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RESUMO GERAL

A maioria das espécies lenhosas apresentam mudancas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas
durante a transic¢ao da fase juvenil para a adulta, principalmente no potencial de clonagem, vigor
de crescimento e enraizamento adventicio. A partir da premissa que ha poucos estudos que
abordam a propagacédo de Eucalyptus microcorys, e pela dificuldade do resgate e clonagem de
matrizes adultas por meio de técnicas ndo-destrutivas, a tese foi dividida em trés secdes, tendo
por objetivo geral promover a propagagdo in vitro de E. microcorys e investigar o
rejuvenescimento e/ou revigoramento de tecidos. O primeiro capitulo baseou-se em
desenvolver um protocolo via micropropagacao utilizando matriz com idade superior a 40 anos.
O segundo capitulo foi baseado em desenvolver um protocolo de micropropagacao por meio da
organogénese indireta, avaliando a interagdo de fito-reguladores de crescimento em tecidos
juvenis. O terceiro capitulo baseou-se em investigar possiveis indicativos do rejuvenescimento
e/ou revigoramento de tecidos por meio de diferentes técnicas de producdo de mudas. Em
termos gerais, 0 protocolo via micropropagacdo utilizando brotos epicérmicos apresentou
aptidao para o cultivo in vitro com estabelecimento de 40,55%, e multiplicacdo de 820 explantes
até o 11° subcultivo. Na fase de alongamento os melhores resultados foram observados na
suplementagdo do meio de cultura com 0,05 mg.L™* de BAP + 1 mg.L* de ANA e com 0,05
mg.L de BAP + 1 mg.L "t de ANA + 1 mg.L "t de AIB. Na fase de enraizamento e aclimatizacéo,
destacaram-se dois modelos de microtubetes (M2 com volume = 2,6 cm?; e M3 com volume =
5,3 cmd), formando raizes adventicias normais e de conexao direta com o cdmbio vascular. Nas
etapas da organogénese indireta, a calogénese apresentou média de 81,38% de formagdo de
calos nos explantes. Na fase de indugdo de gemas, os explantes do cotilédone apresentaram 0s
maiores valores médios, enquanto na fase de alongamento os explantes do hipocotilo
apresentaram os melhores resultados para as caracteristicas avaliadas. Com relacao a fase de
enraizamento e aclimatizacdo, destacaram-se trés modelos de microtubetes (M4 com volume =
2,6 cm3; M6 com volume = 5,3 cm3; e M7 com volume = 4,9 cm3), formando raizes adventicias
normais e de conexdo direta com o cambio vascular. Por meio dos testes moleculares pela
técnica de ISSR, foi possivel confirmar a clonagem das plantas resultantes do protocolo de
micropropagacdo e detectou-se baixa diversidade genética das plantas do protocolo da
organogénese indireta. O protocolo de micropropagacdo por meio da organogénese indireta foi
eficiente, sendo a melhor resposta observada com o explante do hipocétilo em meio de cultura
com1mg.Ltde TDZ, 1 mg.L de TDZ + 4 mg.L  de ANA ou 3 mg.L: de TDZ + 2 mg.L de
ANA. Na investigacdo de indicativos do rejuvenescimento e/ou revigoramento de tecidos,
foram utilizados os materiais resultantes das técnicas de producdo de mudas via seminal, via
enxertia, via micropropagacdo com brotacGes epicdrmicas e via organogénese indireta.
Verificou-se que os individuos propagados via enxertia apresentaram resultados diferenciados
com as demais técnicas de propagacdo, mas seu comportamento, possivelmente, ndo condiz
com maior rejuvenescimento e/ou revigoramento dos tecidos. Pelo teste de proteinas totais
(TCA/Acetona/Fenol) verificou-se duas regides distintas nas amostras obtidas pela enxertia. A
maior atividade enzimatica do teste de peroxidase foi observada na amostra via
micropropagacao por brotos epicérmicos, demonstrando um indicativo do rejuvenescimento de
tecidos. Com relacdo ao pXRF, foram detectadas as melhores respostas para a distin¢do dos
materiais pelos elementos K, Ca, Zn, Fe, Mn, Si. Contudo, novos estudos séo recomendados a
fim de buscar outros métodos que apresentem similaridades com as respostas ao enraizamento
em espécies florestais e assim otimizar o resgate e clonagem de plantas com distintos estagios
ontogenéticos.

Palavras-chave: Eucalipto. Clonagem. Resgate ndo-destrutivo. Micropropagacao.
Organogénse indireta. Enxertia. Proteina total. Peroxidase. pXRF.



ABSTRACT

Most woody species experience morphological, physiological and biochemical changes during
the transition from the juvenile to the adult phase, especially with regard to the potential for
cloning, growth vigor and adventitious rooting of propagules. Due to the lack of studies that
address the propagation of Eucalyptus microcorys, and to the difficulty in rescuing and cloning
adult donor plants using non-destructive techniques, this thesis aimed to promote in vitro
propagation of E. microcorys, and to investigate the rejuvenation and/or reinvigoration of
tissues. In the first chapter, a protocol via micropropagation using a donor plant aged over 40
years was developed. In the second chapter, a micropropagation protocol through indirect
organogenesis was developed to evaluate the interaction of plant growth regulators in juvenile
tissues. In the third chapter, possible indications of rejuvenation and/or reinvigoration of tissues
propagated by different techniques, were investigated. In overall terms, the protocol via
micropropagation, using epicormic buds, were suitable for in vitro cultivation, presenting an
establishment rate of 40.55%, and multiplication of 820 explants until the 11th subculture. In
the elongating phase, the best results were observed in WPM media with 0.05 mg.L™ of BAP
+ 1 mg.L? of NAA and 0.05 mg.L? of BAP + 1 mg.L? of NAA + 1 mg.L? of AIB. In the
rooting and acclimatization phase two models of microvessels (M2 with volume = 2.6 cm3; and
M3 with volume = 5.3 cm3) presented the best results, which formed normal adventitious roots
and of direct connection with the vascular cambium. In the stages of the indirect organogenesis,
the callogenesis averaged 81.38% of callus formation in explants. In the bud induction phase,
the explants from the cotyledon presented the highest mean values, while in the elongating
phase, the explants from the hypocotyl tissue presented the best results the evaluated
characteristics. Regarding the rooting and acclimatization phase, three models of microvessels
(M4 with volume = 2.6 cm3; M6 with volume = 5.3 cm3; and M7 with volume = 4.9 cm3)
presented the best results, which formed normal adventitious roots directly connected to the
vascular cambium. Through molecular tests, confirmed the successful cloning of plants
resulting from the micropropagation protocol by the ISSR technique, and a low genetic diversity
of the microplants of the indirect organogenesis protocol. The micropropagation protocol
through indirect organogenesis was efficient for the production of E. microcorys microplants,
which requires as an explant the hypocotyl tissue grown in culture medium supplemented with
1 mg.L?TDZ, 1 mg.L? TDZ + 4 mg.L? NAA or 3 mg.L? TDZ + 2 mg.L't NAA. In the
investigation of possible indications of rejuvenation and/or reinvigoration of tissues, materials
resulting from plant production techniques were used: the seminal, grafting, micropropagation
with epicormic shoots and indirect organogenesis. It was concluded that the individuals
propagated via grafting presented different results with the other propagation techniques, but
their behavior possibly does not match with greater rejuvenation and/or reinvigoration of the
tissues. By the total protein test (TCA/Acetone/Phenol) two distinct regions were found in the
samples obtained by grafting. The highest enzymatic activity of the peroxidase test was
observed in the sample via micropropagation by epicormic shoots, demonstrating an indication
of tissue rejuvenation. Regarding by pXRF, the best responses were detected for the distinction
of materials propagated from the elements K, Ca, Zn, Fe, Mn, Si. However, new studies are
recommended in order to seek other methods that have similarities with the responses to rooting
in forest species and thus optimize the rescue in materials with different ontogenetic stages.

Keywords: Eucalypts. Cloning. Non-destructive rescues. Micropropagation. Indirect
organogenesis. Grafting. Total protein. Peroxidase. pXRF.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a maior parte dos produtos de origem florestal € oriunda de povoamentos
artificiais do género Eucalyptus. No ano de 2018, a &rea total de plantios florestais no Brasil
totalizou 7,83 milhGes de hectares, sendo que 5,7 milhGes correspondem aos plantios de
Eucalyptus e Corymbia no Pais. Mesmo com o0s impactos das alteracGes climéticas no
crescimento das plantacdes florestais nos ultimos anos, principalmente devido ao desequilibrio
do regime hidrico em varias regies do territorio nacional, a produtividade dos plantios de
eucaliptos apresentou um aumento médio de 0,5% em relagio ao ano anterior (IBA, 2019).

O constante crescimento da cultura de espécies do género Eucalyptus decorre
principalmente por suas vantagens advindas da clonagem e do melhoramento genético, os quais
possibilitam contornar problemas de doencas, heterogeneidade e produtividade nos plantios
florestais (XAVIER; SILVA, 2010; IBA, 2019). Diante do crescente uso de clones, tanto pelas
grandes empresas, como por pequenos investidores, inclusive produtores rurais, tém-se
observado consideraveis avangos tecnoldgicos quanto aos processos de selecdo de arvores,
resgate de arvores superiores, avaliacdo de clones, producdo comercial de mudas (estaquia,
miniestaquia e microestaquia) e em praticas silviculturais adotadas na implantacéo e conducéo
dos plantios de florestas clonais (XAVIER; SILVA, 2010).

Um dos maiores desafios para a propagacdo clonal de espécies lenhosas é o
envelhecimento ontogenético dos tecidos, o qual provoca baixa capacidade regenerativa
(HARTMANN et al.,, 2011). A maioria das espécies lenhosas apresentam mudancas
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas durante a transi¢cdo da fase juvenil para a adulta,
sobretudo com relacdo ao potencial de clonagem, vigor de crescimento e resisténcia a doencas
(SCHWAMBACH et al.,, 2008; HARTMANN et al., 2011). Plantas adultas diminuem
gradativamente sua capacidade de enraizamento com o aumento da idade ontogenética, visto
que ramos maduros tendem a apresentar menores concentragdes de auxina, acimulo de
inibidores de enraizamento, aumento nos niveis fendlicos, além de barreira anatbmica de tecido
lignificado entre o floema e o cortex (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). Esses tipos de
comportamentos em materiais adultos causam barreiras aos programas de melhoramento
florestal com espécies de interesse comercial, sendo fator limitante ao avanco no setor de
producdo de mudas clonais (WENDLING; DUTRA; GROSSI, 2007).

Contudo, as caracteristicas relacionadas a maturacdo dos tecidos vegetais podem ser

estaveis e reversiveis, mesmo néo apresentando o mesmo grau de facilidade na reversao para o
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estado juvenil, a qual varia em funcéo do nivel de juvenilidade dos tecidos. O rejuvenescimento
de clones consiste em reverter plantas ou parte delas de um estado maduro para um estado
juvenil (WENDLING; XAVIER, 2005) enquanto o revigoramento consiste na aplicacdo de
técnicas que visem retornar a planta para um estado de alto vigor fisioldgico (WENDLING,;
XAVIER, 2001). Assim, diferentes técnicas de rejuvenescimento e revigoramento Sao
empregadas em espécies lenhosas para induzir o crescimento de brotos juvenis e aumentar a
producdo de propagulos com maior potencial de enraizamento.

A fim de selecionar matrizes adequadas visando ganhos na clonagem de povoamentos
florestais, a utilizacdo dos testes de progénies para a selecdo de arvores superiores tem sido
considerada a forma mais adequada e de maior eficiéncia, principalmente nas situacdes onde
0s programas clonais se baseiam em caracteristicas de baixa herdabilidade (ASSIS; MAFIA
2007, XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). Por meio das técnicas que garantem o
rejuvenescimento e revigoramento desses materiais, € possivel obter mudas de matrizes
altamente produtivas e adaptadas em diferentes condi¢cdes ambientais. Dada a importancia do
género Eucalyptus no atual cenario da silvicultura clonal brasileira, a técnica da
micropropagacéo em espécies florestais vem ganhando cada vez mais espago, tanto no nivel
académico quanto no comercial, em funcdo de suas vantagens, as quais proporcionam a
minimizacao de algumas dificuldades no processo de producéo de mudas de clones e espécies,
principalmente no que concerne ao enraizamento.

No Brasil é raro encontrarmos testes de progénies e procedéncias com idades avancadas
de plantio. Na cidade de Lavras, estado de Minas Gerais, encontram-se um dos poucos plantios
experimentais de espécies do género Eucalyptus e Corymbia, sendo este implantado no ano de
1974 e mantido até os dias atuais pela Universidade Federal de Lavras (UFLA) (MOURA et
al., 1980). De origem seminal com diferentes espécies de Eucalyptus e Corymbia nativos de
regides da Australia, o Eucalyptus microcorys F. Muell destaca-se entre as demais espécies
nesse povoamento, apresentando matrizes com excelentes caracteristicas morfologicas de
crescimento.

O Eucalyptus microcorys F. Muell € uma espécie pertencente a familia Myrtaceae,
género Eucalyptus, subgénero Symphyomyrtus e seccdo Sebaria (PRYOR, 1971). A espécie é
nativa da Australia onde é encontrada naturalmente na regido norte de Nova Gales do Sul e ao
sul de Queensland, em altitudes de até 800 m. O clima da regido é quente e Umido, com chuvas
concentradas no verdo e periodo seco de trés meses em media (REMADE, 2001). O E.

microcorys possui excelentes caracteristicas que favorecem suas aplicagdes silviculturais, tais
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como a resisténcia moderada a geadas, susceptibilidade a deficiéncia hidrica severo, tolerancia
ao fogo, boa capacidade de regeneracédo pela brotagédo das cepas, além de apresentar resisténcia
ao fungo Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill, o qual causa apodrecimento em madeiras de
diversas espécies de eucalipto (FERREIRA, 1979; REMADE, 2003; CALONEGO et al., 2013).

Em suas caracteristicas morfoldgicas, o E. microcorys apresenta porte arboreo com
altura de 35 a 60 m, diametro de 1,5 a 2 m, casca fibrosa com coloracao vermelho-amarronzado
ou marrom escuro. Ocorre variacdo no tamanho e forma das folhas adultas e folhas jovens,
sendo as folhas adultas estreitamente lanceoladas e com &pice agudo, e as folhas jovens e
intermediérias elipticas a ovadas. As inflorescéncias sdo do tipo umbrela localizadas nas pontas
dos ramos e seus frutos sao cénicos ou piriformes, com valvas niveladas (PLANTNET, 2018).

Com destaque na industria moveleira e industria civil, o E. microcorys apresenta
madeira clara, dura, pesada (0,9 a 1,1 g.cm3), resistente, duravel e de facil trabalhabilidade, com
baixa tendéncia as fendas. E uma das melhores madeiras dentre os eucaliptos, sendo utilizada
na Australia em forma de tacos para pisos e de dormentes de estradas de ferro (GOES, 1960).
Apresenta alto valor como madeira para desdobro, boas caracteristicas para laminacéo,
confeccdo de mdveis e caixotaria, bem como para construcdes e usos como postes, moirdes e
escoras (FERREIRA, 1979; MARCHESAN; MATTOS; SHIMIZU, 2005).

No Brasil, ainda que ndo plantada intensivamente, o E. microcorys ndo tem sido
utilizada para a composicao de florestas como visto em outras espécies do género, apresentando
poucos relatos cientificos na literatura, sendo observado apenas estudos quanto aos seus
aspectos adaptativos e de utilizacdo madeireira (OLIVEIRA et al., 2014; SOUZA; DELLA
LUCIA; RESENDE, 1979). Dessa forma, a presente tese foi dividida em trés secdes, todas
relacionadas ao estudo no resgate e desenvolvimento de protocolos para a propagacdo da

espécie E. microcorys.
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CAPITULO 1:
MICROPROPAGACAO DE MATRIZ DE Eucalyptus microcorys COM IDADE
SUPERIOR A 40 ANOS

RESUMO

O presente estudo teve por finalidade desenvolver um protocolo eficiente via micropropagacao
de Eucalyptus microcorys utilizando matriz com idade superior a 40 anos. A matriz utilizada
foi proveniente de um povoamento implantado no ano de 1974 contendo diferentes
procedéncias de Eucalyptus e Corymbia, localizada no municipio de Lavras-MG. Galhos da
matriz foram coletados a fim de obter brotagcdes epicérmicas como fonte de explantes para a
inoculacdo in vitro. Os galhos foram mantidos em casa de vegetacdo em vasos de polietileno
preenchidos com areia, sendo classificados em trés classes diamétricas (T1: 1a3cm; T2:3a5
cm; e T3:5a7cm), com 15 repeticbes. O nimero de gemas e 0 nimero de brotacGes nos galhos
foram contabilizados apds 45 dias. A partir do estabelecimento e multiplicagdo in vitro dos
explantes, foi avaliada a fase de alongamento in vitro, testando oito combinag6es dos fito-
reguladores de crescimento BAP (0,05 mg.L™%), ANA (0, 1, 2 mg.LY) e AIB (0, 1, 2 mg.L) em
meio WPM, sendo avaliados o nimero de brotacfes e o numero de brotos alongados (>1cm)
apos 120 dias. A fase de enraizamento ocorreu em condic@es in vitro testando trés modelos de
microtubetes em sistema de mini-estufim, sendo avaliadas a porcentagem de sobrevivéncia de
microestacas, de enraizamento adventicio (ap6s 45 dias), e de aclimatizacao (apds 65 dias). Por
meio dos resultados obtidos, pdde verificar que ndo houve diferenca entre as classes diamétricas
dos galhos da matriz. As brotacGes epicormicas apresentaram aptiddo para o cultivo in vitro,
com estabelecimento de 40,55% e, multiplicacdo de 820 explantes até o 11° subcultivo, com
média de 12 gemas por explante. Na fase de alongamento os melhores resultados foram
observados utilizando 0,05 mg.L " de BAP + 1 mg.L*de ANA e 0,05 mg.L de BAP + 1 mg.L"
1de ANA + 1 mg.Lde AIB. Com relagio a fase de enraizamento e aclimatizagdo, destacaram-
se 0s modelos 2 (volume = 2,60 cm3) e 3 (volume = 5,30 cm3) dos microtubetes, 0s quais
apresentaram as maiores médias na sobrevivéncia, enraizamento e aclimatizacdo das
microestacas. O enraizamento foi bem-sucedido, resultando em raizes adventicias normais e
conexd@o direta com o cambio vascular. Para avaliar a fidelidade genética dos materiais
cultivados in vitro, foram utilizados 20 marcadores ISSR, os quais revelaram a clonagem bem-
sucedida entre as mudas aclimatizada e a planta matriz. O protocolo de micropropagacéo foi
eficiente para a producdo de microplantas de E. microcorys podendo ser utilizada para novos
estudos da espécie ou mesmo como indicagdo para a propagacao clonal de outras espécies de
eucalipto.

Palavra-chave: Clonagem. Cultivo in vitro. Regulador de crescimento. Microtubetes.
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MICROPROPAGATION OF ABOVE 40 YEARS-OLD TREE OF Eucalyptus
microcorys

ABSTRACT

The present study developed an efficient protocol via micropropagation of Eucalyptus
microcorys using a donor plant over 40 years old. The donor plant used came from a settlement
implanted in 1974 containing different origins of Eucalyptus and Corymbia, located in Lavras-
MG. In order to minimize the effects of ontogenetic age, the donor plant had as selection criteria
visual aspects, straight shaft, no signs of pathogen attacks and branches located in the lowest
portion of the crown. Donor plant branches were collected to obtain epicormic shoots as a
source of explants for in vitro inoculation. The branches were kept in a greenhouse in
polyethylene pots filled with sand, and were classified into three diametric classes (T1: 1 to 3
cm; T2: 3to 5 cm; and T3: 5 to 7 cm), with 15 replications each. The number of buds and the
number of shoots on the branches were counted after 45 days. From the in vitro establishment
and multiplication of the explants, the in vitro elongation phase was evaluated, testing eight
combinations of growth regulators BAP (0.05 mg.L™?), NAA (0, 1, 2 mg. L) and IBA (0, 1, 2
mg.L™?), in WPM culture medium. The number of shoots and the number of elongated shoots
(>1cm) were measured after 120 days. The rooting phase occurred in in vitro conditions, testing
three different models of microvessels in a mini-estufim system. The percentage of survival and
adventitious rooting, and acclimatization of the microcutting were evaluated after 45 and 65
days, respectively. Through the results obtained, no difference between the diametric classes of
the branches of the donor plant was verified based on the evaluated characteristics. Epicormic
shoots were suitable for in vitro cultivation with 40.55% of establishment, and multiplication
of 820 explants until the 11th subculture, with an average of 12 buds per explant. In the
elongation phase, the supplementation of 0.05 mg.L™* BAP + 1 mg.L! NAA and 0.05 mg.L*
BAP + 1 mg.Lt NAA + 1 mg.L? AIB presented the best results. Regarding the rooting and
acclimatization phase, models 2 (volume = 2.60 cm?) and 3 (volume =5.30 cm3) of microvessels
presented the highest averages in survival, rooting and acclimatization of microcutting. Samples
of the microcutting insertion region with the adventitious roots were collected for histological
analysis, resulting in a successful rootingwith normal adventitious roots and direct connection
with the vascular cambium. To evaluate the genetic fidelity of the materials cultivated in vitro,
20 ISSR markers were used, which revealed reliability between the rescued propagules and the
donor plant. The micropropagation protocol was efficient for the production of E. microcorys
microplants and can be used for further studies of the species or even as the clonal propagation
of other species of the genus.

Keyword: Clonal propagation. Adult individuals. Plant growth regulators. Microvessels.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a maior parte dos produtos de origem florestal sdo oriundos das florestas
plantadas do género Eucalyptus. No ano de 2018, a area total de plantios florestais no Brasil
totalizou 7,83 milhGes de hectares, sendo que 5,7 milhGes correspondem aos plantios de
Eucalyptus sp. no Pais (IBA, 2019). O constante crescimento da cultura de eucalipto decorre
principalmente por suas vantagens advindas da clonagem e do melhoramento genético
(XAVIER; SILVA, 2010; IBA, 2019).

No inicio dos programas de silvicultura clonal de Eucalyptus no Brasil, a selecdo de
arvores superiores era realizada, principalmente, em plantios comerciais, devido a grande
variabilidade genética e a necessidade de obter resultados a curto prazo, operacionalidade e
eficiéncia nos processos seletivos dos clones. No entanto, em outros programas mais avangados
na silvicultura clonal de Eucalyptus e Corymbia tem sido adotada a selecdo de arvores
superiores em testes de progénies (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; XAVIER;
SILVA, 2010).

Contundo, testes de progénies e procedéncias sdo importantes ferramentas para
selecionar matrizes com caracteristicas de interesse ao produto final, sendo raro encontrarmos
plantios com idades avancadas de formacdo. Desde 1974, alguns estudos com espécies do
género Eucalyptus e Corymbia vém sendo realizados com individuos pertencentes a um plantio
experimental na cidade de Lavras, estado de Minas Gerais, sendo mantido até os dias atuais
pela Universidade Federal de Lavras (UFLA) (MOURA et al., 1980). Dentre as espécies desse
povoamento, encontra-se o Eucalyptus microcorys F. Muell, que apresenta matrizes com
excelentes caracteristicas morfoldgicas de crescimento.

O Eucalyptus microcorys F. Muell é uma espécie pertencente a familia Myrtaceae,
género Eucalyptus, subgénero Symphyomyrtus e seccdo Sebaria (PRYOR, 1971). A espécie é
nativa da Australia onde é encontrada naturalmente na regido norte de Nova Gales do Sul e ao
sul de Queensland, em altitudes de até 800 m. O E. microcorys possui excelentes caracteristicas
que favorecem suas aplicacdes silviculturais, tais como a resisténcia moderada a geadas,
susceptibilidade a deficiéncia hidrica severo, tolerancia ao fogo, além de apresentar boa
capacidade de regeneracéo pela brotagéo de cepas, e pela sua resisténcia ao fungo Gloeophyllum
trabeum (Pers.) Murrill, o qual causa apodrecimento em madeiras de diversas espécies do
género Eucalyptus (FERREIRA, 1979; REMADE, 2003; CALONEGO et al., 2013).
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O E. microcorys ndo tem sido implantado para a composicao de florestas no Pais como
visto em outras espécies do género, apresentando poucos relatos cientificos, sendo observado
apenas estudos quanto aos seus aspectos adaptativos e de utilizacdo madeireira (OLIVEIRA et
al., 2014; SOUZA; DELLA LUCIA; RESENDE, 1979). Dessa forma, o presente estudo teve a
seguinte pergunta de pesquisa: é possivel propagar vegetativamente, pela técnica de
micropropagacao, matrizes adultas de E. microcorys com idade superior a 40 anos, a fim de
desenvolver um protocolo eficiente de clonagem?

A micropropagacdo € uma das principais aplicagbes da cultura de tecidos, sendo
conceituada como uma técnica de propagacdo vegetativa in vitro, utilizando propagulos de
pequeno tamanho (PAIVA; GOMES, 2011; TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018). Seu
uso em nivel comercial tem aumentado nos ultimos anos, em funcédo das vantagens que a técnica
da micropropagacdo apresenta, tais como a possibilidade de obter grande nimero de plantas
clonais, em curto espaco de tempo e em area reduzida (DAVEY; ANTHONY, 2010;
HARTMANN et al., 2011), além de proporcionar menores varia¢des genéticas em relacéo ao
material original, resultando em copia auténtica da planta-matriz (NEUMANN; KUMAR,;
IMANI, 2009).

O Eucalyptus é o género florestal que possui 0 maior nimero de estudos na literatura
relacionados a micropropagacdo. Um dos objetivos da micropropagacdo € a necessidade de
clonar espécies ou hibridos que tenham altos indices de crescimento, tolerancia a baixas
temperaturas e salinidade, resisténcia a pragas e doencas. Outra importante vantagem é o
rejuvenescimento e o revigoramento de arvores adultas selecionadas, visto que se tem
comprovado que o potencial do enraizamento de propagulos de arvores adultas aumenta com
0s sucessivos subcultivos in vitro (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; XAVIER;
SILVA, 2010; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014; BRONDANI et al., 2018).

Ainda existe a necessidade de continuidade dos estudos com a técnica de
micropropagacao de Eucalyptus, principalmente no sentido de reducdo de custos, buscando
maximizar as etapas que compdem o processo e estabelecimento de protocolos que possam ser
empregados para diversas espécies, bem como, em relacdo a técnicas para o resgate de material
adulto selecionado e seu posterior rejuvenescimento (DUTRA; WENDLING; BRONDANI,
2009; BRONDANI et al.,, 2012). Nesse contexto, o0 presente estudo teve por objetivo
desenvolver um protocolo eficiente de clonagem via micropropagacgéo de individuo adulto de
E. microcorys com idade superior a 40 anos de idade, assim como avaliar as combinacdes de

fito-reguladores de crescimento nos diferentes estagios do protocolo.



18

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacao geral

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultivo In vitro de Espécies
Florestais, situado no Departamento de Ciéncias Florestais e no Laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas Medicinais, situado no Departamento de Agricultura. A caracterizacdo
molecular foi realizada no Laborat6rio de Conservacao Genética de Espécies Arbdreas, situado
no Departamento de Ciéncias Florestais, as analises histoldgicas dos tecidos vegetais foram
conduzidas no Laboratorio de Anatomia Vegetal, situado no Departamento de Biologia. Todos

os laboratdrios sdo pertencentes a Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG.

2.2. Origem do material vegetal

Brotos epicormicos foram obtidos de galhos coletados de uma matriz adulta de E.
microcorys para fins de clonagem da espécie. A matriz utilizada foi proveniente de um
povoamento implantado no ano de 1974 contendo diferentes procedéncias de Eucalyptus e
Corymbia, localizado no Viveiro Florestal da Universidade Federal de Lavras (21°22°75” S,
44°96°98” W), no municipio de Lavras-MG (MOURA et al., 1980).

2.3. Coleta e preparo dos galhos para a inducéo de brotacgdes epicormicas

A matriz selecionada teve como critério de selecdo aspectos visuais, fuste retilineo, livre
de ataques de patdgenos, e com galhos localizados na por¢do mais baixa da copa, com o intuito
de minimizar os efeitos da idade ontogenética (ALMEIDA; XAVIER; DIAS, 2007) e facilitar
0 corte e a coleta dos galhos.

Para a inducdo das brotaces epicormicas, foram coletados 45 galhos com tamanho
médio de 50 cm de comprimento e didmetros entre 1,0 a 7,0 cm, sendo realizada a remocéo
completa das folhas. Os galhos foram acondicionados em casa de vegetacdo climatizada, com
umidade relativa do ar e temperatura controlados (UR>80%; temperatura entre 20 e 35°C) e
sistema de nebulizagdo intermitente com bicos de alta pressdo e baixa vazéo, controlados

automaticamente por umidostato.
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Os galhos foram dispostos em posicao vertical dentro de vasos de polietileno (5 L),
preenchidos com areia lavada, em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo
classificados em trés classes diamétricas: T1: Galhos com 1 a 3 cm; T2: Galhos com 3 a5 cm;
e T3: Galhos com 5 a 7 cm; contendo 15 repeti¢cdes cada. O nimero de brotacdes e nimero de
gemas presentes nos galhos foram contabilizados apds 45 dias.

2.4. Preparo do meio de cultura e condicgdes in vitro dos experimentos

O meio de cultura foi preparado com agua destilada, adicionando-se 6 g.L ! de agar e
30 ou 20 g.L* de sacarose (C12H22011/342,30 g). O valor do pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,8 com HCI e/ou NaOH, previamente a adi¢do do agar, e entdo, autoclavado a temperatura
de 121°C (~1,0 kgf.cm™) durante 20 minutos. O BAP (benzilaminopurina / C12H11Ns / 225,25
g) e ANA (acido naftalenoacético / C12H1002 / 186,2 g) e AIB (&cido indolbutirico / C12H13NO>
/ 203,24 g) foram adicionados ao meio de cultura antes da autoclavagem. Os explantes foram
cultivados em sala de crescimento com temperatura de 25°C (£1°C), fotoperiodo de 16 horas e

intensidade de 40 pmol m2s™,

2.5. Preparo dos explantes

Segmentos nodais coletados da por¢do mediana das brotacfes epicormicas foram
utilizados como explantes, apresentado tamanho entre 1,0 a 1,5 cm de comprimento, gemas
axilares e folhas removidas por completo (Figura 1C e D). Apds a padronizacdo dos explantes,
0S mesmos passaram pelo processo de assepsia, que consistiu em 10 minutos em agua corrente,
e em seguida, imersos em hipoclorito de sddio (NaOCI) a 50% (agua:hipoclorito, v/v, 2,0-2,5%
de cloro ativo) por 5 minutos, e ao final do processo, os explantes foram conduzidos em camara
de fluxo laminar e lavados por trés vezes com agua deionizada e autoclavada (triplice lavagem).

Apds a assepsia, 0s explantes foram inoculados em tubos de ensaio (2x15 cm) contendo
12 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com auséncia de fito-

reguladores de crescimento, sendo mantidos em sala de crescimento (Tabela A - Anexos).



20

Figura 1 - Detalhes das fases de micropropagacéo da matriz adulta de Eucalyptus microcorys.
(A) Matriz adulta selecionada para coleta dos explantes; (B) Galho da matriz com brotos
epicormicos apos 45 dias em casa de vegetacdo; (C) Segmentos nodais da porcdo mediana de
brotacéo epicormica (D) utilizados como explantes; (E) segmento nodal estabelecido in vitro
apos 30 dias da inoculacdo; (F) Explante contendo multiplas gemas axilares em meio de
cultura WPM suplementado com 0,5 mg.L™ de BAP e 0,05 mg.L™ de ANA ap6s 275 dias;
(G) Explante apresentando multiplas gemas axilares com iniciacdo de alongamento de
brotagGes em meio de cultura WPM suplementado 0,05 mg.L™ de BAP, 1 mg.L™* de ANA e
mg.L* de AIB, aos 90 dias; (H e 1) Enraizamento in vitro de microestaca apds 45 dias da fase
de enraizamento (H) com destaque ao crescimento radicial fora do microtubete; (J)
Microestaca aclimatizada inicializando a degradacdo do microtubete (modelo 3) apés 30 dias

da fase de aclimatizacdo. Barras = 1cm.

Fonte: O Autor (2020).
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2.6. Estabelecimento e multiplicagéo de gemas in vitro

Ap0s a inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento. Os explantes
que ndo apresentaram contaminacdo fungica e/ou bacteriana e auséncia de oxidacdo, foram
considerados estabelecidos ao final de 30 dias da inoculagéo in vitro.

A etapa de multiplicacdo de gemas foi proveniente do protocolo de micropropagacéo da
espeécie florestal E. benthamii, adaptado de Brondani et al. (2012). Os explantes provenientes
da fase de estabelecimento, contendo uma gema axilar, foram inoculados em tubos de ensaio
(2x15 cm) contendo 12 mL do meio de cultura WPM - Wood Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1981) (Tabela A - Anexos), preparado com &gua destilada, adicionando-se 6 g.L™*
de agar, 20 g.L™* de sacarose, 0,5 mg.L* de BAP e 0,05 mg.L™ de ANA. As repicagens foram
realizadas em intervalos de 25 dias. O nimero de explantes e de gemas induzidas por explante
foram contabilizados ap6s 275 dias de cultivo in vitro.

2.7. Alongamento de brotos

Explantes contendo gemas axilares com 5 a 10 iniciacdes de brotos (obtidos a partir da
112 repicagem em meio de multiplica¢do) foram inoculados em meio de cultura WPM com oito
combinagbes e concentracdes dos fito-reguladores ANA e AIB, conforme apresentado na
Tabela 1. O fito-regulador BAP foi suplementado em todos os tratamentos na concentracao de
0,05 mg.LL.

Tabela 1 - Suplementacdo do meios de cultura WPM com fito-reguladores de crescimento na

fase de alongamento in vitro para explantes de Eucalyptus microcorys.

ANA AlB
Tratamento 1
mg.L
1 0 1
2 0 2
3 1 0
4 1 1
5 1 2
6 2 0
7 2 1
8 2 2

ANA — acido naftalenoacético, AIB — acido indolbutirico.
Fonte: O Autor (2020).
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Os explantes foram inoculados em frascos circulares de vidro (6x7 cm) contendo 40 mL
do meio de cultura, sendo realizados subcultivos a cada 25 dias. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), contendo oito combinacdes dos fito-
reguladores ANA e AIB, em oito repeticdes com quatro explantes por frasco. O nimero de
brotacdo e o nimero de brotos alongados (>1cm) foram avaliados apds 120 dias.

2.8. Enraizamento e aclimatizacéo

As microestacas possuindo comprimento superior a 1 cm foram coletadas e
transplantadas em microtubetes in vitro, com o auxilio do sistema em mini-estufim
(BRONDANI et al., 2018). Trés modelos de microtubetes foram utilizados na fase de
enraizamento. Os microtubetes foram produzidos em impressora 3D (Orion Delta) utilizando
como material o polimero PLA (poli(acido latico)), que nada mais é que um poliéster
termoplastico feito com acido latico a partir de materiais de origem natural (amido de milho,

mandioca, beterraba, cana-de-agucar) e que apresenta biodegradabilidade (Figura 2).

Figura 2 - Modelos dos microtubetes (M1, M2 e M3) utilizados na fase de enraizamento de

microestacas de individuo adulto de Eucalyptus microcorys. Barra = 1cm.

M = modelo de microtubete.
Fonte: O Autor (2020).

Os modelos dos microtubetes apresentaram duas formas distintas (cilindrica e cénica)
com trés alturas (variando de 1,5 a 6,0 cm) e com didmetro fixo de 1 cm. As principais
caracteristicas dos modelos dos microtubetes, como o formato, o nimero de estrias, a dimenséo,

0 volume, o peso e o0 tempo de impressdo estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Detalhes do formato, nimero de estrias, dimensdes, peso e tempo na confeccdo dos
trés modelos de microtubetes utilizados nas fases de enraizamento in vitro e aclimatizacao de

microestacas de Eucalyptus microcorys.

] Dimensdes Tempo de
NUmero de — Volume Peso . X %
Modelos Formato . Altura Diametro Impresséo
estrias (cm3) (9) )
(cm) (cm) (minutos)
1 Conico 8 1,5 1,0 0,75 0,53 6
2 Conico 8 55 1,0 2,60 1,00 19
3 Cilindrico 16 6,0 1,0 530 1,00 23

* Utilizado a impressora 3D marca Orion Delta.
Fonte: O Autor (2020).

O mini-estufim consistiu de uma estrutura plastica contendo uma bandeja de células
retangulares (utilizadas na horticultura) com dimensdes 47x17x3 cm. Cada célula foi
preenchida com areia autoclavada servindo de suporte para os microtubetes. O mini-estufim foi
vedado para evitar variagdes na umidade relativa do ar, sendo controlado semanalmente com a
adicdo de 20-50 mL de &gua destilada (BRONDANI et al., 2012; BRONDANI et al., 2018).

O substrato utilizado para promover o enraizamento das microestacas foi constituido
pela mistura de substrato organico comercial a base de casca de pinus decomposta e vermiculita
média, na proporcdo igual a 1:1 (v/v). O mini-estufim foi mantido em ambiente com
temperatura de 25°C (+1°C), fotoperiodo de 16 horas e intensidade de 40 pmol m2 s,

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
contendo trés modelos de microtubetes com 15 repeticdes cada, totalizando 45 microestacas.
Apos 45 dias, foram contablizados a porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento
adventicio das microestacas.

Para a aclimatizacdo, as microestacas enraizadas inseridas nos microtubetes foram
transferidas para frascos circulares de vidro vedados com papel filme, mantendo o ambiente
umido e realizando pequenas aberturas a cada dois dias. Apds 10 dias, as microestacas foram
levadas para viveiro e imersas diretamente em tubetes de polietileno (110 cm3) contendo a
mesma combinag&o do substrato utilizado na fase do enraizamento. Nessa fase, as microestacas
permaneceram em casa de sombra coberta com tela permitindo passagem de 50% da
luminosidade, sendo irrigadas por aspersdo com sistema automatico quatro vezes ao dia. A
aclimatizacdo ocorreu em torno de 10 dias, sendo avaliada a sobrevivéncia das mudas.

Os passos apresentados na metodologia estéo ilustrados resumidamente pela Figura 3.
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Figura 3 — Fluxograma com os métodos utilizados desde a coleta e inoculagdo dos explantes
in vitro (brotos epicérmicos) até a fase de aclimatizacdo de plantas de Eucalyptus microcorys
(toral de 535 dias).

e 3 v
Etapa L i b Galhos = Classes diamétricas
Preparo Y => = 1-3cm;3-5cm;5-7cm
45 dias T=45
¥
Etapa II n‘ Segmentos nodais Ff,l;)o Mei
Estabelecimento | Tamanho = 1.0 - 1.5 cm = Bac t;’:gria e10
30 dias Gemas axilares = 2 - 3 gemas Oxidagio MS
Etapa 111 R 11° subcultivo N°d lant Meio
Multip]icagﬁo g . 0.5mgL! BAP+ = R ¢ explantes
. 4 N° de gemas WPM
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Alongamento * ANA=0,1e2mglL! = Brotagdes > 1 cm  WPM
120 dias g AIB=0,1¢2mgL!
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Fonte: O Autor (2020).
2.9. Andlise histoldgica

Estudos anatémicos foram conduzidos para evidenciar o local de diferenciagdo das
células na raiz adventicia das microestacas de E. microcorys. Segmentos caulinares com
formacao de raizes adventicias foram coletadas e fixadas em FAA70 (formaldeido 37% + etanol
70% + &cido acético glacial) (JOHANSEN, 1940), por 48 horas, e logo apos, desidratadas em
série etilica de 70, 80 e 95%, em intervalos regulares de 24 horas. Na sequéncia, 0s materiais

permaneceram sete dias em resina de infiltragdo Leica Historesin na mistura de 1:1
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(resina:alcool) e logo apos, transferidos para resina pura, por mais sete dias, e entdo foram
emblocados em historesina.

Os cortes transversais foram realizados em micrétomo de mesa regulado na espessura
de 8um. As se¢des foram desidratadas em alcool etilico, coradas com solucgdo aquosa azul de
toluidina — pH 4,7. Para a confecgdo das laminas permanentes foi utilizado meio de montagem
Acrilex, misturado em glicerina 50% (PAIVA et al., 2006).

2.10. Fidelidade genética

Extracdes de DNA foram realizadas ap0s a aclimatizacdo das microestacas em viveiro,
de acordo com protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990). Amostras contendo 20 mg de
tecido foliar foram coletadas, armazenadas em microtubos e maceradas com o auxilio de
nitrogénio liquido. Adicionou-se 700 UL de tampéo de extracdo CTAB 2% e, entdo, as amostras
foram submetidas a agitacéo vigorosa e incubadas por 30 minutos em banho seco, com agitacédo
manual periddica (a cada 10 minutos). Apoés este periodo, foram adicionados as amostras 650
uL de cloroférmio alcool isoamilico (24:1), submetendo-as novamente a agitacao vigorosa,
seqguida por centrifugacdo a 12.000 rpm durante 7 minutos. Transferiu-se 500 pL do
sobrenadante para novos tubos contendo 500 pL de isopropanol, deixando-as 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 0s
pellets foram deixados na bancada para a secagem a temperatura ambiente. Finalmente, as
amostras foram ressuspendidas em tampdo tris-EDTA pH 8,0. As amostras foram avaliadas
quanto a qualidade em gel de agarose 1,0%, corado com GelRedTM (Uniscience), diluido a
0,2% em relagdo a concentragdo original do fabricante. Posteriormente, foram quantificadas e
também avaliadas qualitativamente conforme razdo de absorbancia entre os comprimentos de
onda A260 e A280, utilizando o espectrofotdmetro NanoVue PlusTM (Biochrom).

Para avaliar a fidelidade genética dos materiais resgatados, foram utilizados 20
marcadores ISSR, cujas especificacbes sdo apresentadas na Tabela 3. As amplificacfes foram
realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700, nas seguintes condigdes: 2 minutos
a 94°C para desnaturacéo inicial; 37 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 42°C e 1
minuto a 72°C; e extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de amplificacdo foram
separados em gel de agarose 1,5% e corado com GelRedTM (Uniscience).
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Os fragmentos amplificados foram comparados com marcador de peso molecular
conhecido Ladder 1Kb Plus. Utilizando apenas bandas bem definidas, foi avaliado a ocorréncia

de polimorfismo em cada individuo.

Tabela 3 - Especifica¢fes dos primers ISSR utilizados nas analises de fidelidade genética dos

materiais resgatados de Eucalyptus microcorys.

N° Primer Sequéncia N° Primer Sequéncia
1 Becky (CA)7-YC 11 835 (AG)8-YC
2 Chris (CA)7-YG 12 840 (GA)8-YT
3 John (AG)7-YC 13 841 (GA)8-YC
4 Manny (CAC)4-RC 14 842 (GA)8-YG
5 807 (AG)8-T 15 848 (CA)6-RG
6 808 (AG)8-C 16 880 (GGAGA)3
7 810 (GA)8-T 17 889 DBD(AC)7
8 814 (CT)8-TG 18 898 (CA)6-RY
9 825 (AC)8T 19 901 (GT)6-YR
10 827 (AC)8G 20 902 (GT)6-AY

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).
Fonte: O Autor (2020).

2.11. Andlise estatistica

Os dados mensurados foram submetidos ao teste de Hartley (p>0,05) e Shapiro-Wilk
(p>0,05), a fim de verificar a homogeneidade de variancia entre os tratamentos e a distribuicao
normal dos dados, respectivamente. Os dados foram transformados conforme a necessidade por
meio do teste Box-Cox. Em seguida, foi realizada anélise de variancia (ANOVA, p<0,05). De
acordo com a significancia da ANOVA, os dados dos fatores qualitativos foram comparados
pelo teste de Tukey (p<0,05). Foi utilizado para a anélise estatistica dos dados o software
estatistico R versdo 3.5.2, pacote ExpDes (R CORE TEAM, 2019).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. BrotacgGes epicormicas

O numero de gemas e o numero de brotacdes epicérmicas presentes nos galhos coletados

do individuo adulto de E. microcorys foram contabilizadas ap0s 45 dias em casa de vegetagéo.
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N&o houve diferenca em relacdo ao nimero de gemas e nimero de brotagdes epicormicas em

relacdo as classes diamétricas dos galhos coletados do individuo de E. microcorys (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia para o numero de gemas e 0 numero de brotacGes

epicdrmicas dos galhos coletados de Eucalyptus microcorys em relacéo as classes

diamétricas.
- Quadrados médios
Causas da variagao GL N° de gemas N° de brotacGes
Classes diamétricas 2 0,0012ns 0,0028"s
Residuo 42 0,0009 0,0011
Média - 8,67 10,50
CV (%) - 3,38 4,02

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados
por 1/EXP[(n+0,5)/100], onde n = dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de
variag&o.

Fonte: O Autor (2020).

Houve decréscimo do nimero de gemas quando os galhos apresentaram didmetros
maiores, mas essa diferenca resultou em pouca variacdo, estando todas as trés classes

diamétricas estatisticamente iguais, com média geral de 8,67 gemas por galho (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios do nimero de gemas e do nimero de brotagdes epicérmicas dos
galhos coletados de Eucalyptus microcorys em relacédo as classes diamétricas aos 45 dias em

casa de vegetacao.

Classes diamétricas Numero de gemas Numero de brotagdes
1-3cm 9,80 (+1,76) 12,20 (+2,63)
3-5cm 8,60 (+1,07) 9,70 (+0,99)
5-7cm 7,80 (+1,98) 10,40 (+2,13)

Média 8,67 10,50
CV (%) 3,38 4,02
CV = coeficiente de variacdo. Dados apresentados como: média + erro padrdo. CV = coeficiente de
variagao.

Fonte: O Autor (2020).

Em um estudo realizado com a espécie florestal llex paraguariensis, utilizando galhos
provenientes de individuos adultos visando a inducédo de brotagdes epicormicas, foi observada
média de seis brotacdes por galho podado, aos 50 dias em casa de vegetacdo (WENDLING et

al., 2013). No presente estudo, o nimero de brotagdes epicormicas dos galhos de E. microcorys
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apresentaram uma média geral de 10,5 brota¢des aos 45 dias em casa de vegetacdo, estando
todas as classes diamétricas estatisticamente iguais entre si (Tabela 5).

Os coeficientes de variagdo dos dados para as duas caracteristicas avaliadas foram
relativamente altos, havendo necessidade de transformacgdo dos mesmos, fato esse decorrente
da grande amplitude dos dados coletados, contendo galhos com apenas trés gemas e brotagoes,
e outros com mais de 20.

O uso da técnica de resgate via brotacdes epicormicas € importante para a conservacao
de germoplasma e de selecdo de individuos superiores, na qual o resgate é feito normalmente
na fase adulta, onde a propagacdo pode ser limitada devido a idade ontogenética (WENDLING
et al., 2013; PIRES; WENDLING; BRONDANI, 2013). Os resultados do presente estudo
podem ser explicados pelo potencial fisioldgico e genético da matriz selecionada, além dos
critérios de selecdo adotados, dentre os quais foram coletados galhos na por¢do mais baixa da
copa com o intuito de minimizar os efeitos da idade ontogenética do material.

Na literatura encontram-se estudos recomendando o método de resgate via brotos
epicormicos para matrizes de espécies florestais adultas, tais como em llex paraguariensis com
19 anos de idade (WENDLING et al., 2013), Eucalyptus benthamii com 13 anos (BACCARIN
et al., 2015) e Eucalyptus cloeziana com 26 anos (OLIVEIRA et al., 2015). No presente estudo,
a inducdo de brotacdes epicormicas a partir de galhos podados, foi considerada uma técnica
viavel para a matriz adulta de E. microcorys, apresentando brotos com qualidade e quantidade

satisfatorias (Figura 1B).

3.2. Estabelecimento e multiplicacéo

A propagacdo vegetativa de arvores adultas pode ser facilitada pela indugéo de brotagdes
epicérmicas, buscando obter brotos com maior grau de juvenilidade, geralmente com bom
potencial de propagacdo (HARTMANN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). No presente
estudo, as brotagdes epicormicas coletadas a partir dos galhos do individuo adulto de E.
microcorys apresentaram aptidao para o cultivo in vitro, sendo coletadas 150 brotacdes ap0s 45
dias em casa de vegetacéo.

A assepsia adotada para a fase de introducdo in vitro dos explantes de E. microcorys
apresentou uma porcentagem média de estabelecimento de segmentos nodais de 40,55% aos 30
dias apo6s introducéo in vitro (Tabela 6). Com relacéo a presenca de contaminagdes in vitro, a
maior porcentagem contabilizada foi de origem fungica, correspondendo 49,8% do total dos
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explantes, sendo o restante das perdas de apenas 6,20% de contaminacgéo bacteriana e 3,45%

de oxidacéo fenolica (Tabela 6).

Tabela 6 - Porcentagem de estabelecimento, contaminacgdes fungicas, bacterianas e oxidagao
dos explantes de Eucalyptus microcorys aos 30 dias apos a instalacdo do experimento.

Contaminacoes

Estabelecimento - T
Fungo Bactéria Oxidacéo

40,55(%4,00) 49,80(+4,15) 6,20(+2,00) 3,45(21,52)

Dados apresentados como: média + erro padrao.
Fonte: O Autor (2020).

As contaminagdes por fungos e bactérias sdo um dos maiores problemas enfrentados na
fase inicial de estabelecimento de explantes in vitro, sendo o surgimento desses microrganismos
influenciados pelo tipo do explante, idade e estado fisioldgico da planta matriz e, tempo e
concentracéo da solucdo desinfestante (NAVROSKI et al., 2014; BACCARIN et al., 2015). No
presente estudo, as maiores perdas por contaminacgédo no estabelecimento in vitro de explantes
de E. microcorys foram de origem flngica, fato esse similar com outros estudos na literatura,
como de Brondani et al. (2009) trabalhando com estabelecimento in vitro de clones de
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii, os quais apresentaram resultados com baixa
contaminacgdo por bactérias (9%) e alta contaminacdo por fungos (41,3%).

Uma das possiveis formas de minimizar a presenca das contaminacdes fingicas no meio
de estabelecimento seria por meio de tratamentos mais criteriosos nas brotacdes epicormicas na
casa de vegetacdo, realizando aplicagdes de fungicidas nos galhos alguns dias antes da coleta,
a fim de reduzir as fontes de contaminagdo e maximizar o processo da micropropagacao da
espécie. Mesmo assim, para obter o sucesso da técnica de micropropagacao € necessario que
apenas alguns explantes emitam brotacdes livres de contaminacdo, pois o inicio da propagacéo
in vitro é a principal fase limitante (TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018). No presente
estudo, mesmo com 59,45% de perda dos materiais inoculados in vitro, as emissdes dos brotos
axilares estabelecidos de E. microcorys apresentaram excelente qualidade, sendo recomendados
para utilizacdo nas fases subsequentes do protocolo da espécie (Figura 1E).

Apols o estabelecimento dos explantes in vitro, ocorreu a fase de multiplicagéo,
correspondendo em 11 subcultivos com total de 275 dias. A analise de regressdo polinomial
apresentou estimativa adequada para os valores médios do nimero de explantes. O valor do

coeficiente de determinacdo foi igual a 0,98 sendo possivel modelar adequadamente o
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comportamento do numero de explantes durante o tempo dos subcultivos em meio de
multiplicacdo de gemas (Figura 4). Os explantes de E. microcorys apresentaram
comportamento de multiplicacdo satisfatorio resultando em um crescimento exponencial a
partir do 6° subcultivo (150 dias) (Figura 4).

Figura 4 - Numero de explantes em funcédo do tempo de cultivo durante a fase de

multiplicacdo de explantes oriundos de individuo adulto de Eucalyptus microcorys.
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Fonte: O Autor (2020).

As citocininas sdo responsaveis por estimular o desenvolvimento das gemas axilares,
desencadeando o crescimento e divisdes celulares que resultam no surgimento de novas
brotacdes, dentre as quais o BAP corresponde a citocinina mais utilizada nos trabalhos de
multiplicacdo in vitro de espécies florestais, sendo seu uso muitas vezes combinado com o ANA
(DAVEY; ANTHONY, 2010; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). A espécie E.
microcorys respondeu positivamente ao meio de multiplicacdo proveniente do protocolo da
espécie florestal Eucalyptus benthamii, adaptado de Brondani et al. (2012) (0,5 mg.L™ de BAP
e 0,05 mg.L "t de ANA) resultando no 11° subcultivo 820 explantes com média de 12 gemas
cada (+0,36) (Figura 1F).

Na literatura séo relatados o uso dos fito-reguladores BAP e ANA nas concentragdes,
respectivamente, de 0,5 mg.L™ e 0,05 mg.L? para a micropropagacio de outras espécies do

género Eucalyptus na fase de multiplicacéo, tendo por exemplo, o Eucalyptus tereticornis x
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E. camaldulensis (BISHT et al., 1999), E. tereticornis (SHARMA; RAMAMURTHY, 2000),
E. tereticornis x E. grandis (JOSHI et al., 2003), E. camaldulensis xE. tereticornis e
Eucalyptus torelliana x Eucalyptus citriodora (ARYA et al., 2009), E. benthamii x E. dunnii
(BRONDANI et al., 2011) e E. benthamii (BACCARIN et al., 2015; BRONDANI et al., 2012).

De acordo com Alfenas et al. (2009), o rejuvenescimento ou pelo menos o
restabelecimento da competéncia ao enraizamento € obtido, geralmente, apds 10-12
subcultivos. Recomendacao similar foi feita por Xavier, Otoni e Penchel (2007), para os quais
um minimo de 12 subcultivos devem ser feitos, quando o objetivo é o rejuvenescimento de
clones de eucalipto selecionados na idade adulta e a melhoria do potencial de enraizamento. No
presente estudo foram apresentados altos indices de multiplicacdo em explantes de E.

microcorys no 11° subcultivo.

3.3 Alongamento das brotagdes

Durante a etapa de alongamento de brotacdes in vitro, é almejavel obter brotos de
tamanho adequado no menor intervalo de tempo. A analise de variancia dos dados revelou
efeito significativo dos fito-reguladores de crescimento com nimero de brotacdes e 0 nimero
de brotac6es alongadas (>1cm) dos explantes de E. microcorys durante a fase de alongamento
(Tabela 7).

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia para o total de brotacdes e 0 nimero de brotacGes
alongadas (>1cm) de explantes de Eucalyptus microcorys em relacéo aos tratamentos testados

na fase de alongamento aos 120 dias.

Quadrados médios

Causas da variacdo GL NUmero de Brotos alongados
brotacdes (> 1cm)
Fito-reguladores 7 0,2363" 0,0369"
Residuo 56 0,0096 0,0014
Média - 70,25 13,35
CV (%) - 10,03 8,77

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * Valor significativo ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados por [(n+0,5)/100]°%, onde n =
dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variag&o.

Fonte: O Autor (2020).
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O namero de brotac6es e o nimero de brotagcdes alongadas (>1cm) dos explantes de E.
microcorys foram contabilizadas aos 120 dias na fase de alongamento. No que concerne ao total
de brotacdes, as maiores médias foram observadas com 1 mg.L™* de ANA, variando apenas as
concentracbes de AIB, resultando em médias entre 90 & 112 brotagBes totais. As
suplementages no meio WPM com 2 mg.L* de ANA contribuiram na diminuicéo dos valores
médios do total de brotaces em relagdo as com 1 mg.L™ de ANA (Tabela 8). Os menores
valores médios foram observados utilizando o fito-regulador ANA, apresentando explantes com

aproximadamente 40 brotacdes, sendo esses estatisticamente inferiores aos demais (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores médios do nimero de brotacdes e brotos alongados (>1cm) de explantes
oriundos de individuo adulto de Eucalyptus microcorys em relacdo as combinacdes de fito-

reguladores de crescimento ANA e AIB, aos 120 dias.

T ANA AlB Numero de Brotos alongados
ratamento n <
mg.L brotacoes (> 1cm)
1 0 1 40,00 (£5,78) ¢ 6,75 (x0,80) ¢
2 0 2 39,25 (+4,60) ¢ 7,25 (£1,03) c
3 1 0 104,25 (+5,41) a 18,35 (+0,56) a
4 1 1 112,00 (+9,03) a 18,65 (+0,98) a
5 1 2 90,00 ((£6,57) ab 13,75 (x1,50) b
6 2 0 69,00 (+5,75) b 12,75 (x1,00) b
7 2 1 67,90 (+2,36) b 11,50 (x0,68) b
8 2 2 70,00 (x4,27) b 12,00 (+0,78) b
Média 70,03 13,77
CV(%) 10,03 8,77

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Dados apresentados como: média + erro padrdo. CV = coeficiente de variagéo.
Fonte: O Autor (2020).

No que diz respeito ao numero de brotos alongados (>1cm), as maiores médias foram
observadas nas suplementagdes com 1 mg.L2de ANA e 1 mg.Ltde ANA + 1 mg.L " de AIB
(Figura 1G), sendo ambas estatisticamente superiores aos demais, correspondendo a 18,5 brotos
alongados por explante. Assim como no nimero de brotagdes totais, as menores médias no
numero de brotos alongados (>1cm) resultaram da suplementacdo do fito-regulador ANA no
meio de cultura, apresentando valores menores que oito brotos alongados por explante (Tabela
8).
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No presente estudo, optou-se por utilizar as auxinas no meio de alongamento, ao invés
de giberelinas que sdo comumente empregadas nessa fase, pelo fato do material de origem
apresentar alto nivel de maturacdo, fazendo com que os estimulos desses fito-reguladores
promovam juntamente com o alongamento das brotacdes um estimulo para a formacdo de
raizes, garantindo assim maior sucesso para o resgate do material (SOUZA; PEREIRA, 2007;
ROCHA et al., 2009; TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018).

Porém, na literatura sdo encontradas recomendacdes utilizando as auxinas como fito-
reguladores crescimento a fim de obter maiores nimeros de brota¢des na fase de alongamento
in vitro. Avaliando o alongamento de Eucalyptus dunnii sob diferentes concentragdes de fito-
reguladores, Navroski et al. (2014) recomendam o uso 0,5 mg.L™* de ANA no meio de cultura
para 0 maior numero de brotacdes alongadas. Em estudo com E. benthamii x E. dunnii,
Brondani et al. (2009) apresentaram seus maiores resultados no nimero de brota¢des alongadas
nos meios com concentragdes entre 0,25 e 0,75 mg.L* de ANA e 0,05 mg.L? de BAP. O
balanco entre auxinas e citocininas € recomendado em outros estudos para espécies do género
Eucalyptus, como em E. grandis x nitens e E. grandis x urophylla (WATT, 2014), em E.
grandis x nitens e E. grandis (NAKHOODA; WATT; MYCOCK, 2012) e em E. grandis
(NAKHOODA; WATT; MYCOCK, 2011). Por meio das caracteristicas avaliadas no presente
estudo, a espécie E. microcorys apresentou as melhores médias na fase de alongamento
utilizando 1 mg.L* de ANA e 1 mg.L de ANA + 1 mg.L 1 de AIB no meio de cultura.

3.4. Sobrevivéncia, enraizamento e aclimatizacao

Microestacas de E. microcorys foram avaliadas quanto sua sobrevivéncia e
enraizamento (aos 45 dias da incubacdo no sistema de mini-estufim) e aclimatizacdo (aos 20
dias ap0s enraizamento), as quais apresentaram respostas significativas com os modelos de
microtubetes, descritas por meio da analise de variancia (Tabela 9).

A sobrevivéncia das microestacas de E. microcorys dispostas nos microtubetes 2 e 3
apresentaram as maiores porcentagens, sendo estatisticamente superiores as microestacas
dispostas no modelo 1. Os resultados do enraizamento das microestacas Seguiram
proporcionalmente aos da sobrevivéncia, estando as maiores médias apresentadas nos
microtubetes 2 e 3. A menor média resultou nas microestacas do modelo 1, com 6,67% de

enraizamento (Tabela 10).
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Tabela 9 - Resumo da andlise de variancia para a sobrevivéncia (SOB), enraizamento (ENR) e
aclimatizacdo (ACL) de microestacas de Eucalyptus microcorys em relacdo aos modelos de

microtubetes.

Quadrados médios

Causas da variagédo GL SOB ENR ACL
Modelo dos microtubetes 2 0,0897" 0,0646" 0,0584"
Residuo 42 0,0202 0,0184 0,0178

Média (%) - 42,22 31,11 28,89

CV (%) - 21,92 19,89 19,37

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * Valor significativo ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados por [(n+0,5)/100]%%, onde n =
dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variagéo.

Fonte: O Autor (2020).

Tabela 10 - Porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e aclimatizacao de microestacas

oriundas de individuo adulto de Eucalyptus microcorys em modelos de microtubetes.

Microtubetes Sobrevivéncia Enraizojmento Aclimatizagdo
0
Modelo 1 13,33(+9,09) b 6,67(+6,67) b 6,67(x6,67) b
Modelo 2 53,33(x13,33) a 40,00(%13,09) ab 33,33(%£12,60) ab
Modelo 3 58,90(x12,70) a 45,70(+12,92) a 45,70(x12,93) a
Media 42,22 31,11 28,89
CV (%) 21,92 19,89 19,37

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Dados apresentados como: média + erro padrdo. CV = coeficiente de variacao.
Fonte: O Autor (2020).

Embora o enraizamento de microestacas possa ocorrer in vitro utilizando meio de
cultura, estudos relatam a eficiéncia dessa etapa quando a mesma ocorre em ambiente ex vitro
utilizando substrato, garantindo maior sucesso para a etapa de aclimatizacédo, além da vantagem
de ndo precisar utilizar fito-reguladores de crescimento, como por exemplo o AIB
(BRONDANI et al., 2012; BRONDANI et al., 2018). O sistema de mini-estufim foi adotado
por meio das vantagens destacadas em trabalhos de aclimatizacdo de mudas, principalmente,
de Eucalyptus benthamii relatados por Brondani et al. (2012) e Baccarin et al. (2015) e
Eucalyptus cloeziana por Oliveira et al. (2015).

No geral, miniestacas de espécies de eucaliptos apresentam porcentagem de
sobrevivéncia e enraizamento igual ou superior a 85% (ALMEIDA; XAVIER; DIAS, 2007,
BORGES et al., 2011; BRONDANI et al., 20103, b). Embora o enraizamento das microestacas
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no presente estudo apresentaram resultados abaixo de 50%, na literatura existem diversos
relatos sobre as diferencas do enraizamento adventicio entre material juvenil e adulto, os quais
podem variar de acordo com a condicao fisioldgica da arvore matriz e da idade ontogenética
(BRONDANI et al., 2009, 20104, 2012; WENDLING et al., 2013; HUNG; TRUEMAN, 2011;
TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018). No presente estudo, as microestacas foram
provenientes de uma matriz com idade ontogenética avancada, com mais de 40 anos, o0 que
pode ter contribuido para o menor percentual de enraizamento quando comparado com demais
estudos na literatura.

Além disso, um grande nimero de mortalidade das microestacas de E. microcorys nos
modelos de microtubetes resultaram do surgimento de microrganismos de natureza flngica nos
tecidos vegetais. As microestacas cultivas nos microtubetes de menor dimensdo (modelo 1)
apresentaram as menores médias de sobrevivéncia e consequentemente a maior incidéncia de
microrganismos flngicos, sendo uma das possiveis causas a maior proximidade das
microestacas a umidade presente no fundo do mini-estufim (Tabela 2).

Apds a deteccdo do enraizamento, as microestacas foram transferidas para frascos de
vidro vedados com papel filme (Figura 1H), realizando-se aberturas a cada dois dias. A
aclimatizacdo ocorreu aos 20 dias, sendo as microestacas dos modelos 2 e 3 (Figura 1J) as quais
apresentaram as maiores médias, com valores médios superiores a 30%. O menor valor médio
foi apresentado com o modelo 1 (Tabela 10).

Apoés 20 dias, as mudas foram transferidas para viveiro em casa de sombra. Os
problemas relacionados as fases de enraizamento e aclimatizacdo de microestacas advindos dos
protocolos-padrBes da micropropagacao podem ser solucionados com o uso dos microtubetes.
A principal diferenca do uso dos microtubetes comparado com os métodos tradicionais de
enraizamento e aclimatizagdo estd no aumento produtivo nessas duas etapas da
micropropagacao. Os ganhos produtivos estdo relacionados ao maior percentual de pegamento
das mudas transferidas das condicdes in vitro para ex vitro, por ndo haver a necessidade de
remover as mudas enraizadas dos microtubetes para outro recipiente, garantindo assim menor
estresse causado nas raizes das microestacas, e a reducao do tempo operacional ao acondicionar
as mudas ao recipiente final de producdo em viveiro, pois 0s microtubetes se degradam ao longo
do tempo.

Na figura 5 pode-se observar a diferengca visual no crescimento das mudas de E.
microcorys entre os modelos de microtubetes testados apos 30 dias em casa de sombra, estando

as maiores alturas da parte aérea decorrente nos modelos 2 e 3.
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Figura 5 - Mudas obtidas do resgate via micropropagacao de individuo adulto de Eucalyptus
microcorys aclimatizadas em casa de sombra apos 30 dias, demonstrando a diferenca no

crescimento da parte aérea entre os trés modelos de microtubetes. Barra =1 cm.

M1 M2 M3 —_

Fonte: O Autor (2020).

Todos os modelos de microtubetes apresentaram desenho com estrias objetivando
auxiliar no controle da umidade e aeracdo do substrato, na expansdo das raizes, e na propria
degradacdo dos mesmos durante a etapa posterior a aclimatizacdo das mudas em viveiro. Uma
das principais causas do menor crescimento em altura apresentada nas microestacas presentes
no modelo 1, foi justamente a barreira criada do microtubete devido ao menor nimero de
estrias, dificultando o crescimento e expansédo do sistema radicial das microestacas.

Ao final da aclimatizacdo, péde-se concluir o sucesso no uso dos microtubetes com a
espécie florestal E. microcorys. O presente estudo teve como objetivo prescrever um protocolo
de micropropagacdo até a fase de aclimatizacdo, ndo sendo avaliadas as caracteristicas de
crescimentos das mudas em viveiro, como altura, didmetro do coleto, massa seca da parte aérea
e radicial, sendo importantes outros estudos a fim de verificar tais parametros de qualidade.

O protocolo de micropropagacéo foi adequado para a producgédo de microplantas de E.
microcorys podendo ser utilizada para novos estudos da espécie ou mesmo como recomendacao
para a propagacao clonal de outras espécies de eucalipto. Futuros projetos sdo idealizados para
0 processo de mecanizacdo de mudas propagadas in vitro utilizando os microtubetes como

ferramenta para otimizacdo da producéo em larga escala em biofébricas.
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3.5. Analise histoldgica

Os cortes anatdmicos realizados na regido de insercdo da microestaca com as raizes
adventicias revelou a distribuicdo dos feixes vasculares formando um anel cilindrico ao redor

do caule (Figura 6A).

Figura 6 - Cortes anatbmicos das microestacas aclimatizadas de Eucalyptus microcorys. (A)
Caule demonstrando a organizacédo dos feixes vasculares. Barra = 100 um; (B) Regiéo da

conexdo vascular estabelecida entre a raiz adventicia e o cAmbio do caule. Barra = 100 pm.

Pe = Periderme; F = Floema secundario; (seta) = Faixa cambial; X = Xilema secundario; M = Médula;
Ca = Cambio vascular; Pc = Parénquima cortical; Ep = Epiderme; Ra = Raiz adventicia.
Fonte: O Autor (2020).

A figura 6B elucida a conexdo vascular estabelecida entre a raiz adventicia e o cdmbio
do caule. Ressalta-se que, uma vez estabelecida essa conexdo, a planta deixa de depender
somente das reservas nutricionais da parte aérea e passa a ser suprida também pelos elementos

quimicos assimilados pela raiz.

3.6. Fidelidade genética

O teste de fidelidade genética em plantas micropropagadas in vitro é crucial para
identificar corretamente os clones multiplicados e também para garantir o controle da qualidade
dos mesmos, sendo possivel ocorrer variagbes somaclonais durante o cultivo prolongado in
vitro, podendo acarretar descaracterizagdo da clonagem da planta de interesse (SHEN et al.,
2007). Os perfis das bandas dos marcadores ISSR utilizados no presente estudo indicaram que

todos os individuos resgatados de E. microcorys foram semelhantes as da planta matriz,
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garantindo assim a natureza clonal de todos os individuos. Vale ressaltar a diferenga de
mobilidade apresentada nas bandas formadas em alguns individuos presente no gel da

eletroforese, sendo um comportamento normal durante a corrida das amostras (Figura 7).

Figura 7 - Perfil da eletroforese do primer Becky em individuos resgatados via

micropropagacao de de E. microcorys.
Primer Becky
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L = Marcador Ladder 1Kb Plus; M = Matriz de E. microcorys; 1 a 12 = individuos de resgatados via
microprogacdo de E. microcorys.
Fonte: O Autor (2020).

Do total dos 20 primers utilizados, 18 resultaram na amplificagio do DNA dos
individuos de E. microcorys, apresentando primers com no minimo trés € no maximo oito
bandas. O tamanho dos marcadores amplificados variou de 200 a 2.500 pb, com base no
marcador padrdo para comparacao.

Na literatura sdo encontrados estudos de fidelidade genética utilizando marcadores
ISSR para testar a integridade de clones de mudas de Eucalyptus via micropropagagdo, como
em Eucalyptus tereticornis (AGGARWAL; KUMAR; REDDY, 2010), Eucalyptus globulus
(OLIVEIRA et al., 2017) e Eucalyptus camaldulensis (SHANTHI et al., 2015). No presente
estudo, as mudas aclimatizadas resultaram em 100% de uniformidade genética com a planta
matriz, demonstrando estabilidade do genoma com as manipula¢es ocorridas durante as
fases e o tempo de cultivo in vitro.

Vale ressaltar que mesmo os resultados tendo demonstrado que ndo houve diversidade
genética entre os individuos propagados de E. microcorys, possivelmente exista uma
diversidade epigenética. Nas ultimas décadas estudos vem sendo realizados a fim de entender
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melhor os diferentes mecanismos genéticos e controlar dificuldades na propagagdo em espécies
vegetais, sendo uma delas o entendimento a respeito das modificacdes epigenéticas, as quais
podem ocorrer em resposta as variacdes ambientais acarretando em mudancas fenotipicas nos
individuos propagados sem a ocorréncia de alteracGes na sequéncia do DNA (ELWELL et al.,
2011; RASMANN etal., 2012; VIVAS et al., 2013; VIVAS et al., 2017). Desse modo, mesmo
sendo um clone, diferentes individuos podem apresentar diferentes niveis de expressdo de
acordo com o ambiente de implantacdo (VIVAS et al., 2019; WANG et al., 2020). Assim, existe
uma perspectiva no aumento dos estudos nessa area devido a importancia das respostas das
plantas as mudancas no ambiente, bem como para o aproveitamento total do potencial produtivo
por meio de programas de melhoramento, assim como garantir um maior controle na

homogeneidade dos plantios clonais.

4, CONCLUSOES

O protocolo via micropropagacao utilizando brotos epicormicos apresentou aptidao para
o cultivo in vitro com estabelecimento de 40,55%, e multiplicacdo de 820 explantes até o 11°
subcultivo.

Os explantes apresentaram os melhores resultados na fase de alongamento com 0,05
mg.Ltde BAP + 1 mg.L* de ANA e com 0,05 mg.L* de BAP + 1 mg.L*de ANA + 1 mg.L*
de AIB.

Os modelos de microtubetes M2 (volume = 2,60 cm®) e M3 (volume = 5,30 cm3),
destacaram-se na fase de enraizamento e aclimatizacdo das microestacas, formando raizes
adventicias normais e de conexdo direta com o cambio vascular.

Por meio da técnica de ISSR, confirmou-se a clonagem das plantas cultivadas in vitro
por 490.
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CAPITULO 2:

MICROPROPAGACAO DE Eucalyptus microcorys POR MEIO DA
ORGANOGENESE INDIRETA

RESUMO

O presente estudo teve por objetivo desenvolver um protocolo de micropropagacao por meio
da organogénese indireta em Eucalyptus microcorys, avaliando a interacéo dos fito-reguladores
de crescimento (TDZ e ANA) em tecidos juvenis (hipocétilo e cotilédone). Os explantes foram
resultantes de tecidos juvenis de plantulas in vitro de duas matrizes de E. microcorys. Tecidos
do hipocétilo e cotilédone foram seccionados, inoculados em meio WPM e submetidos as
concentragbes de 0, 1, 2 e 3 mg.L? de thidiazuron (TDZ) e 0, 2 e 4 mg.L? de &cido
naftalenoacético (ANA). O experimento foi conduzido em arranjo fatorial (2x12), avaliando a
interacdo de dois tipos de tecidos com 12 combinag0es de fito-reguladores de crescimento, em
quatro repeti¢bes contendo cinco explantes por recipiente. Na fase de calogénese os explantes
foram mantidos em local com auséncia de luz por 60 dias, sendo avaliadas as porcentagens de
calos formados nos tecidos. Os explantes apresentando calogénese foram transferidos para o
meio de regeneracdo de gemas (1 mg.L™ de BAP + 0,05 mg.L™* de ANA) durante 120 dias, e
posteriormente para o meio de alongamento de brotacdes (0,05 mg.L™? de BAP + 1 mg.L™ de
ANA) por mais 120 dias. Nessas fases foram avaliadas a porcentagem de regeneragéo de gemas,
0 numero de brotacdes e 0 nimero de brotos alongados (>1cm). A fase de enraizamento ocorreu
em condicdes in vitro testando sete modelos de microtubetes em sistema de mini-estufim, sendo
avaliadas as porcentagens de enraizamento adventicio e de aclimatizacdo das microestacas.
Pbde-se verificar adequacdo dos tecidos e fito-reguladores de crescimento para inducdo a
calogénese, correspondendo média de 81,38% de formacdo de calos nos explantes. Na fase de
inducdo de gemas, os explantes de origem do cotilédone apresentaram 0s maiores valores de
regeneracéo nos meios de inducéo T4 (1 mg.L ™t de TDZ) e T10 (3 mg.L ™t de TDZ), com 73,30%
e 40% de regeneracdo, enquanto os explantes do hipocétilo apresentaram as maiores médias
nos meios T4 (1 mg.L™? de TDZ) e T7 (2 mg.L? de TDZ) resultando em 80% e 66,60%. Na
fase de alongamento, os explantes oriundos do tecido do hipocétilo apresentaram os melhores
resultados para as caracteristicas avaliadas, destacando-se os tratamentos T4 (1 mg.L™ de TDZ),
T6 (1 mg.L"t de TDZ + 4 mg.L de ANA), T9 (2 mg.L ™ de TDZ + 4 mg.Lt de ANA) e T11 (3
mg.L? de TDZ + 2 mg.Lt de ANA). Com relagdo a fase de enraizamento e aclimatizagéo, o
uso dos microtubetes dos modelos 4 (volume = 2,60 cm?), 6 (volume = 5,30 cm?3) e 7 (volume
= 4,90 cm3) apresentaram os melhores resultados. Amostras da regido de insercdo da
microestaca com as raizes adventicias foram coletadas para analises histolégicas, sendo
verificado o enraizamento foi bem-sucedido, resultando em raizes adventicias normais e
conexao direta com o cambio vascular. Para avaliar a diversidade genética foram utilizados 16
marcadores ISSR, os quais detectaram baixa variabilidade nas microestacas aclimatizadas. O
protocolo de micropropagacéo por meio da organogénese indireta foi eficiente para a producéo
de microplantas de E. microcorys, apresentando os melhores resultados nos explantes do tecido
do hipocatilo cultivados em T4 (1 mg.L? de TDZ), T6 (1 mg.L de TDZ + 4 mg.L ™t de ANA)
ou T11 (3 mg.Lt de TDZ + 2 mg.L 1 de ANA).

Palavras-chave: Eucalipto. Calogénese. Fito-reguladores de crescimento. Enraizamento
adventicio. Microtubetes.
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MICROPROPAGATION OF Eucalyptus microcorys BY INDIRECT
ORGANOGENESIS

ABSTRACT

The present study developed a micropropagation protocol through indirect organogenesis in
Eucalyptus microcorys, to evaluate the interaction of plant growth regulators (TDZ and NAA)
in juvenile tissues (i.e., hypocotyl and cotyledon). The explants resulted from juvenile tissue
from in vitro seedlings of two E. microcorys donor plants. Hypocotyl and cotyledon tissues
were sectioned, inoculated in WPM medium and submitted to concentrations of 0, 1, 2 and 3
mg.L? of thidiazuron (TDZ) and 0, 2 and 4 mg.L™? of naphthalenoacetic acid (NAA). The
experiment was conducted in a factorial arrangement (2x12) toevaluate the interaction of two
types of tissues with 12 combinations of plant growth regulators, in four replications comprising
five explants per container. In the callogenesis phase, the explants were kept in in the dark for
60 days, and the percentages of calluses formed in the tissues were evaluated. The explants
presenting calogenesis were transferred to the bud regeneration medium (1 mg.L™* BAP and
0.05 mg.Lt NAA) for 120 days, and subsequently to the bud lengthening medium (0,05 mg.L"
1 BAP and 1 mg.L"t NAA) for a further 120 days. In these phases, the percentage of bud
regeneration, the number of shoots and the number of elongated shoots (>1cm) were evaluated.
Adventitious rooting phase occurred in in vitro conditions using elongated microshoots (>1cm),
in which seven models of microvessels were tested in a mini-stove system, and the percentages
of adventitious rooting and acclimatization of the microcutting were evaluated. The tissue and
plant growth regulators were proven adequate to induce callogenesis, averaging 81.38% of
callus formation in explants. In the bud induction phase, the explants of cotyledon origin had
the highest regeneration values in the T4 (1 mg.L* TDZ) and T10 (3 mg.L™* TDZ) induction
medium, with 73.30% and 40% of regeneration, while the hypocotyl explants presented the
highest averages on T4 (1 mg.L™ TDZ) and T7 (2 mg.L* TDZ) medium, resulting in 80% and
66.60%. In the elongating phase, the explants from the hypocotyl tissue presented the best
results the evaluated characteristics, especially in treatments T4 (1 mg.L™? TDZ), T6 (1 mg.L™*
TDZ + 4 mg.Lt NAA), T9 (2 mg.Lt + TDZ + 4 mg.Lt NAA) and T11 (3 mg.L! TDZ + 2
mg.L™t NAA). The microvessels of models 4 (volume = 2.60 cm?), 6 (volume = 5.30 cm?) and
7 (volume = 4.90 cm3) presented the best results. Samples of the microcutting insertion region
including the adventitious roots were collected for histological analyses, and it was verified that
the rooting was successful, resulting in normal adventitious roots with direct connection to the
vascular cambium. To evaluate the genetic diversity of the materials, 16 ISSR markers were
used, which revealed low genetic variability in acclimatized microcutting. The
micropropagation protocol through indirect organogenesis was efficient for the production of
E. microcorys microplants. The tissues of the hypocotyl cultivated in T4 (1 mg.L? TDZ), T6
(1 mg.Lt TDZ + 4 mg.L't NAA) or with TPM (1 mg.L™ TDZ + 4 mg.L™t NAA) or T11 (3
mg.Lt TDZ + 2 mg.L"t NAA) presented the best results.

Keywords: Eucalypts. Calogenesis. Plant growth regulators. Adventitious rooting.
Microvessels.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a maior parte dos produtos de origem florestal sdo oriundos dos plantios de
espécies do género Eucalyptus, sendo de importancia para os setores econémico, social e
ambiental. No ano de 2018, o setor brasileiro de florestas apresentou crescimento de 13,1%
com relagdo ao ano anterior, alcancando receita setorial de R$ 86,6 bilhdes (IBA, 2019). O
constante crescimento da cultura de eucalipto decorre principalmente das suas vantagens
advindas da clonagem e do melhoramento genético, a qual se fundamenta na selecéo de espécies
e individuos com caracteristicas determinadas por fatores genéticos e na evolucdo das
ferramentas para obter produtos florestais de maior qualidade para diversos ramos industriais
(XAVIER; SILVA, 2010; IBA, 2019).

Contundo, testes de progénies e procedéncias sdo importantes ferramentas para
selecionar matrizes com caracteristicas de interesse ao produto final, sendo raro encontrar
plantios com idades avancadas. Desde 1974, alguns estudos com espécies do género Eucalyptus
e Corymbia vém sendo realizados com individuos pertencentes a um plantio experimental na
cidade de Lavras, estado de Minas Gerais, sendo mantido até os dias atuais pela Universidade
Federal de Lavras (UFLA) (MOURA et al., 1980). Dentre as espécies desse povoamento,
encontra-se o Eucalyptus microcorys F. Muell, o qual possui caracteristicas que favorecem suas
aplicaces silviculturais, tais como resisténcia moderada a geadas, susceptibilidade a
deficiéncia hidrica, tolerancia ao fogo, e boa capacidade de regeneracdo pela brotacdo de cepas
(FERREIRA, 1979; REMADE, 2003; CALONEGO et al., 2013).

O E. microcorys tem sido pouco implantado para a composicdo de florestas no Pais
como visto em outras espécies do género, apresentando poucos relatos cientificos, sendo
observados apenas estudos quanto aos seus aspectos adaptativos e de utilizacdo madeireira
(OLIVEIRA et al., 2014; SOUZA; DELLA LUCIA; RESENDE, 1979). Dessa forma, o
presente estudo teve a seguinte pergunta de pesquisa: Tecidos juvenis de plantulas de sementes
germinadas in vitro séo capazes de propagar vegetativamente mudas de E. microcorys por meio
da técnica de micropropagacgéo da organogénese indireta?

Associada as técnicas de propagacdo clonal, a biotecnologia é uma ferramenta que
contribui efetivamente para avancos aos programas de melhoramento das espécies florestais,
fornecendo metodologias na producdo massiva de mudas por meio da clonagem de arvores
superiores. As vias adotadas na obtencdo de mudas de espécies do género Eucalyptus baseia-se

nas técnicas de cultura de tecidos in vitro, tais como por meio da organogénese direta e indireta,
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sendo a segunda caracterizada quando o processo de regeneracdo de gemas é precedido pela
formacéo de calo (BARRUETO CID, 2010).

Com relacao a organogénese indireta, uma das principais vantagens como ferramenta
para a regeneracao de plantas é o seu potencial de produzir grandes nimero na multiplicacéo
do material, além de ser uma alternativa para espécies que apresentam dificuldades de
reproducdo natural, onde os métodos convencionais de propagacéo clonal ndo se tornam viaveis
(XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). A
organogénese indireta também atende aos trabalhos de transformacédo genética com objetivo de
inserir caracteres que possam promover propriedades de interesse econémico, ndo apenas a
produtividade, mas também a qualidade de madeira, resisténcia a herbicidas, pragas e doencas,
entre outras (GIRIJASHANKAR, 2012; SILVA et al., 2013).

Na literatura sdo encontrados diversos estudos de micropropagacdo em Eucalyptus
utilizando a técnica da micropropagacéo por meio da organogénese indireta. A regeneragdo in
vitro de espécies de Eucalyptus por meio da organogénese é relatada para espécies de E.
tereticornis (AGGARWAL; KUMAR; REDDY, 2010), E. grandis (ARENHART; ZAFFARI,
2008; BRONDANI et al., 2012a; PEREIRA; MONTEIRO; ABREU, 2013), E. grandis x E.
urophylla (ALCANTARA; BESPALHOK FILHO; QUOIRIN, 2011), E. saligna (DIBAX et
al., 2010a; SILVA et al., 2015), E. globulus (NUGENT et al., 2001), E. camaldulensis
(GIRIJASHANKAR, 2012), E. benthamii x E. dunnii (OLIVEIRA-CAUDURO et al., 2014),
E. gunnii (HERVE et al., 2001), E. cloeziana (OLIVEIRA et al., 2015).

Mesmo com varios estudos com espécies do género Eucalyptus, observa-se um
comportamento distinto durante as etapas da micropropagacdo, desde a fase inicial utilizando
concentracdes especificas de fito-reguladores de crescimento, até alcancar o sucesso na fase de
enraizamento e aclimatizacdo, sendo fundamental a formulagdo de protocolos para a correta
recomendacdo das técnicas de micropropagacdo de acordo com a espécie estudada. Nesse
contexto, o objetivo desse estudo foi desenvolver um protocolo efetivo de micropropagacéo por
meio da organogénese indireta em E. microcorys, avaliando as interagdes dos fito-reguladores
de crescimento thidiazuron e &cido naftalenoacético em tecidos juvenis do hipocotilo e

cotilédone.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacao geral

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultivo In vitro de Espécies
Florestais, situado no Departamento de Ciéncias Florestais e no Laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas Medicinais, situado no Departamento de Agricultura. A caracterizacao
molecular foi realizada no Laborat6rio de Conservacao Genética de Espécies Arbdreas, situado
no Departamento de Ciéncias Florestais, as analises histoldgicas dos tecidos vegetais foram
conduzidas no Laboratorio de Anatomia Vegetal, situado no Departamento de Biologia. Todos

os laboratdrios sdo pertencentes a Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG.

2.2. Origem do material vegetal

Explantes foram provenientes de plantulas de E. microcorys de germinacgoes in vitro. As
sementes foram coletadas de duas matrizes localizadas no Viveiro Florestal da Universidade
Federal de Lavras (21°22°75” S, 44°96°98” W), no municipio de Lavras-MG, as quais fazem
parte de um povoamento implantado no ano de 1974 contendo diferentes procedéncias de
Eucalyptus e Corymbia (MOURA et al., 1980).

2.3. Desinfestacéo e germinacao in vitro

O processo de assepsia se iniciou com a lavagem das sementes em agua corrente por
cinco minutos, e posteriormente desinfestadas utilizando hipoclorito de sédio - NaOCI (2,0-
2,5% de cloro ativo, v/v) com adigéo de trés gotas de detergente (0,05 mL) durante 15 minutos
sob agitacao.

Em seguida, as sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavada, em
camara de fluxo laminar, mediante a inoculagdo em meio de cultura in vitro. As sementes
selecionadas para o cultivo foram aquelas que apresentarem estado de turgéncia e coloracao
branca (Figura 1B). As sementes foram inoculadas in vitro em tubos de ensaio de vidro (2x15
cm) contendo 10 mL de meio de cultura constituido apenas com agua destilada e agar. A
germinacdo ocorreu em 12 dias e o estabelecimento do material aos 30 dias apés a inoculagéo

in vitro (Figura 1C).
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Figura 1 - Detalhe das fases da organogénese indireta de Eucalyptus microcorys. (A e B)
sementes utilizadas para germinacéo in vitro com detalhe a (B) coloracdo branca apds a
assepsia em NaOCI; (C) Plantulas in vitro ap6s 30 dias da inoculacgéo; (D e E) Cotilédone e
hipocétilo utilizados como fontes de explantes para a cultura calogénica; (F) Explantes com
calos formados inicializando a fase de regeneragdo de gemas; (G) Calos apresentando
regeneracdo de brotacdes adventicias in vitro no meio de regeneracdo; (H) Explantes na fase
de alongamento destacando-se o nivel de oxidacdo no meio de cultura devido ao grande
volume de biomassa nos frascos; (1) Padréo das brotacdes coletadas para enraizamento in
vitro; (J) Calo regenerado apresentando brota¢des alongadas ao 4° subcultivo (120 dias); (K)
Enraizamento in vitro de microestaca no microtubete apos 45 dias da fase de enraizamento;
(L) Microestaca aclimatizada com sistema radicial formado, apds 30 dias da fase de

aclimatizacdo. Barras = 1cm.
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Fonte: O Autor (2020).

2.4. Preparo do meio de cultura e condig0es in vitro dos experimentos

O meio de cultura foi constituido por agua destilada, 6 g.L* de agar, 20 g.L™* de sacarose
(C12H22011/342,30 @) e pH ajustado para 5,8. O pH do meio de cultura foi ajustado utilizando
HCI 0,1M e NaOH 0,1M antes da adi¢ao do &gar e, em seguida, o meio foi autoclavada a 121°C
(~1,0 kgf.cm™) por 20 minutos. Antes do meio de cultura ser autoclavado, foram adicionados

os fito-reguladores de crescimento das plantas. Os explantes foram cultivados em sala de
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crescimento com temperatura de 25°C (x1°C), fotoperiodo de 16 horas e intensidade de 40

pumol m2 s,

2.5. Cultura calogénica

Segmentos do hipocotilo medindo 0,5 cm de comprimento, e cotilédones com o peciolo,
foram inoculados em frascos circulares de vidro (6x7 cm) contendo 40 mL com meio de cultura
WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) (Tabela A — Anexos), suplementado com diferentes
combinagOes e concentragdes de fito-reguladores de crescimento, sendo eles o thidiazuron
(TD2Z) e o acido naftalenoacético (ANA) (Tabela 1).

Tabela 1 - Descricdo das combinacdes de fito-reguladores de crescimentos empregados na

cultura calogénica em explantes de Eucalyptus microcorys inoculados in vitro.

Tratamento TDZ (mg.L?) ANA (mg.L?)
1 0 0
2 0 2
3 0 4
4 1 0
5 1 2
6 1 4
7 2 0
8 2 2
9 2 4

10 3 0
11 3 2
12 3 4

TDZ: Thidiazuron; ANA: Acido naftalenoacético.
Fonte: O Autor (2020).

Ap0s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de
luminosidade por 60 dias, com subcultivo aos 30 dias. Cada tratamento foi composto por trés
repeticdes, contendo cinco explante por frasco de vidro, os quais foram organizados em um
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2x12), avaliando a interagéo de dois
tipos de tecidos e 12 combinagGes de fito-reguladores de crescimento. Apos os 60 dias da

aplicacdo dos tratamentos foi avaliada a porcentagem de calogénese dos tecidos.
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2.6. Regeneracédo de gemas adventicias

Os explantes resultantes da cultura calogénica foram transferidos para o meio de
regeneracdo de gemas adventicias, constituido pelo meio de cultura WPM suplementado com
1 mg.L* de benzilaminopurina (BAP) e 0,05 mg.L* de ANA. Estes foram mantidos em frascos
circulares de vidro (6x7 cm) contendo 40 mL do meio de cultura, e subcultivos a cada 30 dias.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25°C (x£1°C),
fotoperiodo de 16 horas e intensidade de 40 pmol m s, Os tratamentos constituidos pelas
culturas calogénicas (tipo de explante e combinagdes de fito-reguladores de crescimento) foram
avaliados apds 90 dias, sendo contabilizados as porcentagens de explantes com gemas

adventicias induzidas.

2.7. Alongamento de brotagoes

Os explantes oriundos da fase de regeneracdo de gemas adventicias, com 3 a 5 iniciacfes
de brotacdes foram transferidos para meio de cultura WPM suplementado com 0,05 mg.L* de
BAP e 1 mg.L™* de ANA. Estes foram inoculados em frascos circulares de vidro (6x7 cm)
contendo 40 mL do meio de cultura, com subcultivos realizados a cada 30 dias.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25°C (x£1°C),
fotoperiodo de 16 horas e intensidade de 40 pmol m? s. Os tratamentos constituidos pelas
culturas calogénicas (tipo de explante e fito-reguladores) foram avaliados apds 90 dias, sendo

contabilizados o total de brotaces e as brota¢cdes alongadas (>1cm) dos explantes.

2.8. Enraizamento e aclimatizacéo

As microestacas possuindo comprimento superior a 1 cm foram coletadas e
transplantadas em microtubetes in vitro, com o auxilio do sistema em mini-estufim
(BRONDANI et al., 2012b; BRONDANI et al., 2018).

Sete modelos de microtubetes foram utilizados na fase de enraizamento. Os
microtubetes foram produzidos em impressora 3D (Orion Delta) utilizando como material o
polimero PLA (poli(acido latico)), que nada mais € que um poliéster termoplastico feito com
acido latico a partir de materiais de origem natural (amido de milho, mandioca, beterraba, cana-
de-acucar) e que apresenta biodegradabilidade (Figura 2).
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Figura 2 - Modelos dos microtubetes utilizados na fase de enraizamento e aclimatizacéo de

microestacas cultivadas in vitro de Eucalyptus microcorys. Barra = 1cm.

Fonte: O Autor (2020).

Os modelos dos microtubetes apresentaram duas formas distintas (cilindrica e conica)
com quatro alturas (variando de 1,5 a 6,0 cm) e dois didmetros (1,0 e 1,5 cm), com volumes
variando de 0,75 a 5,30 cm3. As principais caracteristicas dos modelos dos microtubetes, como
o formato, 0 nimero de estrias, a dimensdo, o0 volume, 0 peso e o tempo de impressao estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Detalhes do formato, nimero de estrias, dimensdes, peso e tempo na confeccdo dos
trés modelos de microtubetes utilizados nas fases de enraizamento in vitro e aclimatizacao de

microestacas de Eucalyptus microcorys.

NUmero DimensGes Tempo de
— Volume Peso . x
Modelo Formato de Altura  Diametro (cm?) @ impressao™
estrias (cm) (cm) (minutos)

1 Conico 0 15 1,0 0,75 0,53 2

2 Conico 8 15 1,0 0,75 0,40 6

3 Coénico 0 55 1,0 2,60 1,92 8

4 Coénico 8 55 1,0 2,60 1,00 19

5 Cilindrico 0 6,0 1,0 5,30 1,42 12

6 Cilindrico 16 6,0 1,0 5,30 1,00 23

7 Cilindrico 16 3,0 1,5 4,90 0,80 20

* Utilizado a impressora 3D marca Orion Delta.
Fonte: O Autor (2020).
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O mini-estufim consistiu de uma estrutura pléastica contendo uma bandeja de células
retangulares (utilizadas na horticultura) com dimensfes 47x17x3 cm. Cada célula foi
preenchida com areia autoclavada servindo de suporte para os microtubetes. O mini-estufim foi
vedado para evitar variagdes na umidade relativa do ar, sendo controlado semanalmente com a
adicao de 20-50 mL de agua destilada, depositada no fundo do recipiente plastico (BRONDANI
etal., 2012b; BRONDANI et al., 2018).

O substrato utilizado nos microtubetes, para promover o enraizamento das microestacas,
foi constituido pela mistura de substrato organico comercial a base de casca de pinus
decomposta e vermiculita média, na proporgao igual a 1:1 (v/v).

O mini-estufim foi mantido em ambiente com temperatura de 25°C (£1°C), fotoperiodo
de 16 horas e intensidade de 40 pmol m s*. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), contendo sete modelos de microtubetes com 15 repeti¢des
cada, totalizando 105 microestacas. Apo6s 45 dias, foram contablizados a porcentagem de
enraizamento adventicio das microestacas.

Para a aclimatizacdo, as microestacas enraizadas inseridas nos microtubetes foram
transferidas para frascos circulares de vidro vedados com papel filme, mantendo o ambiente
umido e realizando pequenas aberturas a cada 2 dias, a fim de minimar possiveis estresses
acondicionados pela diferenca dos ambientes.

Apds 10 dias, as microestacas foram levadas para viveiro e imersas diretamente em
tubetes de polietileno (110 cm3) contendo a mesma proporc¢ao do substrato utilizado na fase do
enraizamento (substrato organico comercial a base de casca de pinus decomposta e vermiculita
média, na proporcao 1:1; v/v).

Durante a fase de aclimatizacdo no viveiro, as microestacas permaneceram em casa de
sombra coberta com tela permitindo passagem de 50% da luminosidade, sendo irrigadas por
aspersao com sistema automatico quatro vezes ao dia. A aclimatizacdo ocorreu em torno de 10
dias, sendo avaliada a sobrevivéncia das mudas.

As etapas apresentadas na metodologia estao ilustradas pelo fluxograma abaixo (Figura
3).
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Figura 3 — Fluxograma com os métodos utilizados desde inoculacdo das sementes in vitro até

a fase de aclimatizacdo de plantas de Eucalyptus microcorys (total de 395 dias).
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Fonte: O Autor (2020).

2.9. Analise histologica

Estudos anatémicos foram conduzidos para evidenciar o local de diferenciacdo das
celulas na raiz adventicia das microestacas de E. microcorys. Segmentos caulinares com
formacao de raizes adventicias foram coletadas e fixadas em FAA70 (formaldeido 37% + etanol
70% + &cido acético glacial) (JOHANSEN, 1940), por 48 horas, e logo ap0s, desidratadas em
série etilica de 70, 80 e 95%, em intervalos regulares de 24 horas. Na sequéncia, 0s materiais
permaneceram sete dias em resina de infiltracdo Leica Historesin® na mistura de 1:1
(resina:alcool) e logo apos, transferidos para resina pura, por mais sete dias, e entdo foram

emblocados em historesina.
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Os cortes transversais foram realizados em micr6tomo de mesa regulado na espessura
de 8um. As secdes foram desidratadas em alcool etilico, coradas com solucdo aquosa azul de
toluidina — pH 4,7. Para a confeccdo das Idminas permanentes foi utilizado meio de montagem
Acrilex®, misturado em glicerina 50% (PAIVA et al., 2006).

2.10. Diversidade genética

ExtracGes de DNA foram realizadas ap6s a aclimatizagcdo das microestacas em viveiro,
de acordo com protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990). Para avaliar da diversidade
genética foram utilizadas cinco mudas aclimatizadas provenientes do método in vitro de
organogénese indireta, oriundos de explantes de plantulas in vitro de duas matrizes de E.
microcorys. Amostras contendo 20 mg de tecido foliar foram coletadas, armazenadas em
microtubos e maceradas com o auxilio de nitrogénio liquido. Adicionou-se 700 pL de tampé&o
de extracdo CTAB 2% e, entdo, as amostras foram submetidas a agitacdo e incubadas por 30
minutos em banho seco, com agitacdo manual periodica (a cada 10 minutos). Apds este periodo,
foram adicionados as amostras 650 L de cloroférmio alcool isoamilico (24:1), submetendo-as
novamente a agitacdo vigorosa, seguida por centrifugacdo a 12.000 rpm durante 7 minutos.
Transferiu-se 500 pL do sobrenadante para novos tubos contendo 500 pL de isopropanol,
deixando-as 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
GelRedTM (Uniscience), diluido a 0,2% em relagdo a concentracdo original do fabricante.
Posteriormente, foram quantificadas e também avaliadas qualitativamente conforme razéo de
absorbancia entre os comprimentos de onda A260 e A280, utilizando o espectrofotdmetro
NanoVue PlusTM (Biochrom).

Para avaliar a diversidade genética dos materiais, foram utilizados 16 primers, cujas
especificacfes sdo apresentadas na Tabela 3. As amplificagdes foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700, nas seguintes condig¢des: 2 minutos a 94°C para

desnaturacao inicial; 37 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 42°C e 1 minuto a 72°C;
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e extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de amplificagdo foram separados em gel de
agarose 1,5% e corado com GelRedTM (Uniscience).

Os fragmentos amplificados foram comparados com marcador de peso molecular
conhecido Ladder 1Kb Plus. Utilizando apenas bandas bem definidas, foi avaliado o
polimorfismo existente em cada individuo. Para isso, foi gerada uma matriz de dados binarios,
onde 1 indicava a presenca e 0 indicava auséncia no individuo e, a partir dela, calculou-se a
frequéncia de cada banda e o seu contetido de informacao polimdrfica (PIC). Para célculo de
PIC foi utilizada a equacéo (1), onde pi indica a frequéncia da banda i em cada primer (WEILER
et al., 2010).

PIC=1- Zpl?

Tabela 3 - Especificacdes dos primers utilizados nas andlises de fidelidade genética de

Eucalyptus microcorys.

N° Primer Sequéncia N° Primer Sequéncia
1 Becky (CA)7-YC 9 814 (CT8-TG
2 Chris (CA)7-YG 10 827 (AC)8G
3 John (AG)7-YC 11 835 (AG)8-YC
4 Manny (CAC)4-RC 12 848 (CA)6-RG
5 807 (AG)8-T 13 880 (GGAGA)3
6 808 (AG)8-C 14 889 DBD(AC)7
7 810 (GA)8-T 15 898 (CA)6-RY
8 813 (CT8-T 16 901 (GT6-YR

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).
Fonte: O Autor (2020).

A analise da diversidade genética foi realizada pela estimativa dos seguintes parametros:
namero total de alelos (Na), namero efetivo de alelos [Ne = 1 / (p2 + g?)], heterozigosidade
esperada de acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (He = 2pq) e indice de Shanon {-1 x
[p x Ln (p) + g x In (q)], onde p € a frequéncia da banda presente em cada marcador e q
representa a banda ausente (alelo alternativo). As analises foram realizadas no GenAlEx
(PEAKALL; SMOUSE, 2012).
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2.11. Anélise estatistica

Os dados mensurados foram submetidos ao teste de Hartley (p>0,05) e Shapiro-Wilk
(p>0,05), a fim de verificar a homogeneidade de variancia entre os tratamentos e a distribuicéo
normal dos dados, respectivamente. Os dados foram transformados conforme a necessidade por
meio do teste Box-Cox. Em seguida, foi realizada anéalise de variancia (ANOVA, p<0,05). De
acordo com a significancia da ANOVA, os dados dos fatores qualitativos foram comparados
pelo teste de Tukey (p<0,05). Foi utilizado para a andlise estatistica dos dados o software
estatistico R versdo 3.5.2, pacote ExpDes (R Core Team, 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultura calogénica

Sementes de E. microcorys foram inoculadas in vitro para obtencdo dos tecidos
cotiledone e hipocétilo como fontes de explantes para a cultura calogénica (Figura 1D e E),
sendo selecionados dos cultivos sem manifestagdo microbiana visivel (bactérias e/ou fungos).

De acordo com a analise de variancia, houve diferencas significativas (p<0,05) em
relacdo a interacao dos fatores testados nas duas fases iniciais da organogénese indireta, tanto

para porcentagem de calogénese, como para a regeneracao de gemas (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia para a calogénese (CAL) e a regeneracdo de gemas
adventicias (RG) dos explantes de Eucalyptus microcorys em relacdo a fonte dos tecidos e 0s

fito-reguladores de crescimento aos 60 e 120 dias, respectivamente.

Quadrados médios

Causas da variagdo GL

CAL RG
Origem dos tecidos 1 0,0029" 0,0024"
Fito-reguladores 11 0,0035 0,0035
Fonte x fito-reguladores 11 0,0004" 0,0005
Residuo 48 0,0002 0,0003
Média (%) - 81,38 24,16
CV (%) - 14,80 23,60

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * Valor significativo ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados por [(n+0,5)/100]%%, onde n =
dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variag&o.

Fonte: O Autor (2020).
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Apos 60 dias, foi observada inducdo a calogénese com média geral de 81,38%. As
porcentagens de calogénese foram de 40-100% nos tecidos de origem do cotilédone e 13,30-

100% para os tecidos de origem do hipocétilo (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios (%) de explantes de Eucalyptus microcorys que apresentaram calo
in vitro em relacdo aos tecidos cotilédone e hipocotilo nas diferentes combinagdes de fito-
reguladores de crescimento na indugdo a calogénese, apés 60 dias da instalacdo do

experimento.

Tratamento (nIg[.)I_Z'l) (n'?gl\.llél) Cotilédone Hipocétilo
Tl 0 0 40,00 (x£13,09) Ba 13,30 (£9,09) Db
T2 0 2 73,30 (+11,82) Aa 66,60 (+12,60) BCa
T3 0 4 93,30 (+6,67) Aa 86,60 (+9,09) ABa
T4 1 0 100,00 (+0,00) Aa 100,00 (+0,00) Aa
T5 1 2 86,60 (+9,09) Aa 80,00 (+10,69) ABa
T6 1 4 86,60 (+£9,09) Aa 86,60 (+9,09) ABa
T7 2 0 100,00 (+0,00) Aa 100,00 (+0,00) Aa
T8 2 2 86,60 (+9,09) Aa 60,00 (+13,09) BCh
T9 2 4 93,30 (+6,67) Aa 80,00 (+10,69) ABa
T10 3 0 100,00 (+0,00) Aa 100,00 (+0,00) Aa
T11 3 2 100,00 (+0,00) Aa 93,30 (+6,67) Aa
T12 3 4 93,30 (+6,67) Aa 53,30 (+13,33) Cb

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Dados apresentados como: média * erro padréo.

Fonte: O Autor (2020).

Em relacdo a interacdo do fator tecido sobre as concentracdes de fito-reguladores de
crescimento, observa-se que o cotilédone respondeu estatisticamente igual a maioria dos fito-
reguladores, diferindo apenas em T1 (0 mg.L! de TDZ + 0 mg.L? de ANA), sendo
estatisticamente inferior aos demais. O hipocétilo apresentou uma variacdo maior na formacao
da calogénese, estando os maiores valores médios presentes em T3, T4, T5, T6, T7, T9, T10 e
T11. Assim como no tecido de origem do cotilédone, os explantes resultantes do hipocotilo
apresentaram a menor porcentagem média na formacéo de calos em T1, o qual ndo utilizou

nenhum fito-regulador na composic¢ao do meio de cultura.
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Pbde-se notar uma similaridade nos valores estatistico entre os dois tecidos utilizados
como explantes sob as concentracdes dos fito-reguladores de crescimento, resultando diferenca
apenas nos meios formulados em T1(0 mg.L™? de TDZ + 0 mg.L* de ANA), T8 (2 mg.L* de
TDZ + 2 mg.L? de ANA) e T12 (3 mg.L de TDZ + 4 mg.L! de ANA), estando os explantes
oriundos do hipocotilo com os menores valores estatisticos (Tabela 5).

A eficiéncia da organogénese in vitro depende principalmente da fonte do explante, dos
componentes do meio de cultura e das condi¢cdes ambientais (BHOJWANI; DANTU, 2013;
MRIDULA et al., 2017; HESAMI; DANESHVAR, 2018). Outro fator que influencia as
respostas organogénicas é o equilibrio hormonal end6geno e exdgeno entre a citocinina e a
auxina presentes no tecido da planta, que servem como agentes indutores da morfogénese in
vitro (FEHER, 2015). Muitos estudos relatam o efeito favoravel do fito-regulador TDZ em
diferentes estagios da formacéo de calos (ARAB et al., 2014; JAFARI; DANESHVAR; LORFI,
2017; HESAMI; DANESHVAR; LORFI, 2017). Concentracdes de TDZ abaixo de 2,5 mg.L™,
sdo recomendadas para aplicacGes eficazes em tecido de espécies lenhosas, uma vez que altas
concentracdes podem limitar a organogénese indireta, reduzindo a inducdo da formacéo de
gemas e brotacOes e aumentando a hiperidricidade (HESAMI; DANESHVAR, 2018).

No presente estudo, as concentracGes dos fito-reguladores de crescimento em T4 (1
mg.L? de TDZ), T7 (2 mg.L* de TDZ + 0 mg.L! de ANA) e T10 (3 mg.L? de TDZ)
destacaram-se dentre os demais, apresentando explantes com 100% de formacéao de calogénese
em ambos os tecidos utilizados. Pode-se notar dois aspectos similares entre esses meios de
inducdo, estando (1) os calos com maior vigor e tamanho, ocupando grande rea dentro dos
frascos circulares de vidro, e sendo (2) todos eles meios preparados com auséncia do fito-
regulador ANA. O meio formulado em T1 (0 mg.L™? de TDZ + 0 mg.L* de ANA) apresentou
as menores porcentagens na formagdo de calos, para ambos os tecidos utilizados como
explantes de E. microcorys (Tabela 5).

3.2. Regeneracéo de gemas

Os tecidos do cotilédone e do hipocotilo de E. microcorys que formaram calos foram
transferidos para meio de cultura visando a regeneracdo de gemas e brotos adventicios, sendo
dispostos em meio de cultura WPM com 1,0 mg.L™ de BAP + 0,05 mg.L* de ANA.

Os tratamentos foram constituidos pelos tecidos e combinacdes de fito-reguladores que
deram origem aos calos organogénicos. A interacdo do fator tecido sobre as concentracdes de
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fito-reguladores, apresentou grande amplitude nos resultados da regeneracdo de gemas, estando
os explantes de origem do cotilédone com porcentagens entre 0 a 73,30% e do hipocotilo com

porcentagens entre 0 a 80,00% (Tabela 6).

Tabela 6 - VValores médios (%) de explantes de Eucalyptus microcorys que apresentaram
regeneracdo adventicia da parte aérea in vitro no meio de inducdo a organogénese, em relacédo
aos tecidos cotilédone e hipocdtilo nas diferentes combinacgdes de fito-reguladores de

crescimento, apos 120 dias.

Tratamento (ng[_)LZ-l) (n'?gl\.llél) Cotilédone Hipocétilo
T1 0 0 0,00 (x00,00) Ca 6,67 (+6,67) Ca
T2 0 2 0,00 (+00,00) Ca 0,00 (+00,00) Ca
T3 0 4 13,30 (+9,09) BCa 0,00 (+00,00) Ca
T4 1 0 73,30 (+11,82) Aa 80,00 (+£10,69) Aa
T5 1 2 6,67 (+6,67) Ca 26,60 (+11,82) BCa
T6 1 4 6,67 (x6,67) Cb 33,30 (+12,60) BCa
T7 2 0 20,00 (+10,69) BCh 66,60 (+12,60) ABa
T8 2 2 13,30 (+9,09) BCa 6,67 (+6,67) Ca
T9 2 4 20,00 (+10,69) BCa 26,60 (+11,82) BCa
T10 3 0 40,00 (+13,09) ABa 33,30 (+12,60) BCa
T11 3 2 20,00 (+10,69) BCa 40,00 (+13,09) BCa
T12 3 4 20,00 (+10,69) BCa 33,30 (+12,60) BCa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Dados apresentados como: média + erro padrdo.

Fonte: O Autor (2020).

Os explantes de origem do cotilédone apresentaram os maiores valores estatisticos nos
tratamentos T4 (1 mg.Lt TDZ) e T10 (3 mg.L TDZ), com 73,30% e 40% de regeneracéo de
gemas, respectivamente. Os demais tratamentos apresentaram calos com regeneracao abaixo de
20%, estando T1 (0 mg.L* de TDZ + 0 mg.L* de ANA) e T2 (2 mg.L ™ de ANA) com 0%. Os
explantes de origem do hipocétilo apresentaram as maiores médias nos tratamentos T4 (1 mg.L
1 de TDZ) e T7 (2 mg.L? de TDZ) resultando, respectivamente, em 80% e 66,60% de
regeneracdo de gemas. Os demais tratamentos apresentaram calos com regeneracao abaixo de
40%, estando T2 (2 mg.L™t de ANA) e T3 (4 mg.L de ANA) com 0%. Pdde-se notar diferenca

estatistica na porcentagem de regeneracdo de gemas nos explantes formados dos meios de
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calogénese T6 (1 mg.Lt de TDZ + 4 mg.L ! de ANA) e T7 (2 mg.L? de TDZ), sendo os
explantes do hipocdtilo estatisticamente superiores aos do cotilédone (Tabela 6).

Alguns estudos identificaram o TDZ como uma das citocininas mais eficazes para a
regeneracdo de brotagdes em espécies do género Eucalyptus. A eficiéncia do TDZ na
regeneracdo de brotacOes foi demonstrada em E. camaldulensis (DIBAX et al., 2010b) e
Eucalyptus grandis x E. urophylla (OLIVEIRA et al., 2017). Essa capacidade do calo de se
diferenciar em brotos é essencial para que o processo de morfogénese regenere plantas inteiras
(SALLA et al., 2018). Além disso, 0 uso de TDZ em meio de cultura tem sido relatado para
inducéo de embrides somaticos (ZHANG et al., 2001; MAMAGHANI et al., 2009), mas com
a especie E. microcorys ndo foram detectadas nenhuma estrutura embriogénica nos explantes
dispostos nos meios de cultura com desse fito-regulador.

Entretanto, observou-se aumento na oxidagdo no meio de cultura proporcionalmente ao
aumento do volume dos calos, principalmente quando o0s mesmos eram cortados ou
fragmentados no momento dos subcultivos. Diversas causas podem estar associadas ao
aumento da oxidacdo, sendo uma delas argumentadada por Carvalho et al. (2011) os quais
relacionam a presenca de TDZ por sua acao na producdo de etileno. Pelos resultados no presente
estudo acredita-se que o processo de oxidacdo dos explantes nédo foi influenciado pela presenca
do regulador de crescimento e sim derivado pelo proprio explante, pelo seu volume em

biomassa, ou pela manipulacdo do mesmo.

3.3. Alongamento das brotagoes

Apbs a fase de regeneracdo das gemas dos calos, os explantes foram transferidos para
meio de cultura visando o alongamento das brotacGes, sendo esses transferidos para meio de
cultura WPM com 0,05 mg.L? de BAP + 1 mg.L de ANA, para todos os tratamentos. Os
tratamentos foram constituidos pelos tecidos de origem (cotilédone e hipocoétilo) e pelas
combinag@es de fito-reguladores de crescimento que deram origem aos calos organogénicos.

Apos 120 dias dispostos no meio de alongamento, os explantes foram avaliados por
meio do nimero de brotacdes totais e pelo nimero de brotacdes alongadas (>1cm). De acordo
com a analise de variancia foram detectadas diferencas significativas (p<0,05) em relacdo a
interacdo dos fatores testados, tanto ao nimero de brotac6es totais, como ao numero de brotos

alongados (>1cm) (Tabela 7).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3656191/#CR37
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Tabela 7 - Resumo da andlise de variancia para o numero de brotagdes totais (NBT) e 0
numero de brotos alongados (NBA) (>1cm) de explantes de Eucalyptus microcorys em
relacdo aos tecidos de origem e das combinac@es de fito-reguladores de crescimento na fase

de alongamento, ap6s 120 dias.

Quadrados médios

Causas da variagédo GL NBT NBA (>1om)
Tecido de origem 1 0,5064* 0,1368*
Fito-reguladores 11 0,4677* 0,0448*
Tecidos x fito-reguladores 11 0,1491* 0,0259*
Residuo 48 0,0349 0,0027
Média - 55,69 8,51
CV (%) - 25,32 5,68

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * Valor significativo ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados por 1/EXP[(n+0,5)/100], onde
n = dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variacao.

Fonte: O Autor (2020).

Com relagéo a interacdo do fator origem do tecido sobre as combinacdes de fito-
reguladores, os explantes oriundos do cotilédone apresentaram valores entre 0 a 120 brotacoes
por frasco, estando os maiores resultados em T4 (1 mg.L ™ de TDZ) e T6 (1 mg.L ™ de TDZ + 4
mg.L™? de ANA), sendo ambos estatisticamente iguais. A grande maioria dos tratamentos
apresentou médias baixas ou mesmo igual a zero, fato esse decorrente da elevada mortalidade
dos explantes na etapa anterior (regeneracdo de gemas) (Tabela 8). Os explantes oriundos do
hipocétilo apresentaram maior amplitude dos dados, estando as maiores médias em T4 (1 TDZ),
T6 (1 mg.L 1 de TDZ + 4 mg.L ! de ANA), T9 (2 mg.Lt de TDZ + 4 mg.Lt de ANA) e T11 (3
mg.Ltde TDZ + 2 mg.L* de ANA), com resultados acima de 157 brotagdes por frasco, estando
0 maior valor absoluto presente em T11 com 275,3 brotagdes. Assim como relatado nos
explantes oriundos do cotilédone, os tratamentos apresentaram médias baixas ou mesmo igual
a zero, devido a elevada oxidacdo dos calos na etapa anterior de regeneracdo de gemas,
ocasionando a mortalidade dos explantes (Tabela 8).

No que concerne a interacdo do fator concentragdo dos fito-reguladores sobre a origem
dos tecidos utilizados como explantes, pode-se notar diferenca estatistica nos principais
resultados obtidos no tecido do hipocétilo, sendo eles T4 (1 mg.L™ de TDZ), T6 (1 mg.L de
TDZ + 4 mg.L* de ANA), T9 (2 mg.L" de TDZ + 4 mg.L "t de ANA) e T11 (3 mg.L™ de TDZ
+2 mg.L? de ANA), estatisticamente superiores ao tecido de origem do cotilédone. Os demais

tratamentos foram estatisticamente iguais entre si (Tabela 8).
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Tabela 8 - NUmero de brotacdes dos calos regenerados in vitro de Eucalyptus microcorys em
relacdo aos tecidos de origem e as combinagdes dos fito-reguladores na etapa de alongamento

de brotagdes aos 120 dias.

TDZ ANA

Tratamento (mg L) (mg.L) Cotilédone Hipocétilo

T1 0 0 0,00 (+0,00) Ca 0,00 (+0,00) Ca
T2 0 2 0,00 (x0,00) Ca 0,00 (+0,00) Ca
T3 0 4 34,0 (8,94) Ba 0,00 (+0,00) Ca
T4 1 0 110,0 (+11,27) Ab 253,30 (+4,88) Aa
T5 1 2 13,3 (+5,96) BCa 11,70 (+5,21 BCa
T6 1 4 120,0 (+16,59) Ab 214,00 (+11,91) Aa
T7 2 0 26,0 (+11,62) Ba 15,00 (+6,70) BCa
T8 2 2 0,00 (x0,00) Ca 0,00 (+0,00) Ca
T9 2 4 0,00 (+0,00) Cb 157,00 (+35,39) ABa
T10 3 0 0,00 (x0,00) Ca 26,30 (+7,11) BCa
T11 3 2 0,00 (+0,00) Cb 275,30 (x6,53) Aa
T12 3 4 52,0 (+11,63) Ba 50,30 (+13,17) BCa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maidscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Dados apresentados como: média * erro padréo.

Fonte: O Autor (2020).

Os explantes oriundos do tecido do hipocotilo foram os mais responsivos, apresentando
as maiores médias nos nimeros de brotacdes para E. microcorys por organogénese indireta,
mostrando uma resposta semelhante & de outros estudos encontrados na literatura (MITTAL;
SHARMA 2017; DHARMAPAL et al., 2017). Uma possivel causa para essa diferenciacao
tecidual, considerando que esses eventos podem variar de acordo com o geno6tipo da planta
(SALLA et al., 2018), esta relacionada a regulacdo de processos fisioldgicos que favorecem a
formacédo de novos tecidos, pois contém células com alta juvenilidade e competéncia celular
(HUANG; ZENG; LU, 2010; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014a; WENDLING;
TRUEMAN; XAVIER, 2014b; WENDLING; BROOKS; TRUEMAN, 2015), levando ao
aumento da producdo e desenvolvimento de o6rgdos (GUPTA; KARMAKAR, 2017).

Avaliando o nimero de brotos alongados (>1cm), ndo houve interacdo dos explantes
oriundos do cotilédone com os meios de inducdo calogénica, sendo todos estatisticamente
iguais. O hipocotilo apresentou diferenca entre os tratamentos, estando as maiores médias em

T4, T6 e T11, com, respectivamente 40, 35 e 50 brotos alongados (>1cm). Com excec¢éo ao T9,
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todos os demais tratamentos apresentaram as menores medias, sendo considerados
estatisticamente iguais entre si (Tabela 9).

No que diz respeito da interacéo entre os fatores concentracéo dos fito-reguladores sobre
a origem dos tecidos utilizados como explantes, pode-se notar diferenca estatistica em T4 (1
mg.L ™ de TDZ), T6 (1 mg.L ™t de TDZ + 4 mg.Lt de ANA) e T11 (3 mg.L ™t de TDZ + 2 mg.L
! de ANA), sendo os explantes oriundos do hipocdtilo estatisticamente superiores aos de origem

do cotilédone. Os demais tratamentos nédo diferiram (Tabela 9).

Tabela 9 - Namero de brotos alongados (>1cm) dos calos regenerados in vitro de Eucalyptus
microcorys em relacdo aos tecidos de origem e as combinacdes de fito-reguladores na etapa

de alongamento de brotacdes aos 120 dias.

Tratamento (ng[_)El) (n'?‘gl\_lf_‘l) Cotilédone Hipocotilo
Tl 0 0 0,00 (+£0,00) Aa 0,00 (+0,00) Da
T2 0 2 0,00 (+£0,00) Aa 0,00 (+£0,00) Da
T3 0 4 6,30 (x1,78) Aa 0,00 (+0,00) Da
T4 1 0 8,30 (+1,04) Ab 40,70 (+1,29) ABa
T5 1 2 1,30 (x0,59) Aa 2,30 (£1,04) Da
T6 1 4 7,30 (£2,39) Ab 35,00 (+2,69) ABa
T7 2 0 0,70 (20,29) Aa 1,60 (x0,74) Da
T8 2 2 0,00 (x£0,00) Aa 0,00 (+£0,00) Da
T9 2 4 0,00 (£0,00) Ab 24,00 (£5,42) BCa
T10 3 0 0,00 (x£0,00) Aa 3,00 (+0,68) Da
T11 3 2 0,00 (£0,00) Ab 50,00 (+1,86) Aa
T12 3 4 7,30 (+1,65) Aa 11,30 (£2,54) CDa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra minascula néo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Dados apresentados como: média % erro padrédo.

Fonte: O Autor (2020).

Assim como relatado na fase de regeneragdo de gemas, observou-se um aumento na
oxidacdo no meio de cultura proporcionalmente ao aumento de biomassa dos explantes,
principalmente quando os mesmos eram cortados ou fragmentados no momento dos subcultivos
(Figura 1H). A oxidagdo fendlica tem sido relatada como um problema associado a
micropropagacdo de espécies lenhosas, principalmente se tratando de espécies da familia
Myrtaceae, ocorrendo em E. cloeziana (OLIVEIRA et al., 2015); E. benthamii (BACCARIN et
al., 2015); E. dunnii (NAVROSKI et al., 2014); C. citriodora x C. torelliana e C. torelliana x
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C. citriodora (SOUZA et al., 2019). No presente estudo, os explantes foram mantidos cinco
dias no escuro apos cada subcultivo, a fim de minimizar a oxida¢do no meio e assim evitar a

morte dos explantes.

3.4. Enraizamento e aclimatizagdo

O enraizamento das microestacas de E. microcorys foram contabilizados apos 45 dias
da incubagdo pelo sistema de mini-estufim. De acordo com a ANOVA, houve diferengas
significativas (p<0,05) dos modelos de microtubetes com a porcentagem de enraizamento e

aclimatizacao das microestacas de E. microcorys (Tabela 10).

Tabela 10 - Resumo da anélise de variancia para o enraizamento (ENR) e a aclimatizacao
(ACL) de microestacas de Eucalyptus microcorys em relacdo aos modelos de microtubetes.

Quadrados médios

Causas da variagéo GL ENR ACL
Modelo dos microtubetes 6 0,0027* 0,0027*
Residuo 98 0,0004 0,0004

Média (%) - 32,38 32,38

CV (%) - 24,65 24,65

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * Valor significativo ao
nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados por [(n+0,5)/100]%%, onde n =
dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variag&o.

Fonte: O Autor (2020).

A fase de enraizamento € uma das mais dificeis na micropropagacdo de espécies
lenhosas e geralmente é realizado sob condicdes ex vitro (QUIALA et al., 2012; RABAIOLLI
et al., 2017). No entanto, modificagdes nos procedimentos de enraizamento permitiram obter
resultados em niveis adequados (BRONDANI et al., 2012b), em que varias combinacdes de
reguladores de crescimento de plantas podem ser eficazes na promocéo da sobrevivéncia e
enraizamento de plantas através da organogénese indireta (HAJARI et al., 2006; AGGARWAL,;
KUMAR; REDDY, 2010; MATSUNAGA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2017). As microestacas dispostas nos microtubetes 7, 6 e 4 apresentaram as maiores
porcentagens estatisticas de enraizamento, destacando-se o modelo 7 com o maior valor
absoluto, resultando em 73% de microestacas enraizadas. Os menores resultados foram
apresentados nos modelos 1 e 2 dos microtubetes, sendo ambos com o menor volume para

preenchimento de substrato (Tabela 11).



66

Tabela 11 - Valores medios (%) de enraizamento e aclimatizagdo de microestacas de

Eucalyptus microcorys em relacdo aos modelos de microtubetes.

Microtubetes Enraizamento Aclimatizacao
%

Modelo 1 0,0 (x0,00) d 0,0 (x0,00) d
Modelo 2 6,67 (£6,67) cd 6,67 (¥6,67) cd
Modelo 3 26,7 (x11,81) bc 26,7 (¥11,81) be
Modelo 4 40,0 (x13,33) ab 40,0 (x13,33) ab
Modelo 5 26,7 (x11,81) bc 26,7 (x11,81) bc
Modelo 6 46,7 (¥13,33) ab 46,7 (£13,33) ab
Modelo 7 73,3 (x11,81) a 73,3 (x11,81) a
CV (%) 24,65 24,65

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Dados apresentados como: média + erro padrdo. CV = coeficiente de variagao.
Fonte: O Autor (2020).

Os resultados demonstraram a importancia dos tipos dos microtubetes, notando-se
diferenca no enraizamento entre os modelos com 0 mesmo volume e com presenca e auséncia
das estrias. Outro fator que influenciou diretamente na porcentagem de enraizamento foi
decorrente do surgimento de microrganismos de natureza fungica nos tecidos vegetais. As
microestacas pertencentes aos modelos 1 e 2 resultaram nas menores médias de enraizamento
e consequentemente ao maior nimero dos ataques flngicos, sendo uma das possiveis causas a
maior proximidade das microestacas a umidade presente no fundo do mini-estufim, pelo fato
desse modelo apresentar a menor altura entre os demais modelos (Tabela 2).

Embora o enraizamento de microestacas possa ocorrer in vitro utilizando meio de
cultura, estudos relatam a eficiéncia dessa etapa quando a mesma ocorre em ambiente ex vitro
utilizando substrato, garantindo maior sucesso para a etapa de aclimatizacéo, além da vantagem
de ndo precisar utilizar fito-reguladores de crescimento (BRONDANI et al., 2012b;
BRONDANI et al., 2018), os quais podem ser eficazes na sobrevivéncia e no enraizamento de
microestacas por meio da organogénese indireta (AGGARWAL; KUMAR; REDDY, 2010;
MATSUNAGA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). O sistema de
mini-estufim foi adotado por meio das vantagens destacadas em trabalhos de aclimatizacédo de
mudas, principalmente, de Eucalyptus benthamii relatados por Brondani et al. (2012b) e

Baccarin et al. (2015) e Eucalyptus cloeziana por Oliveira et al. (2015).
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Apos a detecgdo do enraizamento, as microestacas foram transferidas para frascos de
vidro vedados com papel filme (Figura 1K), realizando-se aberturas a cada dois dias. A
aclimatizacdo ocorreu aos 20 dias, sendo observado comportamento similar da fase de
enraizamento com a fase de aclimatizagdo das microestacas, ndo havendo nenhuma perda entre
as etapas (Tabela 11).

Ap0s os 20 dias da aclimatizacdo, as mudas foram transferidas para viveiro em casa de
sombra. Os problemas relacionados as fases de enraizamento e aclimatizacdo de microestacas
advindos dos protocolos-padrdes da micropropagacdo podem ser solucionados com o uso dos
microtubetes. A principal diferenca do uso dos microtubetes comparado com o0s métodos
tradicionais de enraizamento e aclimatizacdo estd no aumento produtivo nessas duas etapas da
micropropagacdo. Os ganhos produtivos estdo relacionados ao (1) maior percentual de
pegamento das mudas transferidas das condic¢des in vitro para ex vitro, por ndo haver a
necessidade de remover as mudas enraizadas dos microtubetes para outro recipiente, garantindo
assim menor estresse causado nas raizes das microestacas, e (2) reduzir o tempo operacional ao
acondicionar as mudas ao recipiente final de producdo em viveiro, pois 0os microtubetes se
degradam ao longo do tempo.

Na Figura 4, pode-se observar o crescimento do sistema radicial da muda aclimatizada
de E. microcorys apds 60 dias em casa de sombra, demonstrando a importancia das estrias para
0s modelos dos microtubetes, as quais auxiliam tanto para o controle da umidade e aeracéo do
substrato, quanto para a expansao das raizes e a propria degradacao dos microtubetes durante a
etapa posterior a aclimatizacdo das mudas em viveiro.

Ao final da aclimatizacdo, péde-se concluir 0 sucesso no uso dos microtubetes com a
espécie florestal E. microcorys. O presente estudo teve como principal objetivo prescrever um
protocolo de propagacdo in vitro via organogénese indireta até a fase de aclimatizacdo das
mudas, ndo sendo avaliadas as caracteristicas de crescimentos em viveiro, como altura da parte
aérea, diametro do coleto, massa seca da parte aérea e radicial, sendo importantes outros estudos
a fim de verificar tais parametros de qualidade.

Por meio dos resultados do presente estudo, futuros projetos séo idealizados para o
processo de mecanizacdo de mudas propagadas in vitro utilizando os microtubetes como

ferramenta para otimizacdo da producéo em larga escala em biofébricas.
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Figura 4 - Sistema radicial de muda aclimatizada de Eucalyptus microcorys inserida em

microtubete (modelo 6) apds 60 dias em viveiro. Barra = 2cm.
| 4

Fonte: O Autor (2020).

Quanto ao tempo de cultivo in vitro, considerando a germinacéo (30 dias), as fases de
calogénese (60 dias), regeneracdo de gemas (120 dias), multiplicacdo e alongamento de
brotagdes (120 dias), enraizamento (45 dias) e aclimatizacdo das mudas (20 dias), o protocolo
proposto (395 dias) é recomendado como uma alternativa para a propagacdo da espécie E.

microcorys, podendo ser recomendada para inimeras aplicacdes no melhoramento florestal.

3.5. Analise histologica

Os cortes anatdmicos realizados na regido de insercdo da microestaca com as raizes
adventicias revelou a distribuicdo dos feixes vasculares formando um anel cilindrico ao redor
do caule (Figura 5A). A figura 5B elucida a conexdo vascular estabelecida entre a raiz
adventicia e o cdmbio do caule. Ressalta-se que, uma vez estabelecida essa conexdo, a planta
deixa de depender somente das reservas nutricionais da parte aérea e passa a ser suprida também

pelos elementos quimicos assimilados pela raiz.
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Figura 5 - Cortes anatbmicos das microestacas aclimatizadas de Eucalyptus microcorys. (A)

Caule demonstrando a organizacdo dos feixes vasculares. Barra = 100um; (B) Regido da

conexdo vascular estabelecida entre a raiz adventicia e o cAmbio do caule. Barra = 200um.

Pe = Periderme; F = Floema secundario; (seta) = Faixa cambial; X = Xilema secundario; M = Médula;
Ca = Cambio vascular; Ep = Epiderme; Ra = Raiz adventicia.
Fonte: O Autor (2020).

3.6. Diversidade genética

Para avaliar a diversidade genética foram utilizadas cinco mudas aclimatizadas
provenientes de explantes de plantulas in vitro de duas matrizes de E. microcorys. As amostras
dos individuos aclimatizados permitiram boa amplificacdo com os primers utilizados (Figura
6), com excecdo dos marcadores UBC 807 e UBC 901, os quais nao apresentaram amplificacao
para interpretacdo dos géis, sendo descartados das analises. Do total dos 16 primers utilizados,
14 resultaram na amplificagdo do DNA, apresentando marcadores com no maximo oito e no
minimo trés bandas, com média de cinco por primer. A frequéncia de cada banda e o valor de
PIC estdo apresentadas na Tabela 12.

Botstein et al. (1980) e Smith et al. (1997) sugeriram que os primers com valores de PIC
maiores que 0,5 indicam alto conteddo de informacédo, entre 0,5 a 0,25 indicam contetdo
moderado, enquanto valores menores que 0,25 com baixo conteudo de informacao genética,
indicando pouca capacidade de discriminar individuos. De acordo com este critério, para as
mudas propagadas via organogénese indireta de E. microcorys sdo recomendados 0s primers
UBC 835, UBC 848 e UBC 889, sendo esses considerados com conteddo moderado de

informagdo genética.
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Figura 6 - Perfil da eletroforese dos primers UBC 835 e UBC 848 em individuos resgatados

via organogénese indireta de Eucalyptus microcorys.

Primer UBC 835 Primer UBC 848
ML1M2 1 2 3 4 5 MLM2 1 2 3 4

L = Marcador Ladder 1Kb Plus; M1 = Matriz 1 de E. microcorys; M2 = Matriz 2 de E. microcorys; 1 a
5 = mudas aclimatizadas propagadas via organogénese indireta de E. microcorys.
Fonte: O Autor (2020).

Tabela 12 - Resultados de frequéncia para cada banda e contetdo de informacéo
polimérfica (PIC) avaliados dos marcadores ISSR em Eucalyptus microcorys propagados via

organogeénese indireta.

Primer Frequéncia de cada banda PIC
1 2 3 4 5 6 7 8

Becky 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
Chris 1,000 1,000 1,000 0,714 0,122
John 0,571 1,000 1,000 1,000 0,429 1,000 0,248
Manny 1,000 1,000 0,571 1,000 0,168
UBC 808 1,000 1,000 1,000 0,000
UBC 810 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
UBC 813 1,000 1,000 1,000 0,571 1,000 1,000 0,112
UBC 814 1,000 1,000 0,429 1,000 1,000 0,714 1,000 1,000 0,218
UBC 827 0,714 1,000 1,000 0,714 1,000 0,196
UBC 835 1,000 0,571 1,000 0,286 1,000 0,571 0,378
UBC 848 0,286 0,857 1,000 0,286 0,714 1,000 0,429 1,000 0,371
UBC 880 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
UBC 889 0,857 0,143 1,000 1,000 0,311
UBC 898 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000

Fonte: O Autor (2020).
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O fato das mudas do presente estudo serem materiais propagados por tecidos de plantula
de sementes germinadas in vitro implica na ocorréncia de variabilidade genética entre os
individuos. Por meio da analise de agrupamento, utilizando a distancia genética de Jaccard,
observa-se a separagdo dos individuos propagados via organogénese indireta pelas matrizes de
origem, formando dois grandes grupos. Os individuos propagados apresentaram caracteristicas
genéticas mais proximas as da matriz 2, e dentro do subgrupo foi possivel observar que os
individuos R3 e R4 sdo muito aparentados, ndo ocorrendo diferenca nos locos avaliados,

apresentando alta similaridade genética (Figura 7).

Figura 7 - Dendrograma com os resultados baseados na distancia genética entre os individuos

de Eucalyptus microcorys propagados via organogénese indireta.

M1

M2

0,83 0,87 0,91 0.96 1,00
Distancia Genética

M1 = Matriz 1 de E. microcorys; M2 = Matriz 2 de E. microcorys; 1 a 5 = mudas aclimatizadas
propagadas via organogénese indireta de E. microcorys.
Fonte: O Autor (2020).

O percentual de polimorfismo observado nos individuos propagados de E. microcorys
foi de 25,33%. Sob um ponto de vista bioldgico, esses resultados indicam baixo polimorfismo,
sendo o mesmo observado a partir dos valores PIC da maioria dos primers, revelando baixa
diversidade genética (Tabela 12). Também pdde-se verificar baixos niveis de diversidade nos
demais indices decorrentes dos parametros estatisticos analisados, sendo esses justificados pelo
namero total de alelos (1,25+0,05), nimero efetivo de alelos (1,18+0,04), heterozigosidade

esperada de acordo com o Equilibrio de Hardy-Weimberg (0,10+0,02) e indice de Shanon
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(0,15£0,03). Esse fato, provavelmente, pode ser justificado pelo baixo nimero amostral
realizado e/ou a capacidade de hibridizacdo da espécie E. microcorys, a qual apresenta como
Unica espécie do subgénero Alveolata (BROOKER, 2000; STEANE et al., 2011). Assim, a
baixa diversidade genética associada a restricdo de hibridacdo justifica a falta de estudos

genéticos com a espécie, bem como seu uso incipiente em programas de melhoramento.

4. CONCLUSOES

A competéncia dos tecidos e as concentracdes dos fito-reguladores de crescimento
foram efetivas a formacéo de calos, destacando-se as suplementagdes no meio de cultura em
T4 (1 mg.LYde TDZ), T7 (2 mg.L  de TDZ) e T10 (3 mg.L de TDZ).

A fase de multiplicacdo de gemas (1 mg.L™* de BAP e 0,05 mg.L* de ANA), e a fase de
alongamento de brotacdes (0,05 mg.L™ de BAP + 1 mg.L de ANA) apresentaram os melhores
resultados nos explantes oriundos do tecido do hipocotilo.

O uso dos microtubetes dos modelos M4 (volume = 2,60 cm3), M6 (volume = 5,30 cm?3)
e M7 (volume = 4,90 cm3) destacaram-se na fase de enraizamento e aclimatizacdo das
microestacas, formando raizes adventicias normais e de conexao direta com o cAmbio vascular.

Por meio dos testes da diversidade genética utilizando marcadores ISSR, detectou-se
baixa variabilidade das microestacas aclimatizadas.

As melhores respostas para a producéo de microplantas pelo protocolo de organogénese
indireta foram observadas nos explantes de origem do hipocotilo, cultivados em T4 (1 mg.L™*
de TDZ), T6 (1 mg.L* de TDZ + 4 mg.L* de ANA) ou T11 (3 mg.L de TDZ + 2 mg.L* de
ANA).
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CAPITULO 3:
AVALIACAO DA PROTEINA TOTAL, PEROXIDASE E PXRF PARA A
DETERMINACAO DO REJUVENESCIMENTO E/OU REVIGORAMENTO DE
TECIDOS DE Eucalyptus microcorys

RESUMO

O presente estudo teve por objetivo investigar possiveis indicativos do rejuvenescimento e/ou
revigoramento em diferentes materiais propagados de Eucalyptus microcorys por meio dos
testes de proteina total, peroxidase e pelo pXRF. Primeiramente, foram avaliadas sete técnicas
de producdo de mudas para a espécie E. microcorys, sendo elas: estaquia, alporquia, enxertia,
micropropagacdo com brotacbes do ano, micropropagacdo com brotacBes epicdrmicas,
micropropagacao via organogénese indireta e via seminal. Apds analise inicial dos resultados,
verificou-se que as técnicas de estaquia, alporquia e micropropagacdao com brotacfes do ano,
ndo apresentaram potencial para a propagacdo dos materiais, ocorrendo 100% de mortalidade.
A propagacdo via seminal, via enxertia, via micropropagacao com brotacfes epicormicas e via
organogeénese indireta resultaram na emissdo de novas brotacdes, apresentando materiais de boa
qualidade. A partir esses materiais foram realizadas as andlises de proteina total, peroxidase e
avaliacdo nutricional pelo pXRF, a fim de investigar possiveis indicativos do rejuvenescimento
e/ou revigoramento dos materiais. Por meio dos métodos testados foi possivel verificar que 0s
individuos propagados via enxertia apresentaram resultados diferenciados com as demais
técnicas de propagacdo, mas seu comportamento possivelmente ndo condiz com o maior
rejuvenescimento e/ou revigoramento dos tecidos. O teste de proteinas totais
(TCA/Acetona/Fenol) proporcionou um grande nimero de bandas no gel SDS descontinuo,
destacando-se as amostras obtidas pela enxertia dentre as demais técnicas de propagacdo, as
quais resultaram em duas bandas em regides distintas. A maior atividade enzimatica do teste de
peroxidase foi observada na amostra via micropropagacdo por brotos epicormicos,
demonstrando um indicativo do rejuvenescimento de tecidos. Com relacdo as leituras das
concentragdes nutricionais pelo equipamento pXRF, foi detectada uma amplitude nas
concentragcdes dos elementos, sendo as melhores respostas para a distingdo dos materiais
propagados de E. microcorys verificadas em K, Ca, Zn, Fe, Mn, Si. Dentre o0s testes realizados
para investigacdo de possiveis indicativos do rejuvenescimento e/ou revigoramento de tecidos
de E. microcorys, a atividade de peroxidase proporcionou as melhores respostas associadas a
tais eventos. Novos estudos sdo recomendados a fim de buscar outros métodos que apresentem
similaridades com as respostas ao enraizamento em espécies florestais e assim otimizar o
resgate e clonagem de plantas com distintos estagios ontogenéticos.

Palavras-chave: Resgate ndo-destrutivo. Enxertia. Micropropagacdo. Proteina total.
Peroxidase. pXRF.
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EVALUATION OF TOTAL PROTEIN, PEROXIDASE AND PXRF TO DETERMINE
REJUVENATION AND/OR REINVIGORATION OF Eucalyptus microcorys TISSUES

The present study investigated possible indications of rejuvenation and/or reinvigoration in
different materials propagated from Eucalyptus microcorys by analysing total protein,
peroxidase and nutritional evaluation by pXRF equipament. First, seven propagation techniques
for E. microcorys were evaluated, namely: cuttings, layering, grafting, micropropagation with
buds of the year, micropropagation with epicormic buds, micropropagation via indirect
organogenesis and seminal propagation. After initial analysis, it was found that cutting, layering
and micropropagation techniques with shoots of the year were not suitable, resulting in 100%
mortality. The propagation through seminal and grafting technique, micropropagation with
epicormic shoots and via indirect organogenesis resulted in the emission of new shoots,
presenting adequate tissues. From the propagated materials, analysis of total protein, peroxidase
and nutritional evaluation by pXRF were carried out, in order to investigate possible indications
of the rejuvenation and/or reinvigoration of tissues. Through the tested methods, it was verified
that the individuals that propagated via grafting presented different results with the other
propagation techniques, but their behaviour may not match the greater rejuvenation and/or
reinvigoration of tissues. The total protein test (TCA/Acetone/Phenol) provided a large number
of bands in the discontinuous SDS gel, highlighting the samples obtained by grafting, resulting
in two distinct regions. The highest enzymatic activity of the peroxidase test was observed in
the sample via micropropagation by epicormic shoots, demonstrating an indication of tissue
rejuvenation. Regarding the readings of the nutritional concentrations by the pXRF, an
amplitude in the concentrations of the elements was detected, while the best responses for the
distinction of the propagated materials of E. microcorys were verified in K, Ca, Zn, Fe, Mn, Si.
Among the tests performed to investigate possible indications of rejuvenation and/or
reinvigoration of E. microcorys tissues, the peroxidase activity provided the best responses.
Further studies are recommended in order to uncover new methods that have similarities with
the responses to rooting in forest species and thus optimize the rescue in materials with different
ontogenetic stages.

Keywords: Non-destructive rescue. Grafting. Micropropagation. Total protein. Peroxidase.
pXRF.
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1. INTRODUCAO

A maioria das espécies lenhosas apresentam mudancas morfologicas, fisioldgicas e
bioguimicas durante a transicdo da fase juvenil para a adulta, sendo um dos maiores desafios
para a propagacao clonal o envelhecimento ontogenético dos tecidos, os quais possuem relagéo
direta com a capacidade de enraizamento dos propagulos (SCHUCH et al.,, 2008;
SCHWAMBACH et al., 2008; HARTMANN et al., 2011; XAVIER; WENDLING; SILVA,
2013; BELLINI; PACURAR; PERRONE, 2014). Isto gera problemas na propagacgao porque,
muitas vezes, as caracteristicas desejadas de uma planta matriz sdo expressas depois da
maturidade (HARTMANN et al., 2011).

Contudo, as caracteristicas relacionadas a maturacdo dos tecidos vegetais podem ser
estaveis e reversiveis, podendo variar em funcdo do nivel de juvenilidade dos materiais. O
rejuvenescimento consiste em reverter plantas ou parte delas de um estado maduro para um
estado juvenil (WENDLING; XAVIER, 2005), enquanto o revigoramento consiste na aplicacdo
de técnicas que visem retornar a planta para um estado de alto vigor fisiolégico (WENDLING;
XAVIER, 2001). Assim, diferentes técnicas sdo empregadas em espécies lenhosas para induzir
0 crescimento de brotos juvenis e aumentar a producdo de propagulos com maior potencial de
enraizamento. Dentre os métodos utilizados para resgatar o rejuvenescimento dos tecidos, ou
mesmo levar a respostas mais proximas possiveis de materiais propagados via sementes,
incluem a enxertia, miniestaquia e a micropropagacéo (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013),
0 anelamento ou o uso do fogo na base do caule da arvore, o uso de galhos podados para a
inducdo de brotacbes (WENDLING et al., 2013; BACCARIN et al., 2015) e a miniestaquia e
enxertia seriadas (WENDLING; XAVIER, 2005).

No Brasil € raro encontrarmos testes de progénies e procedéncias de espécies florestais
com idade avancada de plantio. Na cidade de Lavras, estado de Minas Gerais, encontra-se um
dos poucos plantios experimentais de espécies do género Eucalyptus e Corymbia, sendo este
implantado no ano de 1974 e mantido até os dias atuais pela Universidade Federal de Lavras
(UFLA) (MOURA et al., 1980). Dentre as espécies desse povoamento o Eucalyptus microcorys
F. Muell destaca-se entre as demais, apresentando matrizes com excelentes caracteristicas
morfoldgicas de crescimento.

Com o uso de ferramentas apropriadas ao estudo do rejuvenescimento e revigoramento
de tecidos vegetais, € possivel analisar como as técnicas de propagacdo agem nas rotas

metabolicas e nutricionais como facilitadores ao resgate do material de interesse, verificando a
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aptiddo dos propéagulos ao enraizamento adventicio. Dessa forma, o presente estudo teve a
seguinte pergunta de pesquisa: E possivel investigar a ocorréncia do rejuvenescimento e/ou
revigoramento em materiais propagados de origem adulta de E. microcorys por meio dos testes
de proteinas totais, peroxidase e pXRF?

Uma predicdo mais assertiva sobre as mudancas bioquimicas que induzem o
enraizamento adventicio pode ser alcancada por meio da analise de expressdo de proteinas
totais, principalmente quando comparados com materiais de diferentes idades ontogenéticas
(AHSAN et al., 2007; AHSAN; RENAUT; KOMATSU, 2009; RENAUT; KOMATSU, 2009;
AGRAWAL et al., 2012). O estudo em nivel de proteinas permite ampla percepg¢éo sobre as
interacdes funcionais de diferentes rotas metabdlicas (COX; MANN 2007). Assim, analises
como a eletroforese de proteinas totais permite entender melhor as respostas celulares das
plantas aos estimulos ocasionados ao enraizamento adventicio. Dentre as metodologias
dispostas na literatura, 0 método baseado na associacdo do acido tricloroacético (TCA) com
acetona possibilita uma extracdo rapida, com baixo custo, alto rendimento e producéo de extrato
protéico com alta qualidade, apresentando resultados satisfatorios em materiais advindos de
espécies lenhosas (AHSAN; RENAUT; KOMATSU, 2009; KOSOVA et al., 2011).

Em rotas mais especificas durante a fase de enraizamento, temos um significativo
aumento na atividade das peroxidases, as quais sdo enzimas envolvidas no metabolismo de
compostos fendlicos pela presenca de peroxido de hidrogénio (H20>), atuando no processo de
regulacdo na formacdo de raizes (GASPAR et al.,1992; PASSARDI; PENEL; DUNAND,
2004; SCHWAMBACH et al., 2008). Estudos apontam que as diferengas do acimulo entre 0s
radicais superdxido e o peroxido de hidrogénio afetam significativamente o crescimento e
diferenciacio das raizes (ZANOL et al., 1997; DUNAND; CREVECOEUR; PENEL, 2007),
sendo relatados na propagacdo de Cucumis sativus e Vigna radiata (LI et al., 2007, 2009), em
Ebenus cretica L. (SYROS et al., 2004), em estacas semi-lenhosas de Olea europaea L.
(SEBASTIANI; TOGNETTI, 2004) e em miniestacas de Eucalyptus grandis x E. urophylla
(BOAVA et al., 2010; GOULART; XAVIER; DIAS, 2010; PRADO et al., 2014).

Embora seja reconhecida a importancia dos nutrientes no processo de enraizamento
adventicio, estes ainda sdo relativamente pouco estudados em funcdo da dificuldade em
determinar e esclarecer o papel dos mesmos durante a rizogénese, devido a complexidade
bioquimica e fisioldgica envolvida no processo (CUNHA et al., 2009a, b; BRONDANI et al.,
2014). Uma das formas de verificar esses elementos em materiais vegetais € por meio dos

analisadores portateis de fluorescéncia de raios-X (pXRF), 0s quais sdo capazes de quantificar
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ou qualificar praticamente qualquer elemento de forma rapida e ndo destrutiva, diretamente no
campo ou no laboratério (MCGLADDERY et al., 2018; PEARSON et al., 2017). Cada
elemento tem uma assinatura espectral caracteristica e a intensidade da energia é proporcional
a concentracdo do elemento no material, portanto, o valor caracteristico da energia é usado para
identificacdo do elemento e a intensidade da fluorescéncia permite a quantificacdo
(WEINDORF; BAKR; ZHU, 2014). Na literatura alguns estudos relatam previmente a
aplicacdo do pXRF na avaliacdo de teor de nutrientes em materiais vegetais (MCLAREN;
GUPPY; TIGHE, 2012; PALTRIDGE et al., 2012a, b; TOWETT; SHEPHERD; LEE DRAKE,
2016; SACRISTAN; ROSSEL; RECATALA, 2016; MCGLADDERY et al., 2018).

A partir do exposto, o presente estudo teve por objetivo investigar possiveis indicativos
do rejuvenescimento e/ou revigoramento de tecidos de E. microcorys propagados por meio da
producdo de mudas por sementes, por enxertia, por micropropagacdo e por organogénese
indireta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacéo geral

Os experimentos foram conduzidos no Viveiro Florestal, no Laboratorio de Cultivo In
vitro de Espécies Florestais, situados no Departamento de Ciéncias Florestais e no Laboratorio
de Cultura de Tecidos de Plantas Medicinais, situado no Departamento de Agricultura. A
analise de proteinas totais foi realizada no Laboratorio de Sementes Florestais, situado no
Departamento de Ciéncias Florestais, a analise de peroxidase no Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia Molecular de Plantas, situado no Departamento de Fisiologia Vegetal, e a anélise
com o equipamento pXRF no Departamento de Solos. Todos os laboratérios sdo pertencentes
a Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG.

2.2. Origem do material vegetal

Os materiais de estudo foram provenientes de individuos adultos de E. microcorys
localizados em um povoamento implantado no ano de 1974 contendo diferentes procedéncias
de Eucalyptus e Corymbia, no Viveiro Florestal da Universidade Federal de Lavras (21°22°75”
S, 44°96°98” W), municipio de Lavras-MG.
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2.3. Técnicas de propagacao

Sete técnicas de propagacao, de carater nao-destrutivo, foram realizadas para a espécie
E. microcorys, sendo elas: estaquia, alporquia, enxertia, micropropagacdo com brotacfes do
ano, micropropagacao com brotagdes epicormicas, micropropagacao via organogénese indireta

e via seminal (Figura 1).

2.3.1. Estaquia

Estacas de brotacdes laterais do ano foram coletadas, apresentando tamanho médio de
3 ¢cm com um par de folhas reduzidas pela metade, as quais receberam aplicacdo de AIB (1
mg.mL™) na base da estaca por 15 segundos. As estacas foram conduzidas em tubetes de 120
cm? contendo vermiculita e material orgénico (1:1, v/v) acondicionados em casa de vegetacao
climatizada, com umidade relativa do ar e temperatura controlados (UR>80%; temperatura
entre 20 e 35°C) e sistema de nebulizacdo intermitente com bicos de alta presséo e baixa vazéo,
controlados automaticamente por umidostato. Apds 90 dias em casa de vegetagdo, foram

avaliadas a sobrevivéncia e enraizamento das estacas.

2.3.2. Alporquia

Os alporques foram realizados diretamente nas matrizes do povoamento, utilizando
ramos lenhosos do Gltimo periodo vegetativo medindo de 1 a 2 cm de didametro. A casca de
cada ramo foi removida pela metade com o auxilio de um canivete, formando um semi-anel
com aproximadamente 1,0 a 1,5 cm de largura. Posteriomente, os ramos foram cobertos com
substrato contendo vermiculita e material organico (1:1, v/v), vedados com plastico
transparente com dimens6es de 10x20 cm. As extremidades foram amarradas ao ramo e o
substrato mantido imido. Apos 150 dias, foram avaliadas a sobrevivéncia e enraizamento dos

alporques.

2.3.3. Enxertia

Mudas de origem seminal das matrizes foram utilizadas como porta-enxerto, sendo

essas produzidas em tubetes de 110 cm3, com idade de 120 dias mantidas em casa de sombra.
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Os enxertos foram obtidos por meio da coleta de brotagdes do ano das matrizes do povoamento.
A enxertia realizada foi do tipo fenda cheia, com auxilio de uma tesoura alicate de enxertia,
realizando a unido dos tecidos com fita de Micropore (2 mm de largura). As mudas enxertadas
foram acondicionadas em casa de vegetacdo climatizada, com umidade relativa do ar e
temperatura controlados (UR>80%; temperatura entre 20 e 35°C) e sistema de nebulizagéo
intermitente com bicos de alta pressdo e baixa vazdo, controlados automaticamente por
umidostato. Apos 45 dias as mudas enxertadas foram avaliadas quanto ao pegamento dos

tecidos e emissdo de novas brotagdes.

2.3.4. Micropropagacado com brotagdes do ano

As coletas dos materiais ocorreram diretamente nas matrizes, tendo como padréo
explantes de segmentos nodais coletados da por¢do mediana das brotaces epicormicas, com
tamanho entre 1,0 a 1,5 cm de comprimento, contendo gemas axilares e com as folhas
removidas. Os explantes passaram pelo processo de assepsia por 10 minutos em agua corrente,
seguidos por 5 minutos imersos em hipoclorito de s6dio (NaOCI) a 50% (&gua:hipoclorito, v/v,
2,0-2,5% de cloro ativo), sendo ao final desse processo, conduzidos em camara de fluxo laminar
lavados por trés vezes com agua deionizada e autoclavada (triplice lavagem). Posteriormente,
os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (2x15 c¢cm) contendo 12 mL do meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com auséncia de fito-reguladores (Tabela A —
Anexos), sendo mantidos em sala de crescimento. O estabelecimento e contaminacdo dos

explantes foram avaliados ap6s 30 dias de inoculagdo in vitro.
2.3.5. Micropropagacao com brotagdes epicormicas e via organogénese indireta

Os materiais obtidos pela técnica de micropropagagdo com brotacdes epicormicas e pela
micropropagacao via organogénese indireta foram os mesmos descritos pelas metodologias
presentes nos capitulos 1 e 2 da presente tese.

2.3.6. Propagacéo via seminal

Sementes das matrizes de E. microcorys foram coletadas para a semeadura em tubetes

com capacidade para 110 cm?, acondicionados em bandejas de polipropileno dispostas em
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canteiros suspensos a 80 cm do solo em casa de sombra coberta com tela permitindo passagem
de 50% da luminosidade. A irrigacdo foi por aspersao com sistema automatico, sendo irrigadas
quatro vezes ao dia (duas na parte da manhd e duas na parte da tarde), e cessada em dias
chuvosos. As mudas permaneceram na casa de sombra durante 30 dias seguidas em area de
pleno sol por 120 dias até a rustificacdo. O raleio foi realizado com auxilio de tesoura apds 60
dias da semeadura, deixando uma muda por recipiente, sendo essa a mais centralizada no tubete

e com melhor crescimento da parte aérea.

2.4. Andlises para investigacdo do rejuvenescimento e revigoramento

A partir dos materiais propagados foram realizadas as andlises de proteina total,
peroxidase e avaliacdo pelo pXRF, a fim de investigar possiveis indicativos do
rejuvenescimento e/ou revigoramento dos materiais. Com excessao da arvore matriz, 0os demais
materiais propagados foram transferidos para estrutura em sistema semi-hidrop6nico tipo

“canaletdo”, a fim de padronizar o ambiente para as analises realizadas.

2.4.1. Extracao de proteina total - TCA/Acetona/Fenol

Folhas foram utilizadas como material de analise de cada fonte distinta de propagacéo
da espécie E. microcorys, sendo realizadas duas repeticdes de cada. As folhas foram maceradas
em almofariz com pistilo, usando nitrogénio liquido. Foram utilizados 200 mg de macerado
para 1,5 mL 10% TCA em acetona. Para cada etapa as amostras foram centrifugadas por 3
minutos a 4°C (14000 rpm), sendo o sobrenadante descartado. As etapas consistiram na adi¢cdo
de 1,5 mL de metanol 80% contendo 0,1M de acetato de amonio e posteriormente 1,5 mL de
acetona 80%. Deixou-se 0 pelete secar em estufa 50°C por 10 minutos, sendo adicionado 0,5
mL de fenol (pH 8,0) e 0,5mL de tampéo SDS (30% de sacarose, 2%SDS, 0,1 Tris-HCI pH 8,0,
5% 2-B-mercaptoetanol). Homogeneizou e incubou as amostras por 5 minutos, sendo
centrifugadas na sequéncia. Os sobrenadantes foram transferidos para novos recipientes,
adicionando 1,5 mL de metanol com 0,1M de acetato de amdnia e foram incubadas a -20°C por
10 minutos. Posteriormente os peletes foram formados, sendo esses lavados com metanol 100%
e acetona 80%. O pelete foi dissolvido em tampao de uréia.

Uma aliquota de cada amostra foi utilizada para quantificacdo pelo método de Bradford
(1976). Amostras de 50 pL foram aplicadas em canaletas, em gel SDS descontinuo
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(concentrador a 6,0% e o separador a 7,5% de acrilamida), em duas repeti¢des técnicas. O
conjunto foi imerso em tampéo de corrida SDS 1X (solucdo de tris base 0,052 M, glicina
0,053M e SDS 0,0035M), no qual foi aplicada uma corrente de 150V por 7 horas. O gel foi
corado com Comassie Blue 1% (solucdo de &cido acético 10% e etanol 50%) por 24 horas,
sendo posteriormente descolorido com solugdo de acido acético 10% e etanol 5%, por 5 horas.
As imagens foram comparadas com o padrdo do marcador (Kaleidoscope® Precision Plus

Protein Standards) e digitalizadas usando um escaner (Imagescanner - Amersham Biosciences).

2.4.2. Peroxidase

Folhas foram utilizadas como material de analise de cada fonte distinta de propagacéo
da espécie E. microcorys, sendo realizadas cinco repeti¢cGes de cada. Macerou-se 200 mg de
material fresco em nitrogénio liquido com 50% de PVVPP. Ap6s maceragdo, foram adicionados
1,5 mL de tampao de extracdo (solucdo aquosa de fosfato de potassio 400 mM, pH 7,8; EDTA
10 mM; &cido ascorbico 200 mM; e agua). Os tubos contendo a mistura foram agitados em
centrifuga (8500 rpm, temperatura de 4°C, por 10 minutos) e foram coletados os sobrenadantes,
sendo mantidos em geladeira por 24 horas. Para quantificagdo da atividade de peroxidase foi
utilizada a metodologia proposta por Nakano e Asada (1981) com modificaces de Garcia-
Limones et al. (2002). As amostras foram distribuidas em placa Elisa visivel, sendo pipetados
16 pL da amostra, em triplicatas. Adicionou-se 154 pL do mix de reagéo (solucdo aquosa de
fosfato de potassio 200 mM, pH 6,5; Guaiacol 200 mM; e agua). Antes da leitura foram
adicionados 30 pL de H20> (0,35%). A atividade de peroxidase foi realizada com auxilio do
equipamento de espectrofotdmetro com leitor de microplacas Epoch da Biotek, configurado
para leituras a 470 nm. O equipamento foi conectado a um computador, sendo utilizado o
software Gen5 para coleta das leituras. Realizou-se 60 leituras em intervalos de 1 minuto,
totalizando 60 minutos para coleta da atividade de peroxidase das amostras.

Os dados da atividade de peroxidase foram submetidos ao teste de Hartley (p>0,05) e
Shapiro-Wilk (p>0,05), a fim de verificar a homogeneidade de variancia entre os tratamentos e
a distribuicdo normal dos dados, respectivamente. Os dados foram transformados conforme a
necessidade por meio do teste Box-Cox. Em seguida, foi realizada analise de variancia
(ANOVA, p<0,05). De acordo com a significancia da ANOVA, os dados foram comparados
pelo teste de Tukey (p<0,05). Foi utilizado para a anélise estatistica dos dados o software
estatistico R verséo 3.5.2, pacote ExpDes (R Core Team, 2018).
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2.4.3. Avaliagéo de nutrientes via pXRF

A leitura das amostras pelo equipamento pXRF foi realizada por meio do escaneamento
de um conjunto de cinco folhas para cada material de estudo de E. microcorys. Antes da
digitalizacéo, o instrumento foi aquecido por 30 minutos e as amostras foliares foram dobradas
ao meio (£ 2 cm de espessura), sendo presas nas extremidades com auxilio de elasticos. A
digitalizacdo de cada amostra foi realizada com um espectrémetro DP-6000 (Olympus,
Waltham, MA) pXRF, configurado no Modo Solo do equipamento (WEINDORF;
CHAKRABORTY, 2016). As amostras foram dispostas em raios-X operado a 10-40 keV com
uma sequéncia de trés feixes por leitura, com duracgéo de 30 segundos, de modo que uma leitura
completa totalizasse 90 segundos. Cada tratamento foi realizado em duplicata sendo computada
ao final a média de cada individuo. Para validar o desempenho do instrumento, foram utilizados
materiais de referéncia certificados pelo Instituto Nacional de PadrGes e Tecnologia (NIST),
para estabelecer o fator de correcdo para cada elemento aplicados ao conjunto de dados (KOCH
etal., 2017).

A tabela 1 apresenta as concentragbes de macro e micronutrientes considerados
adequados, elevados, baixos e deficientes para brotagcbes de Eucalyptus em condi¢do de
minijardim clonal, segundo recomendacdes de Higashi, Silveira e Gongalves (2004), sendo
utilizados esses valores como referéncia para discutir as leituras realizadas pelo equipamento
PXRF.

Tabela 1 - Teores de macro e micronutrientes considerados adequados, acima e abaixo dos

adequados e deficientes para brotacdes de Eucalyptus cultivados em condi¢do de minijardim

clonal.
T Nutrientes
eor P K Ca Mg S Zn Cu Fe Mn
nutricional
0.kg? mg.kg™
Alto >4 >30 >7 >4 >25 >60 >15 >220 >500

Adequado  2,5-4 15-30 5-7 2-3 2-25 30-60 8-15 100-220 250-500

Baixo 15-25 10-15 35 1-2 1.3-2 20-30 5-8  75-100  150-250

Deficiente <15 <10 <3 <1 <13 <20 <5 <75 <150
Fonte: Higashi, Silveira e Gongalves (2004).
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Figura 1 — Fluxograma das técnicas de propagacdao utilizadas na espécie Eucalyptus microcorys.
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PLANTA MATRIZ

ESTAQUIA

- Estacas de brotagbes
laterais
- Padrio: 3cm, folhas
reduzidas a metade

Sub. Comercial (1:1)

de vegetagio

- ATB por 15 (1mg.mL)
- Substrato: Vermiculita +

- Duragio: 90 dias em casa

it#

ALPORQUIA

- Galhos diretamente na
matnz
-Didmetro: 122 cm

- Substrato: Vermiculita +

Sub. Comercial (1:1)

- Duragiio: 150 dias em

campo

i

ENXERTIA

- Porta-enxerto:
mudas via seminal
- Enxerto:
Brotagdes do ano
- Garfagem: fenda cheia
- Duragio: 45 dias em casa
de vegetagio

MICROPROPAGACAO
(Brotacdes do ano)

- Brotagdes coletadas
diretamente da matriz
-Explante: 1,02 1,5 cm,
contendo gemas axilares
com remog3o das folhas
- Meio de cultura: MS
- Durag3o: 490 dias para
realizagfo do protocolo de
regaste em laboratério

MICROPROPAGACAO
(Brotacbes epicdrmicas)

- Brotos epicérmicos de
galhos mantidos em casa de
vegetagdo por 45 dias
-Explante: 1,0a 1.5 cm,
contendo gemas axilares
com remogio das folhas
- Duragdo: 490 dias para
realizagdo do protocolo até o
regaste ex vitro

MICROPROPAGACAO

(Organogénese Indireta)

- Germinagio in vitro
- Explante: segmento de
hipocétilo de 0,5 em
- Duragio: 395 dias para
realizagio do protocolo até o
regaste ex vitro

L
VIA SEMINAL

- Semeadura manual
- Recipientes:
tubetes 110cm?
- Substrato: Vermiculita +
Sub. Comercial (1:1)
- DuragZo: 20 dias em casa
de sombra + 120 dias em
pleno sol

Fonte: O Autor (2020).




89

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s a analise inicial dos resultados, verificou-se que as técnicas de alporquia, estaquia
e micropropagacdo com brotacdes do ano, ndo apresentaram potencial para o resgate dos
materiais, ocorrendo 100% de perda. A propagacdo via seminal, via enxertia, via
micropropagacdo com brotacGes epicormicas e via organogénese indireta apresentaram
respostas positivas quanto a emissdo de novas brotagdes, resultando em materiais com boa
qualidade (Figura 2).

A partir dos materiais propagados foram realizadas as analises de proteinas totais,
peroxidase e avaliacdo de nutrientes pelo pXRF, a fim de investigar possiveis indicativos do
rejuvenescimento e/ou revigoramento dos materiais. Para realizacdo dos testes, foram utilizados
tecidos de origem foliar dos individuos de E. microcorys: (1) planta matriz; (2) via seminal; (3)
via enxertia; (4) via micropropagacao por brotacdes epicérmicas; (5) via micropropagacao por
organogeénese indireta; (6) explantes in vitro da micropropagacéo por brotacdes epicormicas; e
(7) explantes in vitro da micropropagacao por organogénese indireta.

Com excessdo da arvore matriz e dos materiais in vitro, os demais individuos
propagados foram transferidos para estrutura em sistema semi-hidropdnico tipo “canaletao”, a

fim de padronizar o0 ambiente e assim evitar esse fator para as analises realizadas.

3.1. Proteina total - TCA/Acetona/Fenol

Por meio da imagem do gel (Figura 3) foi possivel observar uma padronizacdo da
maioria das proteinas extraidas com o método TCA/Acetona/Fenol nas diferentes técnicas de
propagacdo em E. microcorys. A separacdo das proteinas por peso molecular foi eficiente,
formando grande nimero de bandas entre as faixas de 100 a 25 kD (Figura 3).

De forma geral, observou um maior nimero de bandas entre as regides de 75 a 37 kD
em todas as técnicas de propagacdo de E. microcroys, sendo possivel observar no resgate via
enxertia duas regides distintas dentre as demais, estando uma delas entre 100 a 75 kD e a outra
entre 37 a 25 kD (Figura 3).
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Figura 2 — Detalhe das técnicas de propagacéo adotadas nos individuos adultos de Eucalyptus
microcorys, sendo: (A) Padrdo do material utilizado para a técnica de estaquia e (B) Falha no
resgate, indicando morte das estacas ap06s 90 dias em casa de vegetacdo (Barra = 3 cm); (C)
Padrao dos alporques utilizados nos galhos das matrizes e (D) Falha no resgate, indicando
seca e morte dos galhos apds 150 dias em campo (Barra = 6 cm); (E) Padréo de explantes
utilizados para o cultivo in vitro e (F) Falha no resgate, indicando explante contaminado apds
30 dias in vitro (Barra = 1 cm); (G) Sucesso na técnica de propagacao via enxertia, indicando
novas brotagdes no enxerto (Barra = 6 cm); (H) Padrdo dos brotos epicormicos utilizados
como explantes para técnica de micropropagacao (Barra = 2 cm); (1) Explante oriundo de
brotos epicormicos cultivados in vitro durante a fase de multiplicacdo de gemas (Barra =1
cm); (J) Calos regenerados via organogénese indireta oriundos do tecido do hipocétilo de
plantulas in vitro (Barra = 1 cm); (K) Padrdo das plantas aclimatizadas via micropropagagéo
(brotacdes epicdrmicas) e via organogénese indireta, apds 490 e 395 dias sob cultivo in vitro

(Barra =1 cm); (L) Producdo de mudas via sementes ap6s 150 dias da germinacao.
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Fonte: O Autor (2020).
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Figura 3 - Perfil da eletroforese de proteinas totais pelo método TCA/Acetona/Fenol em
amostras foliares obtidas por meio de diferentes técnicas de propagacéo de Eucalyptus

microcorys.

25> W

20 -»

Legenda: 1. Planta matriz; 2. Via seminal; 3. Via enxertia; 4. Via micropropagacéo (brotos
epicdrmicos); 5. Via micropropagacao (organogénese indireta); 6. Explantes in vitro (brotos
epicormicos); 7. Explantes in vitro (organogénese indireta). Setas vermelhas indicando duas regifes
distintas na amostra 3.

Fonte: O Autor (2020).

A propagacao por meio da técnica de enxertia € considerada um mecanismo complexo,
podendo apresentar diversas variagdes nos tecidos da planta, influenciando o fluxo de
elementos de minerais essenciais, crescimento dos tecidos do enxerto com 0 porta-enxerto e
influenciando na presenca de tecido parenquimatico ou tecido da casca na regido de
justaposicdo (HARTMANN et al., 2011; BARBOSA FILHO et al., 2016), alem de fatores
genéticos dos materiais. Essas caracteristicas particulares da técnica de enxertia podem ter
contribuido para formacdo de outras rotas metabdlicas quando comparadas com as demais
técnicas de propagacdo com a espécie E. microcorys, sendo esse resultado promissor para

estudos avancados dentro dos limites nessas regides.
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3.2. Peroxidase

Para verificar a atividade de peroxidase foi realizado a quantificacdo da enzima por meio
de amostras foliares das diferentes técnicas de propagacdo de E. microcorys. A analise de
variancia dos dados revelou efeito significativo dos individuos propagados com a atividade da

peroxidase (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia para a atividade de peroxidase em amostras foliares

obtidas por meio de diferentes técnicas de propagacao de Eucalyptus microcorys.

Causas da variagéo GL Quadrados médios
Técnicas de propagacao 4 0,0164*
Residuo 20 0,0012
Média - 1,24
CV (%) - 10,48

“Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Dados transformados por
[(n+0,5)/100]"0,5,; onde n = dado amostrado. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variagao.
Fonte: O Autor (2020).

Os individuos resgatados por meio da micropropagacdo com brotos epicérmicos
apresentaram o0s maiores valores médios na atividade da enzima, sendo estatisticamente
superior aos demais. Os individuos propagados por meio da enxertia apresentaram a segunda
maior atividade de peroxidase, seguidos pelos propagados via organogénese indireta (Tabela
3).

Tabela 3 - Valores médios da atividade de peroxidase em amostras foliares obtidas por meio

de diferentes técnicas de propagacao de Eucalyptus microcorys.

Atividade de peroxidase

Individuos (nMol tetraguaiacol min*t mg* MF)
Planta matriz 0,0107 (x0,0017) d
Muda via seminal 0,0864 (+0,0559) d
Enxertia 1,7545 (£0,5730) b
Micropropagacao (brotacdes epicdrmicas) 4,0301 (+0,7121) a
Micropropagacao (organogénese indireta) 0,3336 (+0,0800) cd
CV (%) 10,48

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Dados apresentados como: média + erro padrdo. CV = coeficiente de variag&o.
Fonte: O Autor (2020).
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A atividade de peroxidase tem sido considerada um indicador bioquimico relacionado
ao desenvolvimento de raizes adventicias. Estudos na literatura demonstram variacGes na
atividade de peroxidase de acordo com os niveis de auxinas, sendo observado um aumento na
atividade enzimética durante a fase de iniciacdo das raizes (FETT-NETO et al., 1992; SYROS
et al., 2004; SCHWAMBACH et al., 2008).

De acordo com Aumond Jr et al. (2017), estudando eventos associados a competéncia
do enraizamento adventicio em plantas adultas de Eucalyptus globulus, relatam o aumento da
atividade da peroxidase com a perda da competéncia do enraizamento, associando o aumento
da enzima com a diminuig&o da atividade das auxinas, as quais sdo importantes fito-reguladores
ligados ao enraizamento adventicio em estacas. No presente estudo, a peroxidase apresentou
relacdo com os materiais propagados de E. microcorys, apresentando maior expressdo da
enzima nas amostras via micropropagacdo com brotos epicdrmicos, seguidas pelas amostras
via enxertia.

A técnica de micropropagacdo apresenta diversas vantagens para a propagacdo de
espécies florestais, principalmente para materiais adultos de dificil enraizamento, onde outras
técnicas ndo conseguem obter sucesso no resgate de matrizes (JOSHI et al., 2003; OLIVEIRA;
DIAS; BRONDANI, 2013; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014). Na literatura
encontram-se estudos recomendando essa técnica de propagacao vegetativa utilizando brotos
epicormicos, principalmente em espécies com elevada idade ontogenética, sendo relatado em
Ilex paraguariensis com 19 anos de idade (WENDLING et al., 2013), Eucalyptus benthamii
com 13 anos (BACCARIN et al., 2015) e E. cloeziana com 26 anos (OLIVEIRA et al., 2015).
No presente estudo a atividade de peroxidase nos individuos propagados via micropropagacéo
com brotos epicormicos apresentou as maiores médias dessa enzima, resultando relacéo direta
com o rejuvenescimento do material.

A atividade de peroxidase resultou a segunda maior expressao nas amostras de E.
microcorys propagados via enxertia. A técnica de enxertia € um processo complexo, o qual
contribue para varias rotas metabolicas entre enxerto e porta-enxerto (BARBOSA FILHO et
al., 2016). Estudos indicam que em virtude do processo de cicatrizacdo do ponto de enxertia,
hd um acumulo de compostos fenolicos que aumentam a atividade de enzimas como a
peroxidase, provocando distdrbios nas ligacBes vasculares entre enxerto e porta-enxerto,
podendo tornar a compatibilidade dos tecidos mais dificeis (PINA; ERREA, 2005; ZARROUK
et al., 2010). No presente estudo, a porcentagem de pegamento dos enxertos foi relativamente
baixa, mas a principal justificativa foi atribuida a elevada idade ontogenética da planta matriz,
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sendo a técnica de enxertia a Unica que resultou sucesso no resgate perante as demais técnicas
in vitro.

Com relacdo aos menores valores estatisticos da atividade de peroxidase em E.
microcorys, esses foram apresentados nas amostras da planta matriz e das mudas via seminal
(Tabela 3). A planta matriz apresentou a menor média absotula na atividade de peroxidase, fato
esse decorrente de sua elevada idade ontogenética, que consequentemente diminui sua
capacidade de enraizamento e suas rotas metabdlicas. As mudas propagadas via seminal,
possivelmente apresentaram baixa atividade de peroxidase por ndo necessitarem da formacéo
de raizes adventicias ou cicatrizacdo de tecidos, como ocorrem em outras técnicas de

propagacéo.

3.3. Equipamento pXRF

De acordo com a leitura das concentracdes elementares dos individuos propagados de
E. microcorys pelo equipamento pXRF, foi confeccionada a tabela 4 demonstrando os teores
dos nutrientes de fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), zinco (Zn),
cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e silicio (Si). Nao foi possivel realizar a analise com 0s
materiais in vitro pois o equipamento pXRF ndo possui capacidade de leitura com amostras de

dimens@es pequenas.

Tabela 4 - Teores dos macros e micronutrientes realizados pela leitura do equipamento pXRF
utilizando amostras foliares obtidas por meio de diferentes técnicas de propagacao de

Eucalyptus microcorys.

Nutrientes
Individuos P K Ca Mg S Zn Fe Cu Mn Si
0.kg? mg.kg™
(1) Planta matriz 0,68 7,93 14,01 18,61 1,93 19,5 305 16,5 1.087 1048
(2) Muda via seminal 1,76 18,08 3,1 <0,01 2,47 385 219 105 276 821
(3) Enxertia 1,25 16,94 3,6 <0,01 1,44 55,5 104 <0,01 141 889

(4) Micropropagacao
(brotacbes epicormicas)
(5) Micropropagacao
(organogénese indireta)

0,75 16,92 6,54 15,03 1,42 255 214 31 148,55 848

2,08 16,6 652 16,43 2,49 255 178 9 1425 858

Fonte: O Autor (2020).
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Uma das principais vantagens do pXRF é a capacidade de relatar simultaneamente
varios elementos, incluindo metais e elementos essenciais das plantas (MCGLADDERY et al.,
2018). Avaliando os teores de P, os individuos de E. microcorys apresentaram comportamento
variavel entre os métodos de propagacéo, estando as mudas via seminal e organogénese indireta
com 0s maiores teores médios. Segundo valores propostos por Higashi, Silveira e Gongalves
(2004) nenhum dos individuos apresentou teores adequados de P. Os teores de K apresentaram
maior similaridade com as técnicas de propagacéo, estando todos com valores acima de 16 g.kg
! sendo considerados com niveis adequados desse nutriente.

O K é o segundo nutriente mais exigido pelas plantas, tendo como principal fungdo a
ativacdo enzimatica e sua deficiéncia acarreta algumas mudancas quimicas, tendo reflexo direto
na producdo de carboidratos, fonte essencial de energia para inducéo de raizes (SILVA et al.,
2011; SOUZA et al., 2019). No presente estudo apenas a planta matriz de E. microcorys
apresentou deficiéncia do elemento K, com teor de 7,93 g.kg? (HIGASHI; SILVEIRA,;
GONCALVES, 2004).

Com relacdo ao Ca, pdde-se verificar uma variacdo grande entre os individuos de E.
microcorys, estando o0 maior valor apresentado pela planta matriz, com média de 14 g.kg™. O
Ca tem funcdo constituinte na fotossintese, no movimento citoplasmatico, nos tecidos vegetais
e na parede celular, garantindo desenvolvimento da parte aérea e das raizes, de modo que sua
deficiéncia pode interferir no processo de iniciagio e expressdo da raiz (MULLER et al., 2017;
SOARES et al., 2018). Higashi, Silveira e Gongalves et al. (2000) em estudos com Eucalyptus,
concluiram que as concentragdes de célcio em niveis adequados contribuem para uma maior
porcentagem de enraizamento de propagulos clonais. No presente estudo, 0s resgates por meio
das duas formas de micropropagacao apresentaram valores adequados de Ca, estando entre 5 a
7 g.kg!, enquanto os resgates via enxertia e via seminal foram considerados com teores baixos,
com aproximadamente 3 g.kg* (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2004).

De acordo com Higashi, Silveira e Gongalves (2000) avaliando interagéo nutricional em
Eucalyptus, quanto maior a concentragdo de Mg maiores sdo os efeitos negativos a formacgéo
de raizes. No presente estudo, ndo foram detectadas a presenca de Mg nos individuos
propagados via enxertia e via seminal (Tabela 4). Os demais individuos apresentaram valores
superiores a 15 g.kg, estando a planta matriz com o maior teor absoluto.

Os teores de S apresentaram pouca relagdo entre os individuos propagados de E.
microcorys, resultando em variacdes entre 1,42 a 2,49 g.kg™. De acordo com valores propostos
por Higashi, Silveira e Gongalves (2004) nenhum dos individuos apresentou deficiéncia ou
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excesso de S, estando os propagados via seminal e via organogénese indireta com valores
considerados adequados para esse elemento.

Por meio da analise dos macronutrientes, foi possivel verificar uma diferenciacdo entre
os individuos propagados de E. microcorys pelos elementos K e Ca, principalmente com os
teores apresentados pela planta matriz. Segundo Alfenas et al. (2009), teores adequados de
nutrientes como K e Ca sdo importantes para o processo de diferenciacdo e formacéo de raizes
das plantas.

Com relagdo aos micronutrientes, o elemento Zn apresentou relagdo com os materiais
propagados de E. microcorys, podendo caracterizar os dois resgates pela micropropagacéo com
teores baixos desse elemento, e o resgate pela enxertia e via seminal com teores adequados. O
menor valor médio foi observado pela planta matriz, com 19,5 mg.kg™, resultando deficiéncia
desse micronutriente (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2004).

Segundo Hartmann et al. (2011), o aumento dos niveis enddgenos de &cido indolacético
(AlA), auxina ligada ao enraizamento adventicio, pode ser favorecido pela presenca de Zn por
meio de seu efeito no aumento da producdo de triptofano, precursor natural do AlA e de
substancias de reserva. Estudos similares foram verificados por Schwambach, Fadanelli e Fett-
Neto (2005) com Eucalyptus globulus e por Cunha et al. (2009c) com E. grandis e Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla quanto ao efeito positivo do Zn ao enraizamento adventicio de
mini-estacas. No presente estudo os teores de Zn resultaram efeito positivo com os niveis de
rejuvenescimento e revigoramento, ao enraizamento dos materiais de E. microcorys.

O elemento Fe apresentou valores variando de 104 a 305 mg.kg™ nos individuos de E.
microcorys, estando apenas a planta matriz fora dos valores considerados adequados para esse
elemento (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2004). Na literatura é relatado que o Fe esta
relacionado com a biossintese da enzima ligadas as rotas da peroxidase, a qual esta envolvida
diretamente no crescimento e expansdo celular, diferenciacdo e desenvolvimento de raizes,
catabolismo de auxina e lignificagdo (FANG; KAO, 2000; KIRKBY; ROMHELD, 2007,
CUNHA et al., 2009c). No presente estudo, ndo foi possivel dectecar similaridade das analises
de peroxidase com os teores de Fe nos individuos de E. microcorys.

O Cu e Mn apresentaram uma ampla variacdo entre as amostras dos individuos
propagados de E. microcorys. N&o foi detectado a presenca de Cu no material propagado via
enxertia, enquanto os individuos propagados via seminal e via organogénese indireta
apresentaram valores adequados desse elemento (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES,

2004). Os teores de Mn resultaram em valores elevados nas amostras da planta matriz,



97

correspondendo a 1087 mg.kg™, seguido pelas mudas via seminal com 276 mg.kg?, o qual foi
a Unica com niveis adequados. Os demais materiais apresentaram teores com deficiéncia de Mn
(HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2004), com resultados proximos a 145 mg.kg™
(Tabela 4).

Com relagdo ao Si, as leituras ocorreram entre 821 a 1048 mg.kg™, estando a planta
matriz com o maior teor desse elemento. O Si ndo é comumente utilizado na avaliacéo
nutricional de plantas, ndo havendo na literatura uma recomendacéo adequada de seus teores.

Apesar da importancia da nutrigdo mineral no enraizamento adventicio, ha caréncia de
informacdes sobre determinados nutrientes na cultura de Eucalyptus. A tabela proposta por
Higashi, Silveira e Goncalves (2004) propde interpretacdes de nutrientes em brotacdes de
Eucalyptus, porém seus valores considerados como adequados atendem a algumas situacoes e
clones comerciais, ndo podendo ser extrapolada a todos os materiais genéticos, nem a todos 0s
nutrientes (CUNHA et al., 2009b). Para o estudo em questéo, o uso dessa tabela como referencia
contribuiu ao objetivo proposto para verificar possiveis indicativos do rejuvenescimento e
revigoramento de materiais propagados de E. microcorys.

Por mais que o uso do pXRF seja voltado para andlises elementares de solos, estudos
demonstram sua eficécia para avaliar a composicao elementar de tecidos foliares e de sementes
de plantas (MCLAREN; GUPPY; TIGHE, 2012; PALTRIDGE et al., 2012a). Towet et al.
(2016) avaliaram a composicdo das folhas de varias plantas usando pXRF e observaram uma
alta correlagdo (R? >0,90) para os teores de Mg, P, S, K, Ca e Mn com os métodos padrdes. No
presente estudo os elementos que apresentaram as melhores respostas para a distingdo dos
materiais propagados de E. microcorys foram K, Ca, Zn, Fe, Mn, Si.

Dessa forma, por meio dos resultados obtidos pelos testes de proteina total, peroxidase
e pelas leituras realizadas pelo pXRF, novos trabalhos nessa tematica sdo recomendados a fim
de buscar outros métodos que apresentem similaridades com as respostas ao enraizamento em
espécies lenhosas, facilitando assim o melhor entendimento para o resgate de materiais com

elevada idade ontogenética.
4. CONCLUSOES
O teste de proteinas totais (TCA/Acetona/Fenol) proporcionou um grande nimero na

formacgédo de bandas no gel SDS, sendo verificado duas regides distintas pelo resgate via

enxertia.
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O teste com peroxidase proporcionou formacéo de diferentes perfis entre as técnicas de
propagacdo, sendo observado maior atividade enzimatica nas amostras via micropropagacao
por brotos epicormicos.

As leituras pelo pXRF detectou grande amplitude nas concentracGes dos elementos entre
as técnicas de propagacdo com a planta matriz, sendo as maiores diferencas verificadas em K,
Ca, Zn, Fe, Mn, Si.

Dentre os testes realizados para investigacdo de possiveis indicativos do
rejuvenescimento e/ou revigoramento de tecidos de E. microcorys, a atividade de peroxidase

proporcionou as melhores respostas associadas a tais eventos.
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Tabela A - Composicédo basica dos meios de cultura MS e WPM utilizados para o cultivo in

vitro de Eucalyptus microcorys.

. MS® WPM®
Nutriente (mg.L) (mg.L%)
N-NOs 551,71 135,89
N-NH4* 288,61 69,97
P 38,69 38,69
Ca 119,95 120,54
K 783,86 493,11
S 55,5 237,67
Mg 36,49 36,49
B 1,08 1,08
Cu 0,006 0,064
Fe 5,58 5,58
Mo 0,1 0,1
Mn 5,49 5,49
Zn 1,96 1,96
Co 0,006 -
Fonte de Macro e Micronutrientes FO /PM (mg.Lh (mg.L )
Nitrato de amonio NH:NO3 / 80,04 1.650,00 400
Nitrato de potassio KNO3 /101,10 1.900,00 -
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 / 147,02 440 96
Nitrato de célcio Ca(NO3)2.4H,0 / 236,15 - 556
Fosfato de potassio monobésico KH,PO, / 136,09 170 170
Sulfato de potassio K2SO4 /174,26 - 990
Sulfato de magnésio MgS0..7H,0 / 246,48 370 370
Sodio - EDTA Na,-EDTA.2H,0 / 372,24 37,3 37,3
Sulfato de ferro FeS0..7H,0 / 278,02 27,8 27,8
Sulfato de manganés MnSQO4.H20 /169,01 16,9 16,9
Sulfato de zinco ZnS04.7H,0 [ 287,54 8,6 8,6
Acido borico H3BO3/ 61,83 6,2 6,2
lodeto de potéssio KI1/166,01 0,83 -
Sulfato de cobre CuS04.5H,0 / 249,68 0,025 0,25
Molibdato de s6dio Na,Mo0..2H,0 / 241,95 0,25 0,25
Cloreto de cobalto CoCl,.6H,0 / 237,93 0,025 -
Fonte de Vitamina FQ/PM (mg.L ) (mg.L )
Tiamina-HCI C12H18C12N40O5.xH20/337,27 1 1
Piridoxina-HCI CsH12CINO;3 / 205,64 0,5 1
Acido nicotinico CsHsNO2 /123,11 0,5 1
Pantotenato Ca?* Ci1sH32CaN2010 / 476,54 - 1
Biotina C10H16N205sS / 244,30 - 1
Fonte de Aminoacido FQ/PM (mg.L ) (mg.L )
Glicina H,NCH,COOH / 75,07 2 1
Fonte de Carbono FQ/PM (mg.L ) (mg.L )
Mio-inositol CesH1206 / 180,20 100 100
Sacarose C12H22011 / 342,30 30.000,00 20.000,00
Agente polimerizador (mg.L Y (mg.L™Y)
Agar 6.000,00 6.000,00

BDAdaptado segundo Murashige e Skoog (1962). ®Adaptado segundo Lloyd e McCown (1980). FQ =

férmula quimica, PM = peso molecular.



