Wales to the south of Queensland
(latitudes between 25°50” and 37°50” (FONSECA et al.,
2010).

In Brazil, despite the potential that the species has for
sawmilling and laminating, especially in the south-eastern
region of the country (Moura et al. 1980), there are few
planted areas of it (CASTELLANO et al., 2013), and
studies on its forestry and vegetative propagation are still
scarce. However, genetic variation is observed within the
species, so it is possible to explore this variation to obtain
superior genotypes and, later, rescue them for cloning in
order to create attificial forests (SILVA et al., 2015).

Several techniques have been used for the vegetative
propagation  of  eucalyptus  species, including
micropropagation, which allows the conservation of
germplasm 7z witro, the acceleration of breeding
programmes through mass production of selected
genotypes, clonal cleaning, and the possibility of
rejuvenating and reinvigorating tissues of selected plants
in the adult phase (WENDLING et al., 2014). The
success of 7 witro culture depends on several factors,
including those related to the tissue, the degree of
juvenility of the vegetative propagule (ontogenetic age),
the level of contamination control, and the vigour
(physiological age) of the plant from which the tissues
originate (WENDLING et al., 2014; BACCARIN et al,,
2015; OLIVEIRA et al., 2015). In vitro establishment is
one of the limiting steps of micropropagation, which
seeks to obtain contamination-free tissues to continue
with the other stages through the induction of new
meristems (TRUEMAN et al., 2018). Phenolic oxidation
is another recurrent challenge to 7 vitro propagation,

especially of woody species, and may reduce growth and

development or even kill the tissue, thus preventing or
hindering establishment (OLIVEIRA et al, 2015;
BACCARIN et al., 2015).

The use of antioxidants in the culture medium, such
as activated charcoal and polyvinylpyrrolidone (PVP),
and different incubation conditions regarding lighting are
ways to reduce tissue oxidation and contamination by
microorganisms, making a successful iz  witro
establishment more likely (FAGUNDES et al., 2017;
LENCINA et al;; 2018; GOLLE et al., 2020). However,
there is a need to define the ideal asepsis conditions for
each species according to the origin of the tissues.

Thus, the objective of the present study was to
evaluate the iz vitro establishment of nodal segments of
Eucalyptus pilularis considering two tissue origins and four
inoculation methods.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Study site and experimental material

The experiment was conducted at the Forest Nursery
and the Laboratory of I» 177tro Culture of Forest Species,
both belonging to the Department of Forestry Sciences
of the Federal University of Lavras (UFLA), Lavras,
Minas Gerais, Brazil.

The experimental materials used to obtain the
explants (1.5-cm-long nodal segments containing an
axillary bud and no leaves) were derived from two tissue
sources: Or; - epicormic shoots collected from pruned
branches of 46-year-old Ewucalyptus pilularis mother plants
(Figure 1A); and Or; - shoots collected from 1-year-old
seminal mini-stumps established in a mini-garden (Figure
1B), both from a test of Eucalyptus and Corymbia species,
established in 1974, at the UFLA Forest Nursery (IPEF,
1984).
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Figure 1. Flowchart of the process for obtaining propagules of different origins, and the different inoculation methods used for the

in vitro establishment of nodal segments of Eucalyptus pilularis.

Figura 1. Fluxograma do processo para obtengio de propagulos de diferentes origens e diferentes métodos de inoculagio utilizados
para o estabelecimento 7 vitro de segmentos nodais de Ewucalyptus pilularis.

2.2. Collection and preparation of branches for
inducing the formation of epicormic shoots

The mother plants used for pruning the branches
were selected based on visual criteria. We preferred the
straightest stem possible, free of pathogen attacks, and
with branches located in the lower portion of the canopy
to minimize the effects of tissue maturity and facilitate
the cutting and collection of branches. At the end of
September 2019, the branches were sectioned to 0.50 m
length and placed in a climate-controlled greenhouse with
relative air humidity higher than 80% and air temperature
between 20 °C and 35 °C. The plants were humidified by
an intermittent nebulization system with a high-pressure
and low-flow nebulizer, automatically controlled by a
humidistat. The branches were arranged vertically in
polyethylene pots (5 L) that were filled with washed sand,
without fertilization, to induce the formation of
(Figure 1A). After 40 days of
permanence of the branches in a greenhouse, epicormic

epicormic shoots

shoots of 3 to 5 cm were collected, immersed in
autoclaved deionized water, and transported to the
laboratory.

2.3. Collection of shoots from seminal mini-stumps

The mini-stumps were obtained from seedlings
produced from seeds that were collected from the test of
Eucalyptus and Corymbia species located in the Forest
Nursery of the Federal University of Lavras (IPEF, 1984)
and were established in a seminal mini-garden under a
semi-hydroponic system in raised beds filled with sand at
the Forest Nursery of the Federal University of Lavras
(UFLA), Lavras, Minas Gerais. Shoots wete collected
from the mini-stumps and were used to prepate explants
for in vitro establishment.

The nutrient solution, composed of calcium nitrate
(0.920 g L"), potassium chloride (0.240 g L'1), potassium
nitrate (0.140 g L.''), monoammonium phosphate (0.096
g L'1), magnesium sulfate (0.364 g L"), water-soluble iron
(0.040 g I'1), boric acid (2,800 mg L"), zinc sulfate (0.480
mg L- 1), manganese sulfate (1,120 mg L-1), copper sulfate
(0.100 mg I.'"), and sodium molybdate (0.040 mg I.'1), was
applied by dripping, four times a day, at a total daily flow
rate of 4 L m 2 The electrical conductivity of the nutrient
solution was kept at approximately 2 mS m2.

Shoots 10 cm in length were collected from the mini-
stumps in a seminal mini-garden (Figure 1B) 15 days after



pruning performed below the terminal meristem, aiming
to break the apical dominance and form axillary shoots.
Then, they were immersed in autoclaved deionized water
and transported to the laboratory.

2.4. In vitro establishment

For both the pruned branches and the seminal mini-
stumps, 48 h before the collection of shoots, a dimethyl
4,4'- (o-phenylene)bis(3-thioallophanate) fungicide was
applied at a concentration of 0.5 g L. From the shoots
collected (Or; and Or), the nodal segments were
standardized to two axillary buds, without leaves and 1.5
cm length. The nodal segments (explants) were washed
under running water for 5 min and then immersed in 70%
alcohol solution (v/v) for 30 s with constant agitation
inside a horizontal laminar flow hood. Then they were
in NaOCIl solution (1.00-1.25%
chlorine) for 15 min. After each immersion in alcohol or

immersed active
NaOClI, the nodal segments were washed three times with
autoclaved deionized water. Then they were immersed in
Orthocide 500® fungicide solution (50% captan as the
active ingredient; 0.5 g L) before inoculation. After
asepsis, the explants were inoculated vertically under
aseptic conditions in 15 cm X 2.5 cm glass test tubes
containing 10 mL of WPM culture medium (LLOYD;
MCCOWN, 1981). The time from the collection of
shoots under field conditions to inoculation in culture
medium was less than 2 hours. During collection,
transport, and the intervals between disinfection and
inoculation, the explants were kept immersed in
autoclaved deionized water to avoid dehydration and
preserve the turgidity of the tissues.

The culture medium was supplemented with 20 g L1
sucrose and 6 g L agar and was prepared using deionized
water. The pH of the culture medium was adjusted to 5.8
+ 0.05 with NaOH (0.1 M) and HCI (0.1 M), before
autoclaving and adding agar. Autoclaving of the culture
medium was performed at a temperature of 127 °C and
pressure of 1.5 kgf cm? for 20 min.

After inoculation, the explants were kept in a growth
room at 24 °C £ 1 °C under a 16-h photoperiod and 40
pumol m=? s irradiance (quantified by a LI-250A Light
Metre radiometer, LI-COR®).

2.5. Experimental design and evaluations

The experiment was conducted in a completely
randomized design with a 2 X 4 factorial arrangement.
Two tissue origins were tested (Or; - epicormic shoots
collected from pruned branches of 46-year-old mother
plants; Orz - shoots collected from 1-year-old seminal
mini-stumps) and four inoculation methods (Me; -
culture medium supplemented with 0.5 g L' of activated
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charcoal; Me; - culture medium supplemented with 800
mg L1 PVP30; Me; - exposure to light for 30 days; Mey -
exposure to dark for 7 days). At 30 days after inoculation,
the percentage of tissue oxidation, percentage of
unresponsive explants (explants with green colour and no
oxidation, but absence bud and shoot formation), rate of
fungal and/or bacterial contamination, establishment
percentage (explants free of contamination and oxidation
and that formed shoots), and the number of shoots
formed per explant were calculated (Figure 2A-D).

/
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Figure 2. Details of the characteristics evaluated duting the 7
vitro establishment of explants (nodal segments) from shoots of
E. pilularis seminal mini-stumps. A) Explant representing
oxidized tissue; B) Unresponsive explant; C) Contaminated
explant; D) Explant established 7 vifro. Bar = 1 cm.

Figura 2. Detalhes das caracteristicas avaliadas durante o
estabelecimento 7z witro de explantes (segmentos nodais)
provenientes de brotacdes de minicepas seminais de Ewcalyptus
pilularis. A) Explante oxidado; B) Explante nao-responsivo; C)
Explante contaminado; D) Explante estabelecido i vitro. Barra
=1cm.

2.6. Data analysis

The analyses were performed in R Core Team
software (2018). The variables that did not have a normal
distribution according to the Shapiro-Wilk test (p > 0.05)
but did not show homogeneity of variances according to
the Bartlett test (p > 0.05) were arcsin-transformed. The
means of the treatments were subjected to analysis of
variance (ANOVA, p < 0.05) and compared by the
Duncan test (p < 0.05).

3. RESULTS

The ontogeny of the tissues and the inoculation
methods tested in the zz witro establishment of nodal
segments  of  Ewucabpins  pilularis
morphophysiological responses of the tissues in the

influenced the

evaluated characteristics (Figure 3). The two inputs
showed no interaction.

Comparing phenolic oxidation between the two tissue
origins, the shoots from seminal mini-stumps (Orz) had
the lowest means (27.9%), differing statistically from
epicormic shoots (66.2%) (Figure 3A). Regarding the
inoculation methods, incubation for 7 days in the dark
(Mey4) resulted in significantly higher means of tissue
oxidation (67.7%) than the other methods (Figure 3B).



The rate of unresponsive explants (Figure 3C) was
affected only by inoculation method. Exposure to the
datrk for 7 days (Mey4) and the presence of PVP30 in the
culture medium (Me;) resulted in the lowest means
(26.5%), differing statistically from Mes (55.9%).

The origin of the tissues significantly affected in
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establishment, and number of shoots per explant. The
inoculation of Or; shoots resulted in a lower mean
contamination rate (54.4%) (Figure 3D) and higher mean
establishment percentage (33.8%) (Figure 3E) and mean
number of shoots per explant (0.6 shoots) (Figure 3F). It
was not possible to establish nodal segments from
epicormic shoots with high ontogenetic age (Ory).
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Figure 3. Characteristics evaluated in the iz vitro establishment of nodal segments of Ewucalyptus pilularis from two tissue sources (Org
and Ory) and subjected to four inoculation methods (Mei, Mes, Mes, and Mey). A) Oxidation (%) as a function of the origin of the
tissues; B) Oxidation (%) as a function of inoculation method; C) Unresponsive explants (%) as a function of inoculation method;
D) Fungal and/or bacterial contamination (%) as a function of tissue origin; E) Ir vitro establishment (%) as a function of tissue
origin; F) Number of shoots per explant as a function of the origin of the explants. The lowercase letters (a, b) above the bars
represent significant differences between treatments according to the Duncan test at 5% significance.

Figura 3. Caracteristicas avaliadas no estabelecimento 7z vitro de segmentos nodais de Ewcalyptus pilularis provenientes de duas origens
de tecidos (Or; e Or1y) e submetidos a quatro métodos de inoculagio methods (Mei, Mes, Mes, e Mey). A) Oxidagio (%) em funcio
da origem dos tecidos; B) Oxidagdo (%) em func¢io do método de inoculacio; C) Explantes ndo-responsivos (%) em fungio do
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método de inoculagio; D) Contaminagio fungica e/ou bacteriana (%) em funcio da origem dos tecidos; E) Estabelecimento i# vitro
(%) em funcio da origem dos tecidos; F) Numero de brotos por explante em funcio da origem dos explantes. As letras mindsculas

(a, b) acima das barras representam diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de Duncan a 5% de
significancia.
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4. DISCUSSION

The use of antioxidants, such as PVP and activated charcoal, is one of the methods indicated for the control of
tissue oxidation, especially in woody species (AHMAD et al., 2013). In this context, the use of activated charcoal (Me1)
or PVP30 (Mey) in the culture medium or exposure to light for 30 days (Me3) reduced the oxidation of E. pilularis
tissues. The adsorption of phenolic compounds and toxic substances by activated charcoal duting the 7 vifro culture
of woody species has the advantage of reducing tissue oxidation, which can improve and regulate plant growth 7 vitro
under certain conditions (FAGUNDES et al., 2017; LENCINA et al., 2018), corroborating the results of the present
study. However, few studies have reported its effects according to ontogenetic age. Here, tissue with a more advanced
ontogenetic age probably exuded more phenolic compounds in the culture medium, which may have favoured
oxidation, since younger explants are less prone to oxidation than more mature explants (Paiva; Paiva, 2001).

PVP is a polyamide that prevents oxidation and polymerization of phenolic compounds and is selective for this
type of substance (ZHOU et al.,, 2010). The use of the antioxidant effectively reduced phenolic oxidation in E. pilularis,
as also observed by Silveira et al. (2016) in Calophyllum brasiliense (Cambess.). However, Sartor et al. (2013) observed
that the use of PVP as an antioxidant for Dalbergia nigra (Vell.) led to greater oxidation of explants. These differences
show that the responses found for a given trait are influenced by the antioxidant agent and by the species studied.

Miranda et al. (2019), studying the 7 vitro establishment of Eremanthus incanus, observed that PVP and activated
charcoal had non-significant effects on the oxidation percentage of the explants, and values of 50-60% were observed,
which were higher than those found in the present study for E. pilularis. In Rubus idaeus 1.., there was an increase in
oxidation in the cultivars as the dose of activated charcoal in the culture medium increased (FAGUNDES et al., 2017).
The increase in the concentration of an antioxidant can be harmful by adsorbing other substances from the nutrient
medium, causing undesirable effects on in vitro culture (GALDIANO-JUNIOR et al., 2010). Some studies report the
efficiency of supplementation of the culture medium with activated charcoal and PVP or the combination of both in
reducing phenolic oxidation, as observed in nodal segments of Eugenia pyriformis (ASSIS et al., 2017) and Psidium gnajava
(AGUILAR et al., 2016), corroborating the results found for E. pilularis.

Alfenas et al. (2009) indicate that, in addition to the use of antioxidants, incubation of explants in the dark for 5-7
days may reduce oxidation. According to Termignoni (2005), plants with high tissue oxidation should be kept in the
dark immediately after inoculation in the culture medium, where they should remain for one week before being exposed
to light. The absence of light during the culture period of Ewugenia involucrata DC. reduced phenolic oxidation and
favoured the development of callogenic structures (GOLLE et al.,, 2020). However, the inoculation method of
exposure of the tissues to the dark for 7 days (Mes) was not efficient in reducing the phenolic oxidation in the tissues
of nodal segments, resulting in the highest percentage of oxidation (67.6%), corroborating the results observed by
Miranda et al. (2019) in Eremanthus incanus.

Although Mey resulted in the lowest percentages of unresponsive explants (26.5%), i.e., explants that showed green
colour, absence of oxidation, but absence of bud and shoot formation, this does not imply that the other explants
produced buds and did not oxidize, given that the treatment generated many oxidized explants. Therefore, the high
percentages of phenolic oxidation in the group left in the dark for 7 days may have resulted in tissue death 7 vitro.

Regarding the contamination percentages, Fagundes et al. (2017) observed that the largest losses due to fungal
contamination in Rubus idaeus .. were found in culture medium without the addition of activated charcoal, but the use
of antioxidant doses did not promote significant differences. Regarding the number of shoots, in Apuleia leiocarpa,
activated charcoal increased the length of shoots and the number of microcuttings per shoot and per micro-stump
(LENCINA et al.,, 2018).

Here, in E. pilularis, the inoculation method did not influence the 7z vifro responses of contamination, i vitro
establishment, or number of shoots per explant. However, the differences found between the two tissue origins for
these traits may be related to the degree of tissue juvenility, the origin of the explants, and the physiological and
phytosanitary state of the mother plant (WENDLING et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; BACCARIN et al., 2015).

The mother plant exerts great influence on the exudation of phenolic compounds by the 7z vitro tissues, which is
dependent on the genotype, the development phase of the plant, and the season of the year in which the tissues are
collected (WERNER et al., 2009). The ontogenetic age of the tissues can be altered by ex vifro and in vitro methods that
accelerate or delay maturation or induce juvenility WENDLING et al., 2014) and the nutritional, water, phytosanitary,
and light conditions under which the plants are grown may alter the physiological age of the tissues (WENDLING et
al., 2014).
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In this context, the complete reversal of maturation that occurs through meiosis, gametogenesis, and formation of
the zygotic embryo, induction of juvenility in mature clones by cultural treatments and reduction of ontogenetic age
characterize tissue rejuvenation (WENDLING et al., 2014). On the other hand, the reduction in physiological age, i.c.,
the increase in tissue vigour, characterizes reinvigoration (WENDLING et al., 2014). The ideal management of a mini-
garden in terms of mineral nutrition, for example, can make propagules more predisposed to rooting, as observed by
Lopes et al. (2016) for Eucalyptus urophylla. A plant with a balanced nutritional status generates propagules with
carbohydrates, auxins, and metabolic compounds that are essential for the initiation of the rhizogenic process and
formation of adventitious roots (CUNHA et al., 2009), components that may also favour 7z vitro establishment.

Explants from seminal mini-stumps have a younger ontogenetic age (higher tissue juvenility) than explants from
epicormic shoots of 46-year-old trees (lower tissue juvenility) according to the tissue maturation gradient (ontogenetic
age) (BACCARIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). In addition, the phytosanitary, nutritional, water, and light
conditions (physiological age) to which mini-stumps are subjected can be more easily controlled than the natural
conditions, which are a source of microorganisms to which trees in the field are exposed. Thus, the inoculation of
explants from mini-stumps can favour the vigour of tissues as linked to physiological age, enabling reinvigoration
(WENDLING et al., 2014), a lesser release of phenolic compounds as linked to ontogenetic age, the ability to form
shoots, and lower percentages of fungal and/or bacterial contamination, as obsetved in the present study. For this
reason, the 7 vitro establishment of explants from E. pilularis epicormic shoots may have been compromised by the
high percentages of contamination by microorganisms and tissue oxidation when compared to explants originated
from shoots of seminal mini-stumps. This result indicates that the juvenility factor should be considered for 7 vitro
establishment when cloning selected trees by micropropagation.

However, the temperatures and rains accumulated during the pruning of branches and in the collection of
epicormic shoots may have influenced the ability to emit shoots and the establishment of tissues 7z vitro (Oliveira et al.,
2015). According to Avelar et al. (2020), Eucalyptus pilularis emitted the highest number of total epicomic shoots (219)
at 45 days in the greenhouse and resulted in one of the highest percentages of i vitro establishment (60%). Differences
in seasonality at the time of installation of the experiments may have influenced the emission of shoots on the branches
and the morphophysiological responses in the 7 vitro establishment, however other combined factors may have
induced the results found in the present study.

5. CONCLUSION

The use of nodal segments collected from shoots of E. pilularis (Orz) seminal mini-stumps showed the best results
because they had less tissue oxidation and fungal and/or bactetial contamination, in addition to favouring the 7 vitro
establishment of tissues. Supplementation of the culture medium with activated charcoal (Me;j) or PVP30 (Me;) or
exposure to light for 30 days (Mes) was effective at reducing the oxidation of E. pilularis tissues.
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RESUMO

A definicdilo de técnicas de  propagacdo  vegetativa para  promover O
rejuvenescimento/revigoramento de tecidos € essencial para o resgate de arvores adultas do
género Eucalyptus que se encontram em testes de espécies e procedéncias. O objetivo do
trabalho foi avaliar a inducdo de gemas e brotos epicormicos em galhos podados, o
estabelecimento, a multiplicacdo, o alongamento in vitro ¢ a fidelidade genética de trés matrizes
de Eucalyptus pilularis (M1, M2 e M3) com 44 anos de idade. A matriz M1 apresentou os
melhores resultados para nimero de gemas e brotos epicoérmicos, para a oxidagdo e para
explantes ndo responsivos. Para contamina¢cdo, numero e comprimento de brotos no
estabelecimento, as maiores médias foram observadas em M3. Na multiplicacdo in vitro, o
maior vigor e comprimento de brotos foram observados no 15° subcultivo. A oxidagdo fendlica
teve seu maior valor no 12° subcultivo, reduzindo a partir do 13°. O maior nimero de brotos foi
observado no 11° subcultivo. Nao foi observado polimorfismo entre a matriz e as plantas obtidas
no 15° subcultivo. No alongamento, a utilizagio de meio de cultura contendo 0,10 mg L' de
BAP ¢ 1,00 mg L' de ANA proporcionaram as menores médias para oxidagdo, e as maiores
para o vigor, o numero ¢ comprimento de brotos por explante. Foi observada a emissao de raizes
adventicias, demonstrando que, por meio da micropropaga¢do, foi possivel induzir a
competéncia ao enraizamento do material, mesmo com avangada idade ontogenética, ¢ a
importancia da aplicacdo da clonagem em larga escala para espécies de eucalipto.

Palavras-chave: Clonagem. Enraizamento adventicio. Fidelidade genética. Propagacao in vitro.
Rejuvenescimento.
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ABSTRACT

Establishing vegetative propagation techniques to promote the rejuvenation/reinvigoration of
genotypes is essential for the rescue of adult trees of the Eucalyptus genus used in species and
provenance tests. The aim of this study was to evaluate the induction of epicormic buds and
shoots in pruned branches and the in vitro establishment, multiplication, genetic fidelity and
elongation of three 44-year-old Eucalyptus pilularis selected plants (M1, M2 and M3). The
selected plant M1 was the best in terms of number of epicormic buds, number of shoots,
oxidation, and non-responsive explants. In the establishment phase, M3 was the best in
contamination, number of shoots, and shoot length. In the multiplication phase, the highest
vigour and shoot length values of were found in the 15th subculture. Phenolic oxidation had its
highest value in the 12th subculture, decreasing from the 13th. The highest value for number of
shoots was found in the 11th subculture. No polymorphism was observed between the selected
plants and the clonal plants obtained in the 15th subculture. In elongation, the use of culture
medium containing 0.10 mg L' BAP and 1.00 mg L NAA provided the lowest means for
oxidation, and the highest for vigor, number and length of shoots per explant. The emission of
adventitious roots was observed, demonstrating that, through micropropagation, it was possible
to induce the competence to root the material, even at an advanced ontogenetic age.

Keywords: Cloning. Adventitious rooting. Genetic fidelity. /n vitro propagation. Rejuvenation.
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1 INTRODUCAO

O sucesso dos povoamentos florestais implantados com espécies do género Eucalyptus
no Brasil destacam-se pelo rapido crescimento, pela produtividade e pela adaptagdo ambiental
nas varias condi¢des edafoclimaticas (COSTA et al., 2019). O interesse nas espécies do género
no pais teve inicio na década de 1960 com os incentivos fiscais, e se intensificou em meados
de 1970, quando foram implantados testes de espécies e procedéncias de eucalipto com o intuito
de testar espécies potenciais para aplicacdes industriais, visando a possibilidade de formagao
de futuros plantios florestais (IPEF, 1984).

A implantacdo de tais testes foi realizada por meio do Projeto de Desenvolvimento e
Pesquisa Florestal (PRODEPEF), juntamente ao Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal (IBDF) e a EMBRAPA (IPEF, 1984). Um dos ultimos testes remanescentes e
conservados em termos experimentais esta localizado em Lavras, Minas Gerais, no Viveiro
Florestal, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA) (IPEF, 1984).

Dentre as espécies testadas, Eucalyptus pilularis Smith ¢ uma das que apresenta grande
valor na Australia pelo seu rapido crescimento e por sua excelente qualidade da madeira
(MOURA, 2001), sendo encontrada principalmente nas planicies litordneas e zonas
montanhosas do litoral do estado de Nova Gales do Sul até o sul de Queensland (latitudes entre
25°50° e 37°50° (FONSECA et al., 2010).

No Brasil, as areas plantadas com a espécie sdao inexpressivas pela dificuldade de
obtencdo de hibridos com materiais amplamente utilizados, pela baixa capacidade de rebrota e
pela casca volumosa (CASTELLANO et al., 2013). Por outro lado, de acordo com Silva et al.
(2015), existem importantes variagdes genéticas dentro da espécie Eucalyptus pilularis e ha
possibilidade de se explorar essa variacdo para obtencdo de materiais superiores e,
posteriormente, resgati-los. E uma espécie com grande potencial para serraria e laminagao,
principalmente no Sudeste do pais (GOMES et al., 1977, GOMES et al., 1981; MENDES et
al., 1983; MOURA et al., 1980).

Algumas técnicas de resgate e propagacdo de matrizes ndo podem ser utilizadas pela
impossibilidade de realizar o abate ou aneclamento de arvores selecionadas para posterior
clonagem, visando a conservagdao do povoamento. Assim, a indugdo de brotacdes epicormicas
a partir de galhos podados de matrizes selecionadas tem se mostrado como uma alternativa para

a obtencdo de brotagdes juvenis sem a necessidade de abater a arvore selecionada (AVELAR,
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et al., 2020; BACCARIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; WENDLING; BRONDANI;
DUTRA, 2013).

Em arvores adultas, com avancada idade ontogenética, o resgate por brotagdes
epicormicas e a utilizacdo da micropropagagdo sao formas de promover o rejuvenescimento dos
tecidos. No entanto, a utiliza¢do da técnica implica na possibilidade de variagdo somaclonal no
material cultivado in vitro, principalmente pelo numero de subcultivos realizados a fim de
promover o rejuvenescimento. Nesse contexto, ¢ importante a aplicagdo de testes de fidelidade
genética para confirmar a clonagem.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a inducao de gemas e brotos epicérmicos
em galhos podados, o estabelecimento, a multiplicagdo in vitro, a fidelidade genética e o

alongamento in vitro de trés matrizes de Eucalyptus pilularis com idade cronologica de 44 anos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Localizacio do estudo e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Viveiro Florestal e no Laboratorio de Cultivo /n
Vitro de Espécies Florestais, pertencentes ao Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais
(21°14°S de latitude; 44°59°W de longitude e 919 m de altitude).

O material experimental utilizado para obtencdo dos explantes foi proveniente de
brotagdes epicormicas de galhos podados, em setembro de 2018, de trés matrizes (M1, M2 e
M3) com 44 anos de idade de E. pilularis, localizadas em um teste de espécies e procedéncias

de Eucalyptus e Corymbia, instalado em 1974 no Viveiro Florestal (IPEF, 1984) (TABELA 1).

Tabela 1 - Procedéncias e localizacdo das matrizes de Eucalyptus pilularis selecionadas no teste
de espécies e procedéncias.

Latitude Longitude Altitude
Matriz Identificacio Procedéncia
® (E) (m)
M1 9492 Gallangowan QLD 26°30° 152°20° 580
M2 6183 Mte. Glorius — W Brisbane 27015 152°40° 600
QLD
M3 9463 SW Casino NSW 28°52° 153°03° 549

Fonte: Da Autora (2022).
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2.2 Coleta e preparo dos galhos para a inducio de brotacdes epicormicas

As matrizes foram selecionadas de acordo com o critério visual, considerando o fuste
mais retilineo, livre de ataques de patogenos, e com galhos localizados na por¢ao mais baixa da
copa, com o intuito de minimizar os efeitos da idade ontogenética (ALMEIDA; XAVIER;
DIAS, 2007) e facilitar o corte e a coleta dos galhos.

Os galhos, com diametros médios variando de 3,0 a 6,3 cm (trés medigdes em cada
galho: porcdo superior, intermedidria e inferior), foram seccionados com 0,50 m de
comprimento e acondicionados em casa de vegetacdo com umidade relativa do ar superior a
80%, temperatura entre 20 ¢ 35°C e sistema de nebulizacdo intermitente com bicos de alta
pressao e baixa vazao, controlados automaticamente por umidostato. Os galhos foram dispostos
na posicdo vertical dentro de vasos de polietileno (5 L), preenchidos com areia lavada, sem
adubacao, visando a indugdo de brotacdes epicérmicas (FIGURA 1B).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo testadas
trés matrizes (M1, M2 e M3) com trés repeticdes, contendo dois galhos por vaso. Aos 45 dias
em casa de vegetagdo, avaliou-se a capacidade de emissdo de gemas e brotos epicérmicos dos

galhos das trés matrizes.

2.3 Estabelecimento in vitro

As brotagdes epicormicas foram coletadas aos 45 dias apods a aplicagdo de fungicida
(dimethyl 4,4°- (o-phenylene) bis (3-thioallophanate)), na concentragio de 0,5 g L™, 48 h antes
da coleta. Brotagdes de 4 a 5 cm de comprimento foram coletadas, imersas em adgua deionizada
autoclavada e transportadas para o Laboratorio de Cultivo /n Vitro de Espécies Florestais.

Os segmentos nodais, utilizados como explantes, foram padronizados com duas gemas
axilares, isentos de folhas e com 2 a 3 cm de comprimento (FIGURA 2A). Visando a
desinfestagdo, os explantes foram lavados em agua corrente durante 5 min e imersos em solugao
de alcool a 70 % (v/v) por 30 s com agitacdo constante, dentro da cdmara de fluxo laminar
horizontal.

Posteriormente, foram imersos em solugdo de NaOCI (1,00 - 1,50% de cloro ativo)
durante 10 min. Os segmentos nodais foram lavados em 4agua deionizada autoclavada por trés
vezes ap6s a imersao em alcool e NaOCI. Os explantes foram inoculados verticalmente, sob
condicdes assépticas, em tubos de ensaio de 25 mm x 150 mm, contendo 10 mL do meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Durante todo o processo, os equipamentos

utilizados foram desinfestados com solugdo de alcool 70 % (v/v).
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O periodo decorrido desde a coleta dos explantes até a inoculagdo em meio de cultura
foi inferior a duas horas. Durante a coleta, o transporte e os intervalos entre a desinfestagdo e
inoculagdo, os explantes foram mantidos imersos em agua deionizada e autoclavada para evitar
a desidratacao.

O meio de cultura foi suplementado com 30 g L' de sacarose, 6 g L' de 4gar, e o pH
ajustado para 5,8 = 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adig¢ao
do agar. A autoclavagem do meio de cultura foi realizada a temperatura de 127°C e pressao de
1,5 kgf cm™, durante 20 min.

Apbs a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 24 + 1°C por
um fotoperiodo de 16 h de luz e irradiancia de 40 umol m? s™!, quantificada por radidmetro (LI-
COR®, LI-250A Light Meter).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo testadas
trés matrizes (M1, M2 e M3) com trinta repeticdes, compostas por um explante cada. Aos 30
dias (FIGURA 1E) apds a inoculacdo, foram avaliadas a porcentagem média de oxidacdo, de
contaminagdo, de explantes ndo responsivos, de estabelecimento in vitro, o nimero e o

comprimento de brotos por explante.

2.4 Multiplicacao in vitro

Brotagdes padronizadas com 0,5 cm de comprimento, obtidas na fase de
estabelecimento in vitro, foram transferidas para tubos de ensaio de vidro (25 mm % 150 mm),
contendo 10 mL de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com
1,0 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,05 mg L' de 4cido naftalenoacético (ANA), 20 g
L' de sacarose e 6 g L! de agar.

Foram realizados 15 subcultivos, a cada 30 dias (FIGURA 1F), nos quais foram
avaliados a oxidagdo e o vigor, mediante escala de notas proposta por Oliveira et al. (2016), o
nimero ¢ o comprimento de brotagdes por explante. Apos a obtengdo dos dados, foram

realizadas curvas de regressao, relacionando os subcultivos e as caracteristicas avaliadas.

2.5 Fidelidade genética

A fidelidade genética do material experimental proveniente do 5 e do 15° subcultivos
foi testada em comparagdo a respectiva matriz. Para isso, extracdes de DNA foram realizadas
de acordo com protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990). Amostras contendo 20 a 50 mg de
tecido foliar das plantas matrizes e das plantas micropropagadas foram coletadas, colocadas em

microtubos e maceradas, utilizando nitrogénio liquido. Foram adicionadas 700 puL de tampao
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de extragdo CTAB 2% e, entdo, as amostras foram submetidas a agitacdo vigorosa e incubadas

por 30 minutos em banho seco, com agita¢cdo manual periddica (a cada 10 minutos).

Apo6s este periodo, foram adicionados as amostras 650 pL de cloroférmio alcool
isoamilico (24:1), e foram submetidas novamente a agitagdo vigorosa, seguida por
centrifugacdo a 12.000 rpm durante 7 minutos. Foram transferidos 500 pL. do sobrenadante para
novos tubos contendo 500 pL de isopropanol, deixando-os no freezer por 15 minutos, para entdo
serem, mais uma vez, centrifugadas a 12.000 rpm por 7 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 500 pL de etanol 95%, sendo
novamente centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e os pellets foram deixados na bancada para a secagem a temperatura ambiente.
Finalmente, as amostras foram ressuspendidas em tampao tris-EDTA pH 8,0.

As amostras foram avaliadas quanto a qualidade em gel de agarose 1,0%, corado com
GelRed™ (Uniscience), diluido a 0,2% em relagdo a concentragdo original do fabricante.
Posteriormente, foram quantificadas e avaliadas qualitativamente conforme razao de
absorbancia entre os comprimentos de onda A260 e A280, utilizando o espectrofotdmetro
NanoVue Plus™ (Biochrom).

Para avaliar a fidelidade dos materiais genéticos, foram utilizados primers universais
(Becky, John e UBC127), conforme reportado por Teixeira et al. (2020) para outras espécies
do género Eucalyptus. As reagdes de ISSR foram preparadas em microplacas (PCR-96-Axygen
Scientific), sendo que em cada well foram colocados 3 pl de DNA (padronizado a 20 ng pl!
para todas as amostras) e 10 pLL de mix de reagdo [1,5 mM de tampao de PCR (50 mM de Tris-
HCl pH 8.,4; 0,25 mg mL™! de BSA; 20 mM de KCl; 0,1% Ficol; 20 mM de Tartrazine; 0,1 mM
de MgCl), 1,5 mM de dNTP, 1 U de Taq polimerase Phoneutria (5 U pL™), Taq diluente (a
base de BSA e Tris HCI) e 0,2 mM do primer, completando o volume final com agua ultrapura
(3,25 uL).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700, nas
seguintes condi¢des: 2 minutos a 94°C para desnaturagdo inicial; 37 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 s a 42°C e 1 minuto a 72°C; e extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificagio foram separados em gel de agarose 1,5% e corado com GelRed™ (Uniscience).

Para interpretacdo dos géis e andlises estatisticas, os fragmentos amplificados foram
comparados com marcador de peso molecular conhecido Ladder 1Kb Plus. Foram utilizadas
apenas bandas bem definidas, sendo avaliado o polimorfismo existente em cada banda. Para

isso, foi gerada uma matriz de dados binaria, onde 1 indica a presenca e 0 a auséncia no
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individuo e, a partir dela, foi calculada a frequéncia de cada banda e o seu conteudo de
informagao polimorfica (PIC). Para calculo de PIC foi utilizada a equagao (1), onde pi indica a
frequéncia da banda i em cada primer (WEILER et al., 2010).

PIC =1-3%p? (1)

Com base na matriz binaria, foi obtida uma matriz de distdncia euclidiana entre
individuos, a partir da qual foram realizadas duas analises. Primeiro, andlise de ordenacao
multivariada através de analise de coordenadas principais (PCoA) (GOWER, 1966; PALMER,
2017) com o objetivo de avaliar a existéncia de variagao entre as plantas matrizes e as plantas
micropropagadas. Posteriormente, uma analise de classificacdo multivariada por agrupamento
(clustering) utilizando o método de ligacdo por médias ndo ponderadas (UPGMA) (EVERITT
etal.,2011), com a obten¢ao do dendrograma correspondente, para avaliar o agrupamento dos
individuos segundo o critério estabelecido. Para as duas analises foi utilizado o programa “Past”

v 3.14 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
2.6 Alongamento in vitro

Brotacdes padronizadas com 0,5 cm de comprimento, obtidas na fase de multiplicacao
in vitro, foram transferidas para tubos de ensaio de vidro (25 mm x 150 mm), contendo 10 mL
de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado 20 g L' de sacarose, 6 g
L' de 4gar e diferentes concentragdes de BAP e de ANA.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 2, sendo testadas duas concentra¢des de BAP (0,05 mg L! € 0,10 mg L) e duas
concentragdes de ANA (0,5 mg L' e 1,0 mg L), com quinze repeti¢des, compostas por um
explante cada.

Foram realizados trés subcultivos, a cada 35 dias (FIGURA 1G), nos quais foram
avaliados a oxida¢do e o vigor, mediante escala de notas proposta por Oliveira et al. (2016), o

nimero, o comprimento de brotagdes por explante e o enraizamento in vitro.



49

Figura 1 — Fluxograma com as etapas desde a poda dos galhos das matrizes selecionadas de
Eucalyptus pilularis até o alongamento e enraizamento in vitro.

A) Teste de espécies e procedéncias B) Galhos podados em casa de vegetacdo C) Brotos epicérmicos aos 45 dias

G) Alongamento e enraizamento F) Multiplicagdo in vitro E) Estabelecimento in D) Segmento
in vitro aos 105 dias ao0s 450 dias vitro aos 30 dias nodal

Fonte: Da Autora (2022).

2.7 Analise de dados

As andlises foram processadas no software R, versdo 3.0.3 (R CORE TEAM, 2018),
com auxilio do pacote ExpDes, versao 1.1.2 (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA,
2013). As médias dos tratamentos foram utilizadas para a realizagdo das analises estatisticas e
ajustes das equagdes de regressdo. As variaveis que ndo apresentaram distribui¢do normal
perante o teste de Shapiro-Wilk a 5% de significancia foram transformadas em arcsen. Para as
variaveis significativas foi realizado o teste de comparagdo de médias de Tukey a 5% de

significancia.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducio de gemas e brotac¢des epicormicas

Para as caracteristicas avaliadas na indug¢do de gemas e brotagdes epicormicas nos
galhos podados (FIGURA 2), foram observadas diferencas significativas entre as trés matrizes
de E. pilularis, além de ter sido considerada uma técnica vidvel, uma vez que todas as matrizes
emitiram brotos. Apesar das arvores da espécie apresentarem uma casca volumosa no tronco, o

mesmo nao foi observado nos galhos.
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Quanto ao nimero de gemas observadas aos 45 dias, as maiores médias foram
verificadas para M1 (18,0 gemas), a qual diferiu-se estatisticamente de M2 (1,7 gemas) e M3
(4,7 gemas) a 5% de significancia (Figura 2A). Em relacdo ao niimero de brotos epicormicos,
M1 também apresentou os maiores valores (67,0 brotos) com diferenca significativa para M3

(23,7 brotos) e M2 (6,0 brotos) (FIGURAS 2B).

Figura 2 - Caracteristicas avaliadas aos 45 dias em casa de vegetacdo nos galhos das trés
matrizes de FEucalyptus pilularis (M1, M2 e M3). A) Numero de gemas
epicormicas; B) Nuimero de brotos epicormicos. As letras mintsculas (a, b) acima
das barras representam diferengas estatisticas entre os tratamentos (matrizes) de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como
média + erro padrao.

A) B)
25 100
a a
20 T 80 -
. . |
£ i £
S 15 - £ 60 -
3 3
o o
O 10 Q40+
g £ b
pd b Z
i T i =
5 b 1 20 b
O T T T 0 T T
M1 M2 M3 M1 M2 M3
Arvore selecionada Arvore selecionada

Fonte: Da Autora (2022).
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Diversos trabalhos utilizaram a técnica e confirmaram sucesso na emissdo de brotos
epicormicos em galhos podados e na propagacdo vegetativa de arvores adultas de espécies
florestais, como observado em espécies dos géneros Eucalyptus e Corymbia aos 44 anos de
idade (AVELAR et al., 2020), Eucalyptus cloeziana aos 26 anos (OLIVEIRA et al., 2015a),
Araucaria angustifolia aos 20 anos (WENDLING et al., 2009), Ilex paraguariensis aos 19 anos
de idade (WENDLING; BRONDANI; DUTRA, 2013) e Eucalyptus benthamii aos 13 anos de
idade (BACCARIN et al., 2015).

O uso dessa técnica ¢ importante principalmente para a conservagao de germoplasma e
para a seleg¢@o de individuos superiores, na qual o resgate ¢ feito normalmente na fase adulta,
onde a propagacdo pode ser limitada devido a idade ontogenética (OLIVEIRA et al., 2015b;
PIRES; WENDLING; BRONDANI, 2013; WENDLING; BRONDANI; DUTRA, 2013).

O principio fisioldgico que leva a indugdo de gemas e brotagdes epicormicas em galhos
podados esté relacionado com a alterag@o do equilibrio entre auxinas a citocininas favorecendo
a emergéncia da parte aérea (WENDLING; BRONDANI; DUTRA, 2013).

Além disso, as espécies apresentam diferengas anatdmicas e morfofisioldgicas no
meristema e nos tecidos relacionados, nos quais se desenvolveram as brotacdes epicormicas
(BURROWS et al., 2008). Dessa forma, até mesmo em matrizes de uma mesma espécie, podem
ser encontradas diferencas que interfiram no numero de brotos induzidos, como observado por

Oliveira et al. (2015b) em Eucalyptus cloeziana.

3.2 Estabelecimento in vitro

As varidveis resposta avaliadas (porcentagem de oxidagdo, de contaminacgdo, de
explantes nao responsivos, de estabelecimento in vitro, nimero € comprimento de brotos por
explante) no estabelecimento in vitro apresentaram diferencas significativas entre as matrizes
estudadas (FIGURA 3).

Para a oxidagdo, M1 apresentou os melhores resultados (0,0%), demonstrando diferenga
significativa em relacdo a M2 (33,3%) (FIGURA 3A). Em relacdo a contaminagdo por fungos
e bactérias, as menores médias foram encontradas para M3 (50,0%), a qual se mostrou
estatisticamente diferente das demais (FIGURA 3B).

A oxidacdo de compostos fendlicos, além de promover o escurecimento do meio de
cultura, pode levar a morte do explante (AHMAD et al., 2013), e tem sido observada
principalmente em espécies lenhosas, nas quais representa um problema associado ao cultivo
in vitro de espécies do género Eucalyptus (BACCARIN et al., 2015; NAVROSKI et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2015a).
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Nesse contexto, os valores observados em explantes provenientes da M1 corroboram
com os apresentados por Baccarin et al. (2015), estudando a oxidacdo no estabelecimento in
vitro de explantes provenientes de brotagdes epicormicas induzidas em galhos de matrizes de
Eucalyptus benthamii (0,0%). Navroski et al. (2014) também verificaram diferengas nos
percentuais de oxidacdo entre diferentes genotipos de Eucalyptus dunnii, variando de 13,3 a
73,3%.

Segundo Trueman, Hung e Wendling (2018), para garantir o sucesso na
micropropagacdo, ¢ necessario que apenas alguns explantes emitam brotacdes isentas de
contaminagdo, uma vez que essa fase inicial ¢ a mais limitante da propagacdo in vitro. Os
diferentes percentuais de contaminag¢do das matrizes estudadas demonstram que a via
metabolica dos microrganismos pode ser regulada pelo gen6tipo do material vegetal, por meio
da expressdo genética diferencial, influenciando a biossintese de carotendides e a agregagdo de
hifas (POSTEMSKY; CURVETTO, 2016).

Os altos percentuais de contaminagdo (FIGURA 3B) dos explantes provenientes da M1
e os altos percentuais de oxidagdo e contaminacao (FIGURAS 3A e 3B) em explantes da M2
podem ter causado a morte dos tecidos in vitro, impossibilitando o estabelecimento. Em
Eucalyptus cloeziana, Oliveira et al. (2015a) observaram diferencas no estabelecimento in vitro
de explantes provenientes de brotos epicormicos emitidos em galhos podados em dezembro de

diferentes matrizes com 26 anos de idade, variando de 26,4 a 51,2%.

Quanto a porcentagem de explantes ndo responsivos, as menores médias foram
verificadas para M3 e M1, ambas com 6,7%, enquanto em M2 foi observado 66,7% (Figura
3C). Além disso, os melhores resultados observados para nimero € comprimento de brotos
foram encontrados em M3 (1,5 brotos por explante e 0,6 cm, respectivamente) (FIGURAS 3D
e 3E). Em relag¢do ao estabelecimento in vitro, M3 foi a tUnica matriz estabelecida (33,3%)

(FIGURA 3F).
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Figura 3 - Caracteristicas avaliadas no estabelecimento in vitro de segmentos nodais
provenientes das arvores selecionadas de Eucalyptus pilularis (M1, M2 e M3). A)
Oxidagdo das brotagdes (%); B) Contaminagao por fungos e bactérias (%); C)
Explantes ndo responsivos (%); D) Numero de brotos/explante; E) Comprimento
de brotos (cm); F) Estabelecimento in vitro (%). As letras minasculas (a, b) acima
das barras representam diferengas estatisticas entre os tratamentos (matrizes) de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como
média + erro padrao.
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3.3 Multiplicaciao in vitro

A partir das curvas polinomiais de regressdo de segundo e terceiro graus ao longo dos
15 subcultivos, verificou-se que o vigor dos explantes foi crescente até o 11° subcultivo (1,9),
apresentando uma queda nos dois subcultivos posteriores (1,8 e 1,7), e voltando a crescer a

partir do 14° subcultivo (2,1), atingindo o maior valor no 15° subcultivo (2,3) (FIGURA 4A).

Figura 4 - Curvas de regressdo de segundo e terceiro grau das caracteristicas avaliadas na
multiplicagdo in vitro da M3 de Eucalyptus pilularis ao longo dos subcultivos,
realizados a cada 30 dias. A) Vigor das brotagdes mediante escala de notas; B)
Oxidacao das brotagdes mediante escala de notas; C) Numero de brotos por
explante; D) Comprimento de brotos (cm).
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Fonte: Da Autora (2022).



55

Quanto a oxidagao, houve um aumento da liberacdo de compostos fenolicos no meio de
cultura até o 12° subcultivo (1,6), com redugao a partir do 13° (FIGURA 4B).

Em relagcdo ao numero de brotos, no 11° subcultivo foi observado o maior niimero de
brotos emitidos por explante (12,5 brotos), havendo uma queda no 12° (9,1 brotos) e
estabilizando até o 15° (8,8 brotos) (Figura 4C). Para o comprimento de brotos, verificou-se que
o maior valor foi encontrado no 15° subcultivo (0,9 cm) (FIGURA 4D).

Na multiplicacdo in vitro de explantes provenientes de arvores matrizes de Eucalyptus
cloeziana aos 26 anos de idade, cujo material vegetal foi subcultivado mensalmente por 19
meses, as concentragdes de 1,03 mg L' de BAP e 0,06 mg L' de ANA resultaram na maior
proliferacdo de brotos para uma das matrizes (OLIVEIRA et al., 2015a), concentragdes
proximas das que foram utilizadas para E. pilularis.

A reducdo do vigor e do nimero de brotos emitidos por explante no 12° e no 13°
subcultivos pode ter ocorrido devido ao aumento da oxidacao fenolica no 11° e também no 12°,

o qual resultou em maior valor para esta caracteristica avaliada (1,6) (FIGURA 4B).
3.4 Fidelidade genética

Nas analises de fidelidade genética, foram observados amplicons para todos os primers
ISSR utilizados. Nao foi observado polimorfismo entre a matriz e as plantas obtidas no 15°
subcultivo da fase de multiplicacdo in vitro, ao contrario do que foi observado por Teixeira et
al. (2020) ao testar a fidelidade genética em populagdes de Eucalyptus urophylla ¢ de
Eucalyptus microcorys, utilizando o mesmo protocolo. Esses resultados demonstram que os
protocolos utilizados ndo afetaram a estabilidade genética do material e, consequentemente,

mostraram-se fiéis a planta matriz (FIGURA 5).
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Figura 5 - Géis de agarose e primers utilizados (Becky, John e UBC827) no teste de fidelidade
genética de Eucalyptus pilularis comparando a matriz M3, o 5° e o 15° subcultivos
(S5 e S15).

Primer John UBCS827

™
-

M3 S5 Si15

M3 S5 S15] M3 S5 SI5

Fonte: Da Autora (2022).
3.5 Alongamento in vitro

As variaveis resposta (oxidagdo e vigor, mediante escala de notas, niimero e
comprimento de brotos por explante) no alongamento in vitro apresentaram interacao
significativa diante das concentracdes de ANA e de BAP (TABELA 2). Nao houve diferencas
significativas entre os tratamentos para o enraizamento in vitro.

Tabela 2 - Caracteristicas avaliadas (oxidagdo, vigor, nimero de brotos por explante e

comprimento de brotos) no alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis em
func¢do das concentragdes de BAP ¢ ANA.

Oxidacdo Vigor
BAP (mg L") ANA (mg L") ANA (mg L")
0,50 1,00 0,50 1,00
0,05 1,6 Aa=0,19 1,7 Aa%0,15 1,6 Aa=0,16 1.2 Ab£0.11
0,10 1,5 Aa+0,17 1,0 Bb+0,00 1,7 Aa+0,18 2,1 Aa+0,19
NB CB (cm)
BAP (mg L) ANA (mg L) ANA (mg L)
0,50 1,00 0,50 1,00
0,05 5,8 Aa+0,62 3,6 Bb+0,21 0,6 Aa+0,03 0,5 Ab+0,01
0,10 5,6 Ba0,79 8,0 Aa0,72 0,7 Ba£0,06 1,0 Aa£0,11

Dados apresentados com média + erro padrdo. As letras (A, a, B, b) representam diferencas estatisticas
entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Letras maiusculas (na linha)
representam as diferengas das concentragdes de ANA dentro da concentragdo de BAP. Letras
minusculas (na coluna) representam as diferencas das concentragdes de BAP dentro da concentragdo de
ANA. Em que: NB = ntimero de brotos por explante e CB = comprimento de brotos.
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A utilizacdo de 0,10 mg L' combinada com 1,0 mg L' de ANA resultou nas menores
médias para oxidagdo (1,0) e nas maiores para vigor (2,1), numero (8,0 brotos) e comprimento
de brotos por explante (1,0 cm) (TABELA 2).

O sucesso da micropropagacdo estd em fungdo de diversos fatores, dentre eles as
concentragdes de reguladores de crescimento, uma vez que sdo os principais responsaveis pelos
estimulos de respostas para diferenciagdo, crescimento e alongamento celular
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Dentre os fitorreguladores mais utilizados na cultura de tecidos, as citocininas
promovem a divisdo celular e estdo ligadas a diferenciacdo celular no processo de formagao das
partes aéreas e raizes (TAIZ; ZEIGER, 2009.). As auxinas, por sua vez, controlam o
crescimento e alongamento celular, principalmente na promogao de raizes laterais e adventicias
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

A 6-benzilaminopurina (BAP) ¢ a citocinina mais utilizada, pois tem se mostrado mais
eficaz na multiplicagdo de diversas espécies lenhosas, além de proporcionar o menor custo de
aquisi¢do (ARAGAO; ALOUFA; COSTA, 2011). Quanto as auxinas, o acido naftalenoacético
(ANA) tem sido utilizado em variadas concentragdes de acordo com a espécies e/ou cultivar,
combinado com citocininas para estimular a inducao, o alongamento de brotos e o enraizamento
em varias espécies vegetais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), corroborando com os
resultados encontrados para E. pilularis.

Entretanto, os reguladores de crescimento e as células vegetais interagem de forma
complexa e, se o tecido ndo estiver responsivo, ndo responderda devidamente a aplicagdo
exdgena desses componentes, independente das concentragdes e combinagdes utilizadas
(NAVROSKI; REINIGER; PEREIRA, 2015). Diversos trabalhos mostram diferentes
combinagdes utilizadas no alongamento in vitro de diferentes espécies vegetais (BRONDANI
et al., 2009; NAVROSKI; REINIGER; PEREIRA, 2015; OLIVEIRA et al., 2016). Navroski,
Reiniger e Pereira (2015) observaram que a utilizagdo de 0,5 mg L' de ANA no alongamento
in vitro de explantes de Eucalyptus dunnii, obtidos a partir de brotagdes provenientes do abate
de arvores de trés anos de idade, resultou nas maiores médias para numero e comprimento de
brotos aos 30 dias de cultivo in vitro.

Para um clone de Eucalyptus benthamii % E. dunnii, provenientes de minicepas
conduzidas em minijardim clonal, as concentragdes entre 0,25 e 0,75 mg L' de ANA
promoveram maior numero de brotacdes alongadas aos 60 dias de cultivo e a utilizacao de 1,0
mg L' de ANA resultou em efeito negativo para o alongamento, promovendo a indugio de

calos (BRONDANI et al., 2009), o que ndo foi observado para E. pilularis.
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Em Eucalyptus cloeziana, aos 26 anos de idade, o numero de brotagdes alongadas foi
maior em tratamentos em que o regulador de crescimento ANA ndo foi adicionado no meio de
cultura, independente da concentracdo de BAP (OLIVEIRA et al., 2015a), diferindo também
dos resultados encontrados para E. pilularis.

As diferentes respostas morfologicas observadas em relagdo a aplica¢do de reguladores
de crescimento podem estar atreladas ao genotipo e a idade ontogenética do material vegetal

utilizado.
3.6 Enraizamento adventicio in vitro

A média geral para o enraizamento in vitro foi de 3,4%, embora nio tenha apresentado
diferengas significativas entre os fatores estudados, demonstrando que, por meio da
micropropagacao, foi possivel induzir a competéncia ao enraizamento do material, mesmo com
idade ontogenética avangada (FIGURA 6).

Figura 6 - Emissdo de raizes adventicias em brotagdes alongadas de Eucalyptus pilularis em

meio de cultura contendo 0,05 mg L' de BAP e 0,5 mg L' de ANA, aos 105 dias.
Barra=1 cm.

Fonte: Da Autora (2022).

4 CONCLUSAO

O estabelecimento in vitro foi viavel a partir de explantes provenientes da matriz M3.

Na multiplicacdo in vitro, o maior valor para nimero de brotos foi encontrado no 11°
subcultivo, e os maiores valores para vigor e comprimento de brotos foram observados no 15°
subcultivo. Nao houve polimorfismo entre a planta matriz ¢ o 15° subcultivo da fase de

multiplicagdo in vitro, demonstrando estabilidade genética do material vegetal.
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Na fase de alongamento in vitro, a utilizagdo de 0,10 mg L' de BAP combinada com
1,0 mg L' de ANA resultou nas menores médias para oxidacdo e nas maiores para vigor,
numero e comprimento de brotos por explante.

Por meio da micropropagacao, foi possivel induzir a competéncia ao enraizamento in

vitro, mesmo apresentando avancada idade ontogenética.
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RESUMO

A utilizagdo de fontes de carbono e de membranas porosas influenciam o crescimento e o
desenvolvimento in vitro de diferentes espécies nas fases da propagacao in vitro, uma vez que
estdo relacionadas a necessidade de energia e de trocas gasosas. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o uso de fontes de carbono (glicose, sacarose, frutose ¢ galactose) na multiplicagao
e no alongamento in vitro, e o efeito da concentracdo da fonte de carbono e dos sistemas de
vedagdo (SM — auséncia de membrana e 1M — presenga de uma membrana permitindo trocas
gasosas) no alongamento e enraizamento in vitro de Eucalyptus pilularis. A glicose (20 g L)
proporcionou os melhores resultados na multiplicacdo aos 120 dias de cultivo e no alongamento
in vitro aos 110 dias de cultivo. A utilizacdo da sacarose resultou nos maiores teores de
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofila total: a + b). A
interacdo entre 20 g L' de glicose em frascos e tampas contendo 1M promoveu os maiores
valores de comprimento de brotos no alongamento in vitro. O percentual de enraizamento in
vitro ndo foi influenciado pelas concentracdes de glicose nem pelos sistemas de vedacao,
entretanto, o uso de 20 g L™! de glicose e o uso de 1M resultaram nas maiores médias para
comprimento de raizes. Dessa forma, recomenda-se a utilizagdo de 20 g L! de glicose como
fonte de carbono na multiplicagdo in vitro em tubos de ensaio, no alongamento e no
enraizamento in vitro em frascos, juntamente a um sistema de vedacdo com tampas contendo
IM.

Palavras-chave: Glicose. Sacarose. Frutose. Galactose. Trocas gasosas
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ABSTRACT

The use of carbon sources and porous membranes influence the in vitro growth and
development of different species in the in vitro propagation phases, since they are related to the
need for energy and gas exchange. The aim of the present work was to evaluate the use of
carbon sources (glucose, sucrose, fructose and galactose) in the in vitro multiplication and
elongation, and the effect of the concentration of the carbon source and of the systems of sealing
(SM — absence of membrane and 1M — presence of a membrane allowing gas exchange) on in
vitro elongation and rooting of Eucalyptus pilularis. Glucose (20 g L") provided the best results
in multiplication and elongation in vitro. The use of sucrose resulted in the highest levels of
photosynthetic pigments (chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids and total chlorophyll: a +
b). The interaction between 20 g L™! of glucose in flasks and lids containing 1M promoted the
highest values of shoot length in in vitro elongation. In vitro rooting percentage was not
influenced by glucose concentrations or by sealing systems, however, the use of 20 g L' of
glucose and the use of 1M resulted in the highest averages for root length. Thus, it is
recommended to use 20 g L' of glucose as a carbon source in in vitro multiplication in test
tubes, in in vitro elongation and rooting in flasks, together with a sealing system with lids
containing 1M.

Keywords: Glucose. Sucrose. Fructose. Galactose. Gas exchange
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1 INTRODUCAO

A micropropagacao fotoautotrdfica corresponde a propagacao e ao crescimento in vitro
de explantes sob condi¢des assépticas em meio de cultura sem a suplementagdo de compostos
organicos, como nutrientes (NGUYEN; XIAO; KOZAI, 2020), correspondendo ao modo
natural de nutricdo das plantas. Por outro lado, o controle de fatores ambientais, como o uso do
fotomixotrofismo, ¢ considerado importante para as respostas morfogénicas in vitro
(HERINGER et al., 2017), e refere-se ao emprego de fontes de carboidratos endogenos e
exdgenos para obter energia na presenca de enriquecimento com CO2 (EMARA et al., 2018).

O ambiente de cultivo convencional in vitro ¢ diferente do ambiente externo, o que
resulta em disturbios fisiologicos e morfoldgicos na planta (MENDES et al., 2015), como teores
insuficientes de clorofila para realizar fotossintese de modo a sustentar seu crescimento
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008), distirbios nos estdomatos, falta de camada de cuticula sobre
a folha, parénquimas anormais, hiperhidricidade, dentre outros (HASSANKHAH et al., 2013;
TISARUM et al., 2018).

Tais disturbios podem ser causados pela forma de vedacdo convencional no cultivo in
vitro, em que sdo utilizadas tampas de polietileno. Estas atuam como barreiras, restringindo o
fluxo de fotons fotossinteticamente ativos e limitando as trocas gasosas, aumentando a umidade
relativa dentro do recipiente, elevando a concentracao de etileno, reduzindo a concentracao de
CO2, diminuindo as taxas de transpiracdo, dificultando a absor¢do de 4gua e nutrientes e
causando redu¢@o no crescimento e desenvolvimento dos explantes (SOUZA et al., 2020a), o
que leva a altas taxas de mortalidade durante a aclimatizagdo ex vitro (JIMENEZ-PEREZ et al.,
2015; SALDANHA et al., 2012; TISARUM et al., 2018).

Além disso, sob baixo fluxo de fotons, o ATP produzido ¢ insuficiente para permitir a
fixagdo de carbono e a biossintese de carboidratos, o que também contribui para a redugdo do
crescimento das plantas in vitro. Por isso motivo, os tecidos mostram melhor desenvolvimento
e proliferacdo apos a adicao de uma fonte adequada de carbono no meio de cultivo (MAZINGA
etal.,2014; SAEZ et al., 2016).

Algumas técnicas tém sido desenvolvidas a fim de fornecer condi¢des ambientais que
promovam a capacidade fotossintética do material micropropagado (SOUZA et al., 2020a),
como o uso de tampas com filtros permeéveis a gases ou frascos de cultivo com propriedades
de ventilagdo para aumentar a ventilagcdo natural (LOBO et al., 2015; SALDANHA et al., 2013;
PITEKELABOU; AIDAM; KOKOU, 2015), e de carboidratos que servem como fonte de

carbono e energia para desempenhar fungdes essenciais no metabolismo das plantas, como
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proliferacdo de brotos, inducao e emissao de raizes, embriogénese e organogénese (CHEONG;
AN, 2015; PITEKELABOU; AIDAM; KOKOU, 2015; TORMEN et al., 2018).

Adaptacdes morfologicas e fisioldgicas, como emissdo e desenvolvimento de raizes,
prevencao da perda de 4gua por estdmatos funcionais (baixa taxa de transpiragdo), melhoria na
assimilagdo de COz (alta taxa fotossintética), emissao de novas folhas e aumento da area foliar,
aumento de brotos ¢ de biomassa de raizes de plantas aclimatizadas in vitro sao indices muito
importantes para garantir alta sobrevivéncia e rapido crescimento de plantulas antes da
aclimatizacdo ex vitro (HOANG et al., 2017).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de fontes de carbono
(glicose, sacarose, frutose e galactose) na multiplica¢do e no alongamento in vitro, ¢ o efeito da
concentragdo da fonte de carbono e dos sistemas de vedagdo (SM — auséncia de membrana e
IM — presenca de uma membrana permitindo trocas gasosas) no alongamento e enraizamento

in vitro de Eucalyptus pilularis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Localizacao do estudo e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultivo In Vitro de Espécies
Florestais, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA) (21°22°75” S, 44°96°98” W) em Lavras, Minas Gerais, Brasil.

O material experimental utilizado como explante foi proveniente de sucessivos
subcultivos da multiplicagdo in vitro de brotagdes. Essas brotagdes foram originadas de
segmentos nodais confeccionados a partir de brotos epicormicos de galhos podados de uma
matriz de Eucalyptus pilularis com 44 anos de idade, localizada em um teste de espécies e
procedéncias de espécies do género Eucalyptus ¢ Corymbia no Viveiro Florestal da UFLA

(IPEF, 1984).
2.2 Multiplicacio in vitro

Brotagdes padronizadas com 0,5 cm de comprimento foram inoculadas sob condi¢des
assépticas em tubos de ensaio de vidro (25 mm x 150 mm), contendo 10 mL de meio de cultura
WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980). O meio foi suplementado com 0,5 mg L' de BAP (6-
benzilaminopurina), 0,05 mg L' de ANA (4cido naftalenoacético), 6 g L' de 4gare 20 g L' de

fonte de carbono.
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, no qual foram
testadas quatro fontes de carbono (frutose, galactose, glicose e sacarose) com trinta e seis
repeticdes, contendo um explante por tubo de ensaio cada.

Aos 120 dias de cultivo na fase de multiplicagdo in vitro, foram avaliados a oxidagdo e
o vigor, mediante escala de notas, o nimero e o comprimento de brotacdes (> 0,5 cm) por
explante (FIGURA 1) e os teores de clorofila a, b, carotenoides, a/b ¢ total (pigmentos

fotossintéticos) em cada tratamento.

Figura 1 — Escala de notas para as avaliagdes de oxidagdo e vigor de numero e comprimento de
brotagdes de Eucalyptus pilularis em resposta a fonte de carbono. A, B e C)
Oxidacao das brotacoes (1 = Nula: sem oxidacdo; 2 = Média: reduzida oxidagdo na
base dos explantes; 3 = Alta: oxidacdo completa das brotacdes; D, E e F) Vigor das
brotagdes (1 = Baixo: auséncia de inducgdo de brotacdes e, ou, senescéncia e morte;
2 = Bom: indugio de brotagdes, porém com folhas de tamanho reduzido; 3 = Otimo:
inducdo de brotagdes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional; C)
Brotagdes em meio de cultura com sacarose; D) Brotagdes em meio de cultura com
glicose; E) Brotacdes em meio de cultura com frutose; F) Brotagdes em meio de
cultura com galactose. Barra =1 cm.

ESCALA DE NOTAS

3 2 1

Oxidacio

Vigor

Fonte: Da Autora (2022).

2.3 Pigmentos fotossintéticos

Ao final da multiplicacdo in vitro foram analisadas as concentragdes de pigmentos
fotossintéticos da clorofila a, clorofila b, carotenoides, razio entre a/b e clorofila total (a + b).

A extragao foi realizada conforme metodologia adaptada de Lichtenthaler (1987). Em ambiente
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parcialmente escuro, foi coletado 25 mg de matéria fresca de folhas de trés plantulas e colocadas
em tubos Eppendorf de 5 m L. Em seguida, pipetou-se em cada amostra um volume de 2,5 m
L' da solugio de Dimetilsulfoxido (DMSO) e armazenadas em local escuro por 48 horas.
Com o pigmento extraido das folhas foi realizada a leitura da absorbancia (A) a 480 nm,
649 nm, 665 nm no espectrofotdometro KASUAKI. Para cada tratamento e espécie estudada, as
leituras foram realizadas em triplicatas. As concentragdes de clorofila e carotenoides foram
calculadas seguindo as equagdes descritas por Wellburn (1994): clorofila a = [(12,19 x Ases) —
(3,45 % Ac49)]; clorofila b = [(21,99 % Ac49) — (5,32 x Ascs)] e carotenoides = (1000 x Aago —
2,14 x Ca — 70,16 x Cb)/220, sendo os resultados expressos em pg de pigmento por mg™' de

matéria fresca de tecido foliar (ug mg™! MF).
2.4 Alongamento in vitro

Brotagdes obtidas na fase de multiplicagdo in vitro foram padronizadas com 0,5 cm de
comprimento e inoculadas sob condigdes assépticas em tubos de ensaio de vidro (25 mm x 150
mm), contendo 10 mL de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN 1980). O meio foi
suplementado com 0,5 mg L' de ANA (4cido naftalenoacético), 0,05 mg L' de BAP (6-
benzilaminopurina), 6 g L™ de 4gar e 20 g L' de fonte de carbono.

O experimento foi esquematizado em delineamento inteiramente casualizado, no qual
foram testadas quatro fontes de carbono (frutose, galactose, glicose e sacarose) com trinta
repeti¢des, contendo um explante por tubo de ensaio cada.

Aos 110 dias de cultivo na fase de alongamento in vitro, apds quatro subcultivos, foram
avaliados a oxidagdo e o vigor, mediante escala de notas, o nimero ¢ o comprimento de
brotagdes (> 0,5 cm) por explante (FIGURA 1). Apos as avaliagdes, determinou-se a melhor
fonte de carbono com base nos melhores resultados para comprimento de brotos.

Em seguida, as brotacdes parcialmente alongadas (conjunto de brotagdes > 1,0 cm)
foram transferidas para frascos de vidro (250 mL), contendo 40 mL de meio de cultura WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com 0,5 mg L' de ANA (4cido naftalenoacético),
0,05 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina), 6 g L' de 4gar e 0, 10 ou 20 g L' da melhor fonte
de carbono para comprimento de brotos, a fim de dar continuidade ao alongamento do material
experimental.

O experimento foi esquematizado em delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 3 x 2, sendo testadas trés concentracdes da melhor fonte de carbono (0, 1020 g L") e

dois sistemas de vedagdo dos frascos (tampas rigidas de polipropileno sem membrana (SM) e
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tampas de polipropileno com um orificio de 1,0 cm de didametro coberto com uma membrana
de 1 cm? (1M) com oito repeti¢des, contendo dois explantes (conjunto de brota¢des) por frasco.
Aos 150 dias de cultivo in vitro, foram avaliados a oxidacao e o vigor, mediante escala
de notas proposta por Oliveira et al. (2016), nimero e comprimento de brotagdes (> 0,5 cm).
Os meios de cultura foram submetidos ao ajuste de pH para 5,8 + 0,05 com NaOH (0,1
M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adi¢cdo do agar. A autoclavagem do meio de
cultura foi realizada a temperatura de 127°C e pressdo de 1,5 kgf cm™, durante 20 min. Os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25°C (£1°C),
fotoperiodo de 16 h de luz e irradiancia de 40 umol m™ s quantificada por radidémetro, LI-

COR®, LI-250A Light Meter).
2.5 Enraizamento in vitro

Brotagdes parcialmente alongadas (conjunto de brotagdes > 1,0 cm) foram transferidas
para frascos de vidro (250 mL), contendo 40 mL de meio de cultura WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980), suplementado com 0,2 mg L ™! de ANA (4cido naftalenoacético), 0,2 mg L
! de AIB (4cido indolbutirico) e 0,05 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina), 6 g L™ de 4gar e
0, 10 ou 20 g L' da melhor fonte de carbono para comprimento de brotos, a fim de promover
o0 enraizamento in vitro do material experimental.

O experimento foi esquematizado em delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 3 x 2, sendo testadas trés concentra¢des da melhor fonte de carbono (0, 1020 gL ") e
dois sistemas de vedagdo dos frascos [tampas rigidas de polipropileno sem membrana (SM) e
tampas de polipropileno com um orificio de 1,0 cm de diametro coberto com uma membrana,
confeccionada com fita microporosa, de 1 cm? (1M)] com oito repeti¢cdes, contendo dois
explantes (conjunto de brotagdes) por frasco.

Aos 120 dias de cultivo in vitro, foram avaliados a oxidagdo e o vigor, mediante escala
de notas proposta por Oliveira ef al. (2016), nimero e comprimento de brotagdes e de raizes (>
0,5 cm) e o percentual de enraizamento in vitro.

Os meios de cultura foram submetidos ao ajuste de pH para 5,8 + 0,05 com NaOH (0,1
M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adicdo do agar. A autoclavagem do meio de
cultura foi realizada a temperatura de 127°C e pressdo de 1,5 kgf cm™, durante 20 min. Os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25°C (£1°C),
fotoperiodo de 16 h de luz e irradidncia de 40 umol m™ s™' quantificada por radidmetro, LI-

COR®, LI-250A Light Meter).
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Miniestufim

Brotagdes alongadas (> 3,0 cm) foram transferidas para um miniestufim visando o
enraizamento e o inicio da aclimatizagdo (FIGURA 2). O miniestufim foi confeccionado com
uma bandeja plastica como suporte para uma bandeja de hortaligas, onde as brotagdes foram
inseridas em substrato composto por vermiculita de granulometria média e substrato comercial,
na proporcao de (1:1), e mantidas em sala de crescimento. A vedagao foi realizada com um saco
plastico transparente. Para manter a umidade, borrifagdes com agua foram realizadas sempre
que o substrato estivesse seco. Ao longo do tempo, foi realizada a abertura gradual do saco
pléastico com a finalidade de aclimatizag¢do, porém aos 35 dias, houve mortalidade total das

brotagoes.

Figura 2 — Brotac¢des alongadas de FEucalyptus pilularis em miniestufim aos 20 dias de
aclimatizacdo. A) Detalhe da estrutura do miniestufim; B) Detalhe da brotacdo alongada

inserida no substrato das bandejas do miniestufim. Barra =1 cm.

Fonte: Da Autora (2022).

Analise de dados

As analises foram processadas no software R, versao 3.0.3 (R CORE TEAM, 2021),
com auxilio do pacote ExpDes, versao 1.1.2 (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA,
2013). As médias dos tratamentos foram utilizadas para a realizacdo das andlises estatisticas.

As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal perante o teste de Shapiro-Wilk a 5%
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de significancia foram transformadas em arcsen. Para as variaveis significativas foi realizado o

teste de comparacao de médias de Tukey a 5% de significancia.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito das fontes de carbono na multiplicacio in vitro

Foram observadas diferencas significativas nas respostas morfofisiologicas mediante as
diferentes fontes de carbono utilizadas na multiplicagdo in vitro de E. pilularis aos 120 dias de

cultivo para a maioria das caracteristicas avaliadas, exceto para oxidagao (FIGURAS 3 ¢ 4).

Figura 3 - Caracteristicas avaliadas na multiplicacdo in vitro de Eucalyptus pilularis em fungao
das fontes de carbono (Frutose, Galactose, Glicose e Sacarose). A) Oxidacao das
brotacdes; B) Vigor das brotacdes; C) Numero de brotos por explante; D)
Comprimento de brotos (cm). As letras mintsculas (a, b) acima das barras
representam diferencgas estatisticas entre os tratamentos (fontes de carbono) de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como média
+ erro padrao.
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Figura 4 - Brotagdes de Eucalyptus pilularis aos 120 dias na multiplicacdo in vitro em meios
de cultura contendo diferentes fontes de carbono. Gl = glicose; Fr = frutose; Sa =
sacarose ¢ Ga = galactose. Barra=1 cm.

Fonte: Da Autora (2022).

A utilizagdo da glicose como fonte de carbono resultou nas maiores médias para o vigor
das brotacoes (2,14) (FIGURA 3B), para o nimero de brotos por explante (13,92) (FIGURA
3C) e para o comprimento de brotos (0,75 cm) (FIGURA 3D), diferindo-se estatisticamente das
demais fontes.

Entretanto, a sacarose apresentou as menores médias em relacdo ao vigor (1,25)
(FIGURA 3B) e ao comprimento de brotos (0,53 cm) (FIGURA 3D), enquanto a utilizagdo da
galactose proporcionou as menores médias quanto ao niimero de brotos por explante (FIGURA
3C), as quais apenas diferiram estatisticamente da glicose a 5% de significancia.

O crescimento e o desenvolvimento in vitro de diferentes espécies nas fases da
micropropagacdo sdo afetados por diversos fatores, podendo-se destacar o tipo e as
concentragdes de fonte de carbono (EMARA; HAMZA; FEKRY, 2017, TORMEN et al.,
2018), as trocas gasosas e os sistemas de vedagdo (BATISTA et al., 2017; SILVA et al., 2017,
SOUZA et al., 2019).

A presencga de carboidratos em meios de cultura tem a finalidade de manter o potencial
osmotico, servir como fonte de energia e carbono para o crescimento das células e para o
desenvolvimento de processos, como a proliferacao de brotos, a indugdo e emissdo de raizes, a
embriogénese e a organogénese, sendo dependente do genotipo e do estagio de crescimento
(EMARA et al., 2018; YASEEN et al., 2013). Além disso, os tecidos mostram melhor
desenvolvimento e proliferagdo apos a adicao de uma fonte adequada de carbono no meio de

cultivo (MAZINGA et al., 2014).
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Embora a sacarose seja o carboidrato comumente utilizado na maioria dos trabalhos em
inducdo e desenvolvimento de brotos in vitro em espécies lenhosas, nem sempre ¢ a fonte de
carbono mais eficaz para esses fins (CHEONG; AN, 2015; MORADNEZHAD et al., 2017). E
um agucar ndo-redutor, e esses tipos de aguicares sdo menos reativos que acucares redutores
(CARVALHO et al., 2013), apresentando no presente estudo as menores médias para vigor,
nimero e comprimento de brotos.

Além disso, a sacarose, um carboidrato com 12-C, ou seja, que apresenta doze carbonos
na sua estrutura quimica, ¢ parcialmente hidrolisada em glicose e frutose, ambas com 6-C, na
esterilizacdo do meio de cultura pela autoclavagem (BETTERCOURT et al., 2016). A presenga
desses compostos ¢ essencial para o crescimento das plantas, uma vez que a fotossintese da
planta, ou do explante ¢ limitada (BETTERCOURT et al., 2016). Dessa forma, outros
carboidratos podem ser usados com sucesso como fonte de carbono, entretanto ¢ varidvel de
espécie para espécie. A glicose, por exemplo, ¢ um agucar redutor, que pode ser prontamente
absorvido pelos explantes, fornecendo uma melhor fonte de carbono por difusdo através das
superficies do tecidos excisados e metabolizado pelo cultivo in vitro (WELANDER;
PAWLICKI, 1994).

Segundo Tormen et al. (2018), em Eucalyptus cloeziana, a utilizagdo de 15 g L' de
glicose resultou em maiores médias para numero e comprimento de brotos, ndo diferindo-se
estatisticamente da utilizacdo de 15 g L™ de sacarose, porém apresentou redugio na oxidaco
dos tecidos, como observado para E. pilularis.

A frutose ¢ um outro monossacarideo que apresenta resultados positivos no cultivo in
vitro de algumas espécies. Preethi, Skidhar e¢ Naidu (2011) observaram que a frutose
proporcionou melhores resultados do que sacarose, maltose e glicose na micropropagacao de
Stevia rebaudiana. Além disso, Pitekelabou, Aidam e Kokou (2015) verificaram que a frutose
como fonte de carbono para a espécie arborea Nauclea diderrichii favoreceu o aumento do
niimero de raizes por explante na concentracio de 30 g L.

Para espécies de Prunus, os melhores resultados no alongamento e no peso fresco foram
encontrados em meio de cultura contendo 16 g L' de frutose ou glicose ao invés de 30 g L
sacarose (CHEONG; AN, 2015). Além disso, as maiores médias verificadas por Harathi,
Geetha e Naidu (2016) em relagdo ao maior nimero de brotos em meio com frutose para
Sphaeranthus indicus corroboram com os observados para E. pilularis. Em cultivares de
Lonicera caerulea L., com concentragdes de glicose variando de 20 a 40 g L', houve um efeito
positivo na substituicdo de sacarose por glicose na multiplicagdo in vitro (ORLOVA;

MOLKANOVA; KOROLEVA, 2021), conforme observado no presente estudo.
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3.2 Pigmentos fotossintéticos

Para todos os pigmentos fotossintéticos avaliados, foram observadas diferengas nos
teores de clorofila a, clorofila b, carotenoides, razao a/b e clorofila total (¢ + b) mediante as
diferentes fontes de carbono utilizadas na multiplicag¢do in vitro de E. pilularis ap6s 120 dias

de cultivo (FIGURA 5).

Figura 5 - Pigmentos fotossintéticos em folhas de Eucalyptus pilularis na multiplicagdo in vitro
sob diferentes fontes de carbono. A) Teor de clorofila a; B) Teor de clorofila b; C)
Teor de carotenodides; D) Razdo entre clorofila a e b; E) Teor de clorofila total. As
letras minusculas (a, b) acima das barras representam diferengas estatisticas entre os
tratamentos (fontes de carbono) de acordo com o teste de Tukey a 5% de
significancia. Dados apresentados como média =+ erro padrao.
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A utilizagdo de sacarose no meio de cultura durante a multiplicagdo in vitro resultou nos
maiores teores de clorofila a (0,182 pg mg! MF) (FIGURA 5A), de clorofila 5 (0,093 pg mg!
MF) (FIGURA 5B), embora ndo tenha diferido estaticamente da glicose neste pigmento, de
carotenoides (0,046 pg mg' MF) (FIGURA 5C), maior razio entre clorofila a e clorofila b
(1,942 pg mg! MF) (FIGURA 5D), sem apresentar diferenca estatistica em relagio a galactose,
e maior teor de clorofila total (0,267 pg mg™! MF) (FIGURA 5E).

Por outro lado, os menores teores de clorofila a (0,119 pg mg! MF), clorofila b (0,059
ug mg! MF), carotenoides (0,025 pug mg! MF) e clorofila total (0,177 ug mg' MF) foram
encontrados nas folhas de brotagcdes em meio de cultura contendo galactose (FIGURAS 5A,
5B, 5Ce SE).

Os carboidratos, em geral, sdo conhecidos por reprimir a expressao de genes envolvidos
na fotossintese e por diminuir a acumulacdo de clorofila (GASPAR ef al., 2002; ROLLAND:;
BAENA-GONZALEZ; SHEEN, 2006). A supressao da sacarose no meio de cultivo influenciou
significativamente na reducdo dos teores de clorofila total em Handroanthus impetiginosus e
em Jacaranda brasiliana (SOUZA et al., 2020a).

Para E. pilularis, os teores de pigmentos fotossintéticos encontrados na multiplicacdo in
vitro foram maiores em meio de cultura suplementado com sacarose, entretanto a sacarose pode
ter efeitos de feedback negativos sobre a fotossintese, reduzindo a quantidade e a atividade da
Rubisco (BADR; ANGERS; DESJARDINS, 2011, 2015), podendo o material vegetal
economizar energia suficiente, necessaria para atividades metabdlicas (EMARA et al., 2018),
e aumentar o potencial osmético do meio de cultura, tornando dificil a captacdo de agua para
as plantas in vitro (PEREZ et al., 2015), o que possivelmente pode ter promovido menores
resultados para vigor e comprimento de brotos na multiplicagdo e menores resultados para

vigor, nimero e comprimento de brotos no alongamento in vitro.
3.3 Efeito das fontes de carbono no alongamento in vitro

Para todas as caracteristicas avaliadas, foram observadas diferengas nas respostas
morfofisiologicas mediante as diferentes fontes de carbono utilizadas no alongamento in vitro

de E. pilularis aos 110 dias de cultivo (FIGURA 6).
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Figura 6 - Caracteristicas avaliadas no alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis em funcao

Oxidacao

Numero de brotos por explante

das fontes de carbono (Frutose, Galactose, Glicose e Sacarose). A) Oxidacao das
brotagdes; B) Vigor das brotagdes; C) Numero de brotos por explante; D)
Comprimento de brotos (cm). As letras minasculas (a, b) acima das barras
representam diferengas estatisticas entre os tratamentos (fontes de carbono) de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como média
+ erro padrao.
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Para a oxidacdo fenolica, as menores médias encontradas foram para frutose (1,33) e
para glicose (1,35) (FIGURA 6A). Quanto ao vigor das brotagdes, a fonte de carbono glicose
(2,25) e frutose (2,14) apresentaram as maiores médias, diferindo estatisticamente da sacarose
(1,46) (FIGURA 6B).

Em relacdo ao nimero de brotos, verificou-se as maiores médias para frutose (8,62
brotos/explante), a qual apresentou diferenca significativa a 5% da sacarose (5,65
brotos/explante) (FIGURA 6C). Para comprimento de brotos, a utilizacdo da glicose
proporcionou as maiores médias (1,17 cm), diferindo estatisticamente da galactose (0,75 cm) e
da sacarose (0,58 cm) (FIGURA 6D).

Efeitos positivos da glicose como fonte de carbono foram observados em Eucalyptus
cloeziana para comprimento de brotos por explante e na reducdo da oxidagdo fendlica dos
tecidos na concentragdo de 15 g L' (TORMEN et al., 2018). Em Moringa oleifera, a utilizagao
de 20 g L' de glicose no meio de cultura resultou nos maiores valores para comprimento da
parte aérea das plantulas (OKAFOR et al., 2020), corroborando com o resultados observados

em E. pilularis.
3.4 Efeitos da concentracio de glicose e dos sistemas de vedaciao no alongamento in vitro

A concentragdo de glicose e o sistema de vedacao dos frascos testados no alongamento
in vitro de E. pilularis influenciaram as respostas morfofisioldgicas dos tecidos e apresentaram

interagdo nas caracteristicas avaliadas (FIGURAS 7 e 8).
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Figura 7 - Caracteristicas avaliadas no alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis em frascos
de vidro em fungdo das concentra¢des de glicose (0, 10 e 20 g L™!) e do sistema de
vedagdo (SM e IM). A) Oxidagao das brotagdes; B) Vigor das brotacdes; C) Numero
de brotos por explante; D) Comprimento de brotos (cm). As letras minuasculas (a, b)
acima das barras representam diferengas estatisticas das concentracdes de glicose
dentro do sistema de vedacao, e as letras maitsculas (A, B) representam diferengas
estatisticas dos sistemas de vedacdo dentro da concentragdo de glicose de acordo
com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como média + erro

padrao.
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Figura 8 - Brotacdes de Eucalyptus pilularis aos 150 dias no alongamento in vitro em fungao
das concentragdes de glicose e dos sistemas de vedagio em frascos. A =20 g L' de
glicose e SM; B =10 g L! de glicose e SM; C =0 g L' de glicose e SM; D=20 g
L' de glicose e IM; E=10 g L! de glicose e 1IM; F=0 g L' de glicose e 1M. Barra
=1cm.

Fonte: Da Autora (2022).

Para a oxidagdo fenolica, as concentragdes de glicose nao apresentaram diferenca
significativa com a utilizagao de 1M, entretanto utilizando tampas de polietileno sem membrana
(SM), a concentracdo de 20 g L! de glicose resultou na maior média de oxidagio dos explantes
(2,00). A concentragdo de 10 g L! de glicose proporcionou maior percentual de oxida¢do no
sistema de vedacao com 1M (1,75) (FIGURA 7A).

Quanto ao vigor dos explantes, a suplementacio do meio de cultura com 20 g L™! de
glicose resultou no maior valor para esta caracteristica, utilizando-se 1M (2,63). As
concentragdes de 10 e 20 g L' de glicose apresentaram maior vigor nos sistemas de vedacio
sem membrana (1,50 e 1,75, respectivamente), ndo diferindo estatisticamente entre si (FIGURA
7B). Para o nimero de brotos, a concentra¢io de 20 g L' promoveu o maior niimero de brotos
por explante no sistema de vedagao sem membrana (9,75 brotos por explante), apresentando
diferenca significativa em relagdo as demais concentragdes. No sistema de vedacdo com uma
membrana (1M), a concentracdo de 10 g L™! proporcionou maior niimero de brotos emitidos por
explante (6,13 brotos) (FIGURA 7C).

Em relacdao ao comprimento de brotos, a utilizacdo de 1M como sistema de vedagdo e a
adi¢do de 20 g L' de glicose ao meio de cultura resultaram no maior comprimento de brotos
por explante (2,13 cm), diferindo estatisticamente das demais (FIGURA 7D).

Como o ambiente de cultivo convencional in vitro é diferente do ambiente externo, o

que resulta em distarbios fisioldégicos e morfoldgicos na planta (MENDES et al., 2015),
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adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas, como emissdo e desenvolvimento de raizes, prevengao
da perda de dgua por estdmatos funcionais (baixa taxa de transpira¢ao), melhoria na assimilagao
de CO:z (alta taxa fotossintética), emissao de novas folhas e aumento da area foliar, aumento de
brotos e de biomassa de raizes de plantas aclimatizadas in vitro sdo indices muito importantes
para garantir alta sobrevivéncia e rapido crescimento de plantulas antes da aclimatizagdo ex
vitro (HOANG et al., 2017).

Além disso, a eficiéncia das condi¢cOes fotomixotroéficas ou mixotroficas no
alongamento e no enraizamento in vitro em relagdo as fotoautotréficas foi reportada em
diversos trabalhos (EMARA et al., 2018; SOUZA et al., 2019, 2020b). Souza et al. (2019)
observaram que o uso de frascos com membranas que permitem trocas gasosas foi uma
alternativa eficiente para melhorar o alongamento e o enraizamento in vitro de Eucalyptus
dunnii, e a auséncia de carboidratos no meio de cultura foi ineficiente nessas fases,
corroborando com os resultados encontrados para E. pilularis.

Batista et al. (2017) observaram que plantulas de Capsicum annuum cultivadas em
frascos com tampas com membranas apresentaram estruturas anatomicas diferenciadas e
vigorosas, resultando em plantulas maiores, com mais folhas expandidas, maior niimero de
folhas, maior massa fresca e maior quantidade de pigmentos fotossintéticos. O tipo de vedagao
influenciou as respostas morfogénicas da espécie, demonstrando que o aumento nas trocas
gasosas teve efeito positivo sobre a producao de biomassa e aclimatizagdo das plantulas.

Pelos beneficios que proporciona, a utilizagdo de tampas com membranas porosas em
frascos tem promovido o aumento do teor de clorofila a, b e total, assim como melhorias no
sistema fotossintético das plantulas de abacaxizeiro cv. Perolera (MENDES et al., 2015),
melhores resultados para comprimento de brotos, numero de entrends e massa secas de brotos
foram encontrados em Tectona grandis com a utilizagdo de 18 g L' de sacarose e de tampas
plasticas com filtro (FERNANDES et al., 2013).

Em Eucalyptus dunnii, a utilizagdo de frascos com membranas porosas que permitiram
maiores trocas gasosas resultou em uma efetiva alternativa para melhorar o alongamento in

vitro de microestacas (SOUZA et al., 2019), conforme observado para E. pilularis.

3.5 Efeitos da concentracio de glicose e dos sistemas de vedacdo no enraizamento in vitro
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A concentragao de glicose e o sistema de vedacao dos frascos testados no enraizamento

in vitro de E. pilularis influenciaram as respostas morfofisioldgicas dos tecidos e apresentaram

interacao nas caracteristicas avaliadas (FIGURAS 9 e 10).

Figura 9 - Caracteristicas avaliadas no enraizamento in vitro de Eucalyptus pilularis em frascos
de vidro em fungio das concentra¢des de glicose (0, 10 e 20 g L) e do sistema de
vedagdo (SM e IM). A) Oxidagdo das brotagdes; B) Vigor das brotacdes; C) Numero
de brotos por explante; D) Comprimento de brotos (cm). As letras minasculas (a, b)
acima das barras representam diferengas estatisticas das concentracdes de glicose
dentro do sistema de vedagao, e as letras maitsculas (A, B) representam diferengas
estatisticas dos sistemas de vedacdo dentro da concentragdo de glicose de acordo
com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como média =+ erro

padrdo.
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Figura 10 - Caracteristicas avaliadas no enraizamento in vitro de Eucalyptus pilularis em
frascos de vidro em funcdo das concentragdes de glicose (0, 10 e 20 g L") e do
sistema de vedagdo (SM e 1M). A) Percentual de enraizamento em fun¢do das
concentracgoes de glicose; B) Percentual de enraizamento em funcao dos sistemas de
vedagdo; C) Comprimento das raizes (cm) em funcdo dos sistemas de vedagdo; D)
Comprimento das raizes (cm) em fungdo das concentragdes de glicose; E) Numero
de raizes por explante. As letras mintsculas (a, b) acima das barras representam
diferencgas estatisticas das concentragdes de glicose dentro do sistema de vedagao, e
as letras maiusculas (A, B) representam diferencas estatisticas dos sistemas de
vedacdo dentro da concentragdo de glicose de acordo com o teste de Tukey a 5% de
significancia. Dados apresentados como média + erro padrao.
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Para oxidagdo fenolica, a utilizagdo do sistema de vedacdo de frascos sem membrana
(SM) e contendo 20 g L™ de glicose resultou na menor média de oxidacio dos explantes (1,17),
apresentando diferenca significativa em relacao ao uso de IM (FIGURA 9A). Quanto ao vigor
dos explantes, a utilizagdo de 1M nas tampas de polietileno dos frascos proporcionou a maior
média nesta caracteristica avaliada (1,82), diferindo-se estatisticamente do sistema de vedacao
sem membrana (FIGURA 9C). Além disso, as maiores médias para vigor foram observadas em
frascos contendo 10 g L™ (1,64) e 20 g L' (1,93) de glicose, com diferencas significativas em
relagdo a concentragdo de 0 g L'! (FIGURA 9B).

Para nimero de brotos por explante, somente a concentracdo de glicose influenciou as
respostas morfofisiologicas dos explantes in vitro. A utilizagdo da concentragio 10 g L
resultou na maior média de brotos emitidos por explante (3,21 brotos), diferindo
estatisticamente apenas da concentragdo de 0 g L' (FIGURA 9D).

Quanto ao comprimento de brotos por explante, o uso de tampas com 1M e contendo 20
g L! de glicose no meio de cultura resultou na maior média de comprimento de brotos (1,33
cm), apresentando diferenca em relagdo aos frascos sem membranas contendo a mesma
concentragdo (FIGURA 9E).

A concentragdo de glicose e o sistema de vedacdo dos frascos ndo resultaram em
diferencas significativas para o percentual de enraizamento in vitro. Diferentes desafios podem
ser encontrados na micropropagacao de plantas, como contaminagdo, oxidacao, dificuldade de
enraizamento in vitro, variagcdes somaclonais, hiperidricidade, habituagao in vitro, entre outros
(ABDALLA et al., 2022). Possivelmente, esses resultados indicam a habituacao dos tecidos, o
efeito residual de BAP na multiplicagdao pelo longo tempo de subcultivo, o que poderia estar
correlacionado com a redug¢ao do comprimento de brotos.

A habituagdo celular foi definida como uma perda estavel e hereditaria ao requerimento
dos fatores de crescimento pelas células de plantas cultivadas, em que a habituac¢do as auxinas
e citocininas resulta em modificagdes reversiveis na hereditariedade celular, conhecida como
mudancgas epigenéticas (MEINS, 1989). Subcultivos e a habituagdo estdo entre os fatores
negativos que estimulam alteragdes epigenéticas e fenotipicas (BEDNAREK; ORLOWSKA,
2020) Células habituadas perdem a capacidade de responder a manipulagdo externa de
reguladores de crescimento (DJANDE et al., 2019).

A habituagdo causada por prolongados periodos de continuos subcultivos ¢ a maior
limitacdo aos sistemas de producdo comercial, resultando em um progressivo declinio de vigor
(AKIN-IDOWU; IBITOYE; ADEMOYEGUN, 2009), diminui¢do do crescimento,

desencadeando estruturas malformadas e perda na capacidade de desenvolver estruturas
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especializadas (REE, 2019). Esse fendmeno pode ser desencadeado por alteragdes na metilagao
do DNA durante a regeneracao da planta in vitro (BEDNAREK; ORLOWSKA, 2020). Tais
eventos foram observados em Moringia oleifera apds o tratamento com diferentes razdes de
2,4-D/cinetina, resultando em nenhuma rediferenciacao de raizes e brotos (DJANDE et al.,
2019), em Bactris gasipaes (REE, 2019), provavelmente devido ao fenomeno da habituacdo a
reguladores de crescimento exdgenos.

A utilizagdo de 10 g L' e de 20 g L™! resultou nas maiores médias para niimero de raizes
por explante em frascos contendo 1M (1,00 e 1,33 raizes, respectivamente), diferindo-se da
concentracdo de 0 g L™\, Além disso, no sistema de vedagdo SM, a maior média encontrada para
esta caracteristica foi observada na concentragio de 20 g L' (1,00 raiz), diferindo-se
estatisticamente das demais concentracdes (FIGURAS 10A e 10B).

O comprimento de raizes foi influenciado pelo sistema de vedacdo e pela concentragdo
de glicose. A utilizagdo de 1M proporcionou a maior média (0,50 cm), apresentagdo diferenca
significativa em relagio a auséncia de membrana. Além disso, a suplementacio de 20 g L! de
glicose resultou na maior média nesta caracteristica (1,05 cm), diferindo-se estatisticamente das
demais concentragdes (FIGURAS 10C e 10D).

O microambiente dentro dos frascos no cultivo in vitro pode variar de acordo com o
sistema de vedagao utilizado (FREITAS ef al., 2021). Na forma de vedag¢ao convencional na
propagacao in vitro, sao utilizadas tampas de polietileno que atuam como barreiras, restringindo
o fluxo de fotons fotossinteticamente ativos e limitando as trocas gasosas, aumentando a
umidade relativa dentro do recipiente (KRISANTINI, 2018), elevando a concentragdo de
etileno (SILVA et al., 2017) e reduzindo a concentragdo de CO2 (CHEN et al., 2015), fatores
que inibem o crescimento e o desenvolvimento da planta.

Por outro lado, no sistema de vedagdo com membranas porosas, a difusdo de ar ¢
elevada, a qual permite o aumento da concentracdo de CO2 (KRISANTINI, 2018) e a
eliminagdo do etileno para o ambiente externo (RIBEIRO et al., 2019). Além disso, o aumento
da densidade estomdtica quando sdo utilizadas membranas porosas pode ser associada ao
aumento da fotossintese causada pela maior disponibilidade de CO2 (MOLINARI et al., 2020).

A utilizagdo de sistemas de vedag@o que permitam maiores trocas gasosas que o sistema
convencional tem apresentado resultados positivos no cultivo in vitro de Dendorbium bigibbum
Lindl. (RIBEIRO et al., 2019), de Eucalyptus dunnii (SOUZA et al., 2019), de Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla (MOLINARI et al., 2020) e de Dipteryx alata Vog. juntamente
a diferentes concentragdes de carboidrato (BARBOSA et al., 2021).
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Para Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, o uso do sistema de membranas para
promover a ventilagdo natural com um filtro e com dois filtros melhoraram o enraizamento da
espécie. Além disso, segmentos apicais da espécie devem ser cultivados sob a ventilagao natural
com um filtro e segmentos nodais devem ser cultivados com dois filtros para garantir melhor
crescimento (SILVA et al., 2017).

Na auséncia de carboidrato nao houve o enraizamento in vitro de E. pilularis, enquanto
a utilizacdo do sistema de vedacao com tampas contendo 1M favoreceu o comprimento de
raizes adventicias (Figura 8E), corroborando com os resultados encontrados no enraizamento
in vitro de microestacas de Eucalyptus dunnii (SOUZA et al., 2019).

Entretanto, hé a necessidade de se desenvolver mais estudos a respeito do tema a fim de
minimizar os efeitos negativos desses entraves e otimizar a propagacao in vitro de Eucalyptus

pilularis.

4 CONCLUSAO

A concentragdo de 20 g L™ de glicose como fonte de carbono na multiplicagdo em tubos
de ensaio e no alongamento in vitro em tubos e em frascos contendo 1M resultou nas melhores
médias nas caracteristicas avaliadas.

No enraizamento in vitro, a suplementa¢io do meio de cultura com 10 ou 20 g L! de
glicose, juntamente a um sistema de vedacao com tampas contendo 1M, favoreceu a emissao

de raizes adventicias.
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RESUMO

A qualidade luminosa e a concentragdo da fonte de carbono podem influenciar as respostas
morfofisiologicas dos explantes na micropropagagdo de espécies do género Eucalyptus. A
adequacdo do ambiente de cultivo in vitro pode trazer melhorias na clonagem de espécies de
interesse econdmico e com idade ontogenética avangada a fim de promover a propagagdo
massal em larga escala. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de quatro fontes
de qualidade de luz (lampada fluorescente, LEDs vermelho/azul 1:1, LEDs azul e LEDs
vermelho) e de trés concentragdes de glicose (10, 20 e 30 g L) na multiplicacdo e no
alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis Smith. Na multiplicacdo in vitro, aos 150 dias, o
uso da lampada fluorescente resultou nas maiores médias de sobrevivéncia € nas menores de
oxidagdo, assim como a utilizagdo da concentragio de 30 g L! de glicose. O uso das LEDs
vermelho/azul 1:1 resultou nas maiores médias para nimero de brotos por explante, embora
ndo tenham diferido estatisticamente da lampada fluorescente, e para vigor na concentracao de
30 g L' de glicose. Os resultados para os LEDs vermelho foram inferiores para todas as
caracteristicas avaliadas. No alongamento in vitro, a lampada fluorescente e LEDs
vermelho/azul resultaram nas maiores médias nas caracteristicas avaliadas, assim como a
concentracio de 30 g L™! de glicose.

Palavras-chave: Propagacdo in vitro. Qualidade espectral. Fonte de carbono. Clonagem.
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ABSTRACT

Light quality and carbon source concentration can influence the morphophysiological responses
of explants in the micropropagation of species of the Eucalyptus. The adequacy of the in vitro
culture environment can bring improvements in the cloning of species of economic interest and
with advanced ontogenetic age in order to promote mass propagation on a large scale. The aim
of the present study was to evaluate the influence of four sources of light quality (fluorescent
lamp, 1:1 red/blue LEDs, blue LEDs and red LEDs) and three glucose concentrations (10, 20
and 30 g L) in the in vitro multiplication and elongation of Eucalyptus pilularis Smith. In the
in vitro multiplication, at 150 days, the use of a fluorescent lamp resulted in the highest survival
and lowest oxidation means, as well as the use of a concentration of 30 g L™! of glucose. The
use of 1:1 red/blue LEDs resulted in the highest means for number of shoots per explant,
although they did not differ statistically from the fluorescent lamp, and for vigor at the
concentration of 30 g L of glucose. The red LEDs promoted the lowest averages in all
evaluated characteristics. In the in vitro elongation, the fluorescent lamp and red/blue LEDs
resulted in the highest means in the evaluated characteristics, as well as the concentration of 30
g L' of glucose.

Keywords: In vitro propagation. Spectral quality. Carbon source. Cloning.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as areas de florestas plantadas de eucalipto crescem a cada ano e sdo
responsaveis pela maior parte da producao de madeira para fins industriais (CARRILLO et al.,
2018). A contribuicao delas no setor florestal brasileiro que, por sua vez, apresenta expressiva
representatividade na economia, ¢ significativa, justificando a busca pela otimizacao do cultivo,
por meio de pesquisas em melhoramento genético e silvicultura clonal, as quais vém
proporcionando ganhos em produtividade e qualidade da madeira de florestas plantadas
(MYBURG et al., 2014).

Dentre as espécies de Eucalyptus, Eucalyptus pilularis Smith é uma espécie pouco
estudada, porém com grande potencial para serraria e laminagao, principalmente no Sudeste do
Brasil (GOMES et al., 1981; MENDES et al., 1983). Por esse motivo, torna-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas, até entdo escassas, que visem a micropropagacao de arvores
adultas da espécie com avancada idade ontogenética.

O crescimento e o desenvolvimento in vitro de diferentes espécies nas fases da
micropropagacao sio afetados por diversos fatores. Dentre estes fatores, pode-se destacar o tipo
e as concentracdes de fonte de carbono (TORMEN et al., 2018) e a qualidade de luz, com
lampadas LEDs (SOUZA et al., 2018, 2020a, 2020b; STEFANEL et al., 2020), visando
otimizar o ambiente de cultivo para a propagagdo in vitro de arvores adultas com avangada
idade ontogenética, a produgdo de fotoassimilados, e também como estimulo percebido por
fotorreceptores que desencadeiam a fotomorfogénese em plantas (BELLO-BELLO;
ESTRADA; VELAZQUEZ, 2016; GUPTA; KARMAKAR, 2017).

Como o cultivo in vitro de células, tecidos e 6rgdos ndo ¢ totalmente autotrofico, €
necessaria a presenca de carboidratos em meios de cultura para manter o potencial osmotico,
servir como fonte de energia e carbono para o crescimento das células (GAUCHAN, 2012) e
para o desenvolvimento de processos, como a proliferacdo de brotos, a indugdo e emissao de
raizes, a embriogénese e a organogénese (YASEEN et al., 2013). Além disso, os tecidos
mostram melhor desenvolvimento e proliferagdo apos a adi¢do de uma fonte adequada de
carbono no meio de cultivo (MAZINGA et al., 2014). A glicose, por exemplo, ¢ um agucar
redutor, que pode ser prontamente absorvido pelos explantes, fornecendo uma melhor fonte de
carbono por difusdo através das superficies do tecidos excisados e metabolizado pelo cultivo in
vitro (WELANDER; PAWLICKI, 1994).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da qualidade de luz e

da concentragdo de glicose na multiplicagdo e no alongamento in vitro de segmentos nodais
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provenientes de brotagdes epicormicas de arvores adultas de Eucalyptus pilularis Smith aos 44

anos de idade.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localiza¢ao do estudo e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultivo In Vitro de Espécies
Florestais, pertencentes ao Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), localizada no municipio de Lavras, Minas Gerais (21°14’S de latitude;
44°59°W de longitude e 919 m de altitude).

O material experimental utilizado foi proveniente de segmentos nodais previamente
estabelecidos in vitro, confeccionados a partir de brotacdes epicormicas de galhos podados de
uma matriz com 44 anos de idade de FEucalyptus pilularis, localizada em um teste de
procedéncias de Eucalyptus e Corymbia, instalado em 1974 no Viveiro Florestal da UFLA
(IPEF, 1984).

2.2 Qualidade de luz

As fases da micropropagacao foram avaliadas em quatro qualidades espectrais: lampada
fluorescente — F (40 umol m™s™! - HO Sylvania T12, 20 W, Sdo Paulo, Brasil), LEDs vermelho
-V, LEDs azul - A e LEDs vermelho/azul 1:1 — V:A (40 pmol m™s™ - LabPARLLHR/ DB-
480, 20 W, LabLumens®, Carapicuiba, SP, Brasil).

2.3 Multiplicacao in vitro

Brotacdes padronizadas com 0,5 cm de comprimento, obtidas a partir de segmentos
nodais previamente estabelecidos in vitro, foram transferidas para tubos de ensaio de vidro (25
mm X 150 mm), contendo 10 mL de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980),
suplementado com 1,0 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,05 mg L' de 4cido
naftalenoacético (ANA), 6 g L'! de 4gar e diferentes concentracdes de glicose.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 4 x 3, sendo testadas quatro qualidades espectrais (Idmpada fluorescente - F, LEDs
vermelho/azul 1:1 — V:A, LEDs azul - A e LEDs vermelho - V) e trés concentragdes de glicose
(10,20 e 30 g L"), com dez repeti¢des, compostas por um explante cada.

Foram realizados 5 subcultivos, a cada 30 dias, nos quais foram avaliados o percentual
de sobrevivéncia, a oxidagdo e o vigor, mediante escala de notas proposta por Oliveira et al.

(2016), o ntimero e o comprimento de brotagdes por explante
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2.4 Alongamento in vitro

Brotacdes padronizadas com 0,5 cm de comprimento, provenientes da fase de
multiplicagdo in vitro, foram transferidas para tubos de ensaio de vidro (25 mm X% 150 mm),
contendo 10 mL de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com
1,0 mg L' de 4cido naftalenoacético (ANA), 0,10 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,10
mg L' de 4cido indolbutirico (AIB) e 6 g L' de agar e diferentes concentracdes de glicose.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 2, sendo testadas quatro qualidades espectrais (lampada fluorescente, LEDs
vermelho/azul (1:1), LEDs azul) e duas concentra¢des de glicose (20 e 30 g L), com dez
repeti¢des, compostas por um explante cada.

Foram realizados 3 subcultivos, a cada 30 dias, nos quais foram avaliados a oxidacdo e
o vigor, mediante escala de notas proposta por Oliveira ef al. (2016), o nimero e 0 comprimento

de brotagdes por explante e o percentual de hiperidricidade.
2.5 Analise de dados

As analises foram processadas no software R, versao 3.0.3 (R CORE TEAM, 2018),
com auxilio do pacote ExpDes, versao 1.1.2 (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA,
2013). As médias dos tratamentos foram utilizadas para a realizagdo das analises estatisticas.
As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal perante o teste de Shapiro-Wilk a 5%
de significancia foram transformadas em arcsen. Para as variaveis significativas foi realizado o

teste Tukey a 5% de significancia.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Multiplicagao in vitro

Diferencas significativas foram observadas nas respostas morfofisioldgicas mediante as
diferentes qualidades espectrais e concentragdes de glicose utilizadas na multiplicagdo in vitro
de E. pilularis aos 150 dias de cultivo para percentual de sobrevivéncia, oxidacao e numero de
brotos por explante. Houve interagdo significativa entre os fatores para vigor e comprimento de
brotos por explante (FIGURAS 1 e 2).

A utilizagao da lampada fluorescente resultou no maior percentual de sobrevivéncia dos
explantes (53,3%) (FIGURA 1A) e na menor média para oxidacdo fenolica (2,2) (FIGURA
1C), diferindo-se estatisticamente somente das LEDs azul ¢ LEDs vermelha nesta caracteristica.

A concentragdo de 30 g L! de glicose resultou no maior percentual de sobrevivéncia (67,5%)
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(FIGURA 1B) e na menor média para oxidagdo (2,1) (FIGURA 1D), diferindo-se
estatisticamente das demais concentragoes.

As lampadas fluorescentes sao versateis, pois fornecem um amplo espectro de luz (350
a 750 nm), sendo aplicével para inimeras espécies (MILER et al., 2019). Na multiplicacdo in
vitro de Eucalyptus pilularis em biorreator de imersdo tempordaria, a utilizacdo de lampada
fluorescente resultou nas maiores médias para vigor, nimero e comprimento de brotos por
explante (SOUZA et al., 2022a), demonstrando a importdncia da ampla variagdo de
comprimentos de onda na multiplicagdo da espécie.

Em relacdo ao numero de brotos por explante, as LEDs azul e azul/vermelha (1:1)
proporcionaram os melhores resultados para essa caracteristica, 6,9 e 6,6 brotos emitidos por
explante, respectivamente, diferindo-se somente da LED vermelha (FIGURA 1F). Estudos
recentes demonstram resultados satisfatorios obtidos por meio do uso de LEDs vermelho/azul,
na multiplicagdo in vitro de clones hibridos de Corymbia (SOUZA et al., 2020b), e na emissao
de maior niumero de brotos em Eugenia involucrata (STEFANEL et al., 2020).

Apesar do uso da LED azul ter proporcionado um dos melhores resultados para nimero
de brotos, os brotos sob esta fonte de luz apresentavam uma coloragdo verde clara, com aspecto
de hiperidricidade, e pequena expansao foliar (FIGURA 3D). A regido azul do espectro de luz
(450 a 500 nm) pode inibir o crescimento e a produtividade (ABIRI et al., 2020), portanto, a
exposicao a luz azul pode resultar em diferentes respostas no crescimento das plantas, como ma
expansao foliar, conforme reportado por Tian et al. (2019) em Camellia sinensis cv.
Huangjinya, corroborando com os resultados encontrados para E. pilularis. Quanto a
concentragdo de glicose, a utilizagio de 30 g L resultou no maior nimero de brotos por
explante (6,6 brotos), apresentando diferengas significativas em relacao a concentracao de 10 g
L (FIGURA 1G).

A conducio dos sinais realizada pelos fotorreceptores das plantas ndo ¢ independente, e
a relagdo entre eles pode estar vinculada a condi¢do de luminosidade a que sdo submetidas e as
atividades fisioldgicas do vegetal (CHEN et al., 2019). As LEDs vermelho/azul emitem energia
no espetro visivel nas regides do espectro em que a planta ¢ fotossinteticamente ativa
(BATISTA et al., 2018), o que pode permitir um melhor desenvolvimento da planta.

Dados descritos na literatura corroboram com os resultados encontrados no presente
estudo para niimero de brotos por explante sob LEDs vermelho/azul em clones de Eucalyptus
grandis * Eucalyptus urophylla (SOUZA et al., 2020a), para percentual de oxidag¢do, nimero
e comprimento de brotos por explante em clones hibridos de Corymbia (SOUZA et al., 2018,
2020b).
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Para as LEDs azul e vermelho/azul (1:1), a suplementagido de 30 g L™ de glicose no
meio de cultura resultou nas maiores médias para vigor (1,7), diferindo-se das demais. Para a
lampada fluorescente, as maiores médias para vigor também foram observadas no meio
contendo 30 g L! de glicose (1,6), embora nio tenha diferido estatisticamente da concentragdo
de 20 g L. O uso de diferentes concentragcdes de glicose ndo resultou em diferencas
significativas para vigor diante da LED vermelha (FIGURA 2H).

O efeito das fontes de luz na morfogénese das espécies e clones deve ser avaliado para
a otimizacdo do protocolo de micropropagacdo (MIRANDA et al., 2020). Em Physalis
angulata, foram encontrados os menores valores para o teor de clorofila total sob LEDs
vermelha, o que resultou em menores nimero de folhas e area foliar (SANTOS et al., 2020),
fato que pode ter contribuido para a reducao da capacidade fotossintética da planta. Além disso,
a utilizacdo de LEDs vermelha resultou em menores nimeros de brotos emitidos no cultivo in
vitro de Cattleya crispata (SOUZA et al., 2021), de Pyrus communis (LOFT; MARS;
WERBROUCK, 2019) e em menor nimero ¢ comprimento de brotos de Eucalyptus grandis *
Eucalyptus urophylla (SOUZA et al., 2022) quando comparados com outras fontes de luz. No
presente estudo, a utilizagcdo de LEDs vermelha resultou nas menores médias para as
caracteristicas avaliadas, possivelmente em decorréncia na menor capacidade para realizagao
de fotossintese e consequente desenvolvimento dos explantes de E. pilularis (FIGURA 3C).

Para as LEDs azul e LEDs vermelha, os maiores comprimentos de brotos foram
encontrados em meio de cultura contendo 30 g L' de glicose (0,57 cm e 0,50 cm,
respectivamente), com diferencas estatisticas em relacao as demais concentragdes. Para a LED
vermelha/azul, as concentracdes de 20 e 30 g L' de glicose resultaram na maior média para a
caracteristica avaliada (0,50 cm), diferindo da concentracdo de 10 g L. Para a lampada
fluorescente, a utilizacdo de diferentes concentracdes de glicose ndo resultou em diferencas
significativas para o comprimento dos brotos (FIGURA 2I). A partir disto, fica evidente a
importancia e a necessidade de se definir a qualidade espectral e a fonte de carbono no

desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro (PEPE et al., 2021).
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Figura 1 - Caracteristicas avaliadas na multiplicacdo in vitro de Eucalyptus pilularis em fungao
da qualidade de luz e das concentragdes de glicose (20 e 30 g L!). A) Sobrevivéncia
em funcdo da qualidade de luz; B) Sobrevivéncia em fun¢do das concentracdes de
glicose; C) Oxidagao em fun¢ao da qualidade de luz; D) Oxidagdo em fungao das
concentragdes de glicose; E) Numero de brotos por explante em fun¢do da qualidade
de luz; F) Numero de brotos por explante em funcao das concentragdes de glicose.
As letras mintsculas (a, b) acima das barras representam diferencas estatisticas de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como média
+ erro padrao.
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Figura 2 - Caracteristicas avaliadas na multiplicacdo in vitro de Eucalyptus pilularis com
interagdo entre qualidade de luz e concentragdes de glicose (20 e 30 g L™). A) Vigor
dos explantes; B) Comprimento de brotos (cm). As letras mintsculas (a, b) acima
das barras representam diferengas estatisticas das concentracdes de glicose dentro do
sistema de vedacao, e as letras maiusculas (A, B) representam diferencas estatisticas
dos sistemas de vedagao dentro da concentracao de glicose de acordo com o teste de
Tukey a 5% de significancia. Dados apresentados como média + erro padrao.
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Figura 3 - Caracteristicas visuais de Eucalyptus pilularis sob diferentes qualidades espectrais e
concentragoes de glicose. A) Lampada fluorescente; B) LEDs vermelho/azul (1:1);
C) LEDs vermelho; D) LEDs azul. Em que: F30 = Lampada fluorescente e 30 g L™!
de glicose; F20 = Lampada fluorescente e 20 g L' de glicose; F10 = Lampada
fluorescente e 10 g L! de glicose; A:V30 = LEDs vermelho/azul (1:1) e 30 g L' de
glicose; A:V20 = LEDs vermelho/azul (1:1) e 20 g L' de glicose; A:V10 = LEDs
vermelho/azul (1:1) e 10 g L' de glicose; V30 = LEDs vermelho e 30 g L! de
glicose; V20 = LEDs vermelho e 20 g L' de glicose; V10 = LEDs vermelhoe 10 g
L' de glicose; A30 = LEDs azul e 30 g L! de glicose. Barra = lcm.

Fonte: Da Autora (2022).

3.2 Alongamento in vitro

Foram observadas diferencas significativas nas respostas morfofisioldgicas mediante as
diferentes qualidades espectrais e concentragdes de glicose utilizadas no alongamento in vitro
de E. pilularis aos 90 dias de cultivo para oxidagdo, vigor, nimero e comprimento de brotos
por explante e percentual de hiperidricidade. Nao houve interagdo entre os fatores (FIGURAS
4e)).

Para oxidacdo, a utilizagdo da lampada fluorescente resultou nas menores médias para
a caracteristica (1,26), diferindo estatisticamente somente da LED azul (2,06) (FIGURA 4A).
O uso de lampada fluorescente e de LED azul/vermelho resultou nas maiores médias para vigor
(1,89 e 1,76, respectivamente) (FIGURA 4B) e para nimero de brotos emitidos por explante
(6,68 e 5,59 brotos, respectivamente) (FIGURA 4D), nao diferindo estatisticamente entre si.

A qualidade espectral atua como um sinal morfogénico que influencia o crescimento da
parte aérea das plantas in vitro e as concentragdes de reguladores de crescimento, estando as
citocininas envolvidas nas etapas iniciais da via de sinalizagao luminosa (ROMAN et al., 2016;

YU et al., 2019). A conducdo do sinal realizada pelos fotorreceptores ndo ¢ independente, e a
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relacdo entre eles pode estar relacionada a condicdo de luz e as atividades fisiologicas da planta
(CHEN et al., 2019).

Lampadas fluorescentes ¢ LEDs vermelho/azul foram consideradas mais adequadas
para o uso no alongamento in vitro de Eucalyptus grandis * Eucalyptus urophylla, sem
prejudicar o desenvolvimento de brotagdes para a produg@o de plantas clonais micropropagadas
(SOUZA et al., 2020a), resultado semelhante ao encontrado no presente estudo. Além disso, a
lampada fluorescente promoveu o maior percentual de emissdo de raizes adventicias em
miniestacas de E. pilularis (75%) (SOUZA et al., 2022b).

No alongamento in vitro de clones hibridos de Corymbia, o uso de LEDs vermelho/azul
resultou nas melhores respostas para vigor, nimero ¢ comprimento de brotos por explante
(SOUZA et al., 2020c), demonstrando a eficiéncia desta fonte de luz e corroborando com os
resultados encontrados para E. pilularis. De acordo com Batista et al. (2018), as LEDs
vermelho/azul emitem energia, no espectro visivel, em regides de interesse para fotossintese, o
que pode favorecer o crescimento e o desenvolvimento no cultivo in vitro.

A suplementagio do meio de cultura com 30 g L' de glicose proporcionou maiores
médias para vigor (1,89) (FIGURA 4C), namero (6,81 brotos) (FIGURA 4E) e comprimento
de brotos por explante (0,56 cm) (FIGURA 4F), diferindo da concentragio de 20 g L. O tipo
e as concentragdes de fonte de carbono podem influenciar a inducdo e o desenvolvimento de
brotos in vitro em espécies lenhosas (MEMON et al., 2019). Efeitos positivos da glicose como
fonte de carbono foram observados em Eucalyptus cloeziana para comprimento de brotos por
explante e na redu¢io da oxidagio fenolica dos tecidos na concentra¢io de 15 g L' (TORMEN
et al., 2018). Em Moringa oleifera, a utilizagdo de 20 g L' de glicose no meio de cultura
resultou nos maiores valores para comprimento da parte aérea das plantulas (OKAFOR et al.,
2020), corroborando com o resultados observados em E. pilularis.

Em relacdo a hiperidricidade, somente os explantes sob LED azul apresentaram
caracteristicas morfoldgicas que indicam este distirbio (35,3%), como coloragdo verde clara,
pequena expansao foliar, enquanto os explantes sob as demais fontes de luz ndo apresentaram
tal caracteristica (FIGURA 5). Em Eucalyptus grandis < Eucalyptus urophylla, a qualidade
espectral azul foi uma das mais adequadas para o cultivo in vitro do hibrido, uma vez que foi
observado menor hiperidricidade sob essa fonte de luz (SOUZA et al., 2020d), ao contrario do
que foi encontrado para E. pilularis, demonstrando que o efeito da fonte de luz na morfogénese

de espécies ¢ varidvel e necessita ser avaliado (MIRANDA et al., 2020).
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Figura 4 - Caracteristicas avaliadas no alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis em funcao
da qualidade de luz e das concentragdes de glicose (20 e 30 g L™!). A) Oxidagio em
funcdo da qualidade de luz; B) Vigor em funcdo da qualidade de luz; C) Vigor em
funcdo das concentragdes de glicose; D) Numero de brotos por explante em fungao
da qualidade de luz; E) Numero de brotos por explante em fun¢do das concentragdes
de glicose; F) Comprimento de brotos por explante em fungdo das concentragoes de
glicose. As letras minusculas (a, b) acima das barras representam diferencas
estatisticas de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados
apresentados como média + erro padrao.
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Figura 5 - Percentual de hiperidricidade no alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis em
funcdo da qualidade de luz. As letras mintsculas (a, b) acima das barras representam
diferencas estatisticas de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. Dados
apresentados como média + erro padrao.
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Analises de anatomia foliar, de densidade estomatica e do contetido de pigmentos
fotossintéticos seriam realizadas para avaliar as respostas dos tecidos in vitro as fontes de luz
utilizadas, entretando o material vegetal se mostrou estagnado, nao respondendo aos estimulos
de reguladores, sem aumento do niimero e comprimento de brotacdes e, muitas vezes,
senescendo. Uma possivel explicagdo para este fato seria a habituagao celular, um dos entraves
encontrados na micropropagagdo de plantas (ABDALLA et al., 2022), na qual células
habituadas perdem a capacidade de responder a manipulagao externa de reguladores de
crescimento (DJANDE et al., 2019).

A habituagdo celular foi definida como uma perda estavel e hereditaria ao requerimento
dos fatores de crescimento pelas células de plantas cultivadas, em que a habituag¢do as auxinas
e citocininas resulta em modifica¢des reversiveis na hereditariedade celular, conhecida como
mudancas epigenéticas (MEINS, 1989). Esse fenomeno pode ser desencadeado por alteragdes
na metilagdo do DNA durante a regeneracdo da planta in vitro (BEDNAREK; ORLOWSKA,
2020).

O alongamento e o enraizamento in vitro de brotos induzidos em meio de cultura

contendo reguladores de crescimento podem ser afetados pela habituagdo (MANGENA, 2020).
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A habituagdo causada por prolongados periodos de continuos subcultivos ¢ a maior limitagao
aos sistemas de produ¢do comercial, resultando em um progressivo declinio de vigor (AKIN-
IDOWU; IBITOYE; ADEMOYEGUN, 2009). No cultivo in vitro de Bactris gasipaes por um
longo periodo de tempo, 8 anos, 0 monitoramento de vias morfogénicas para indugdo direta de
gemas adventicias revelou um forte potencial de redu¢do morfogénica em células pré-
procambiais, células de parénquima na base do caule e em células externas das bainhas das
folhas, comprometendo a reprogramagdo celular para o estado indiferenciado e,
consequentemente, a aquisi¢do de competéncia celular (GRANER et al., 2018).

Entretanto, hé a necessidade de se desenvolver mais estudos a respeito do tema a fim de
minimizar os efeitos negativos desses entraves e otimizar a propagagao in vitro de Eucalyptus

pilularis.
4 CONCLUSAO

A utilizagdo de ldmpada fluorescente e LED V:A (1:1) combinadas com a
suplementacdo de 30 g L' de glicose no meio de cultura resultou nas maiores médias das
caracteristicas avaliadas nas fases de multiplicagdo e no alongamento in vitro de Eucalyptus
pilularis. As duas fontes de luminosidade e concentragdo de glicose resultaram em menor
oxidacao fendlica dos tecidos, maior vigor € maior nimero de brotos por explante, com auséncia

de hiperidricidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Eucalyptus pilularis ¢ considerada uma das espécies com maior potencial para a serraria
e laminag@o na regido sudeste do Brasil, principalmente em Minas Gerais e Sao Paulo. No
municipio de Lavras, Minas Gerais, matrizes da espécie, localizadas em teste de espécies e
procedéncias, implantado em 1974, demonstraram adequado desempenho fenotipico quanto a

adaptacao, crescimento em altura e em didmetro a altura do peito.

A utilizagdo da técnica de indugdo de brotos epicormicos em galhos podados
provenientes de arvores adultas de E. pilularis aos 44 anos de idade, selecionadas em teste de
espécies e procedéncias, foi eficiente na obtencdo de propagulos visando a clonagem. A
organogénese direta, via proliferacdo de gemas axilares, mostrou-se uma alternativa eficiente
para o rejuvenescimento/revigoramento de tecidos com idade ontogenética avangada, sendo

possivel a indugdo da competéncia ao enraizamento.

Quanto ao balango de reguladores de crescimento, a utilizagdo de 0,10 mg L' de BAP
combinada com 1,0 mg L' de ANA resultou nas menores médias para oxidacdo e nas maiores
para o vigor, o nimero ¢ o comprimento de brotos por explante no alongamento in vitro.

Quanto a fonte de carbono e suas respectivas concentra¢des, a utilizacio de 20 g L! de
glicose promoveu as melhores respostas morfofisiologicas dos explantes na multiplicagdo e no
alongamento in vitro, tanto em tubos de ensaio quanto em frascos contendo sistema de vedacao
com uma membrana (1M). No enraizamento in vitro, a suplementacdo do meio de cultura com
10 ou 20 g L! de glicose, juntamente a um sistema de vedagio com tampas contendo 1M,

favoreceu a emissao de raizes adventicias.

Quanto a qualidade de luz e concentragoes de glicose, a utilizagdo de lampada
fluorescente e de LED vermelho/azul (1:1) e a suplementacdo de 30 g L! de glicose no meio de
cultura resultou nas maiores médias nas caracteristicas avaliadas na multiplicagdo e no

alongamento in vitro de Eucalyptus pilularis.

Todavia, apesar dos resultados obtidos, ainda ¢ necessario desenvolver estudos
referentes a espécie e as técnicas utilizadas, bem como, quanto ao rejuvenescimento e
revigoramento de tecidos. Pesquisas voltadas a otimizagao do processo de clonagem devem ser
estimuladas, desde a coleta de brotos até a fase de aclimatizagao. Nesse contexto, experimentos
posteriores podem ser realizados quanto as condi¢des edafoclimaticas antes da poda dos galhos

de arvores selecionadas e como podem influenciar na emissdo de brotos epicormicos, as fontes
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de carbono no estabelecimento in vitro, as concentracdes de reguladores de crescimento em
todas as fases da micropropagacdo ¢ como podem afetar as divisdes celulares na planta e
desencadear habituacao celular, a outras qualidades de luz e se os diferentes comprimentos de
onda interferem na hiperidricidade, aos métodos de pré-aclimatiza¢do de brotagdes alongadas,
a outros sistemas de vedacao e como influenciam a area foliar, a densidade de estomatos e as

anatomias foliar e radicular.
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