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RESUMO

A micropropagacao é uma técnica que consiste no cultivo in vitro de 6rgéos, tecidos ou
células vegetais em ambiente asséptico. A fase de estabelecimento in vitro € a mais
critica da micropropagacdo, verificando maiores taxas de contaminacdo por
fitopatogenos, oxidacdo fendlica e recalcitrancia por explantes. O estabelecimento in
vitro foi realizado em delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, no esquema fatorial 4 x 2, sendo estudado o efeito de quatros concentracfes
de 4gar bacteriolégico (0; 3; 6 e 12 g.L™) e de dois hibridos de eucalipto. O meio de
cultura utilizado foi o0 MS. Aos 30 dias ap0s instalacdo do experimento, registraram-se a
presenca de folhas, peciolo, broto, calo, oxidacdo do meio, oxidacdo do explante e as
incidéncias de Fusarium sp., Aspergillus sp. e bactérias. Os dados foram submetidos as
analises de variancia e de regressdo linear quadratica, ambos a 5,0% de significancia. O
hibrido 1 (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus) apresentou melhor desempenho
sobre o hibrido 2 (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) em relacdo a
porcentagem de folhas e peciolos. Para as concentracfes de agar as varidveis de
ocorréncia de folhas, peciolo, broto, calo e a presenca do fungo Fusarium sp. foram
significativas. A melhor concentracdo empregando um método direto de regeneragéao se
encontra no intervalo entre 7,25 e 7,94 g. L™ de 4gar.

Palavras—chave: Agar, Eucalipto, Explante, Micropropagaco.



ABSTRACT

The micropropagation is a technique that consists in vitro culture of organs, tissues or
plant cells in an aseptic environment. The establishment phase in vitro is the most
critical of micropropagation, checking higher contamination rates by plant pathogens,
phenolic oxidation and recalcitrance by explants. The in vitro establishment was
conducted in a completely randomized design with four replications, in a factorial 4 x 2.
The culture medium used was the MS. The effect four bacteriological agar
concentrations (0, 3, 6:12 g L-1) for two eucalyptus hybrid, registering the behavior of
the leaves of occurrence of variables, petiole, bud, callus, medium oxidation, oxidation
of explant, the presence of Fusarium sp., presence of Aspergillus sp., and the presence
of bacteria. Data were obtained from daily assessments to the thirty-first day. They were
carried out analyzes of variance and quadratic regression, both at 5.0% of statistical
significance. The first hybrid (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus) performed
better on the second hybrid (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) regarding the
percentage of leaves and petioles. For agar concentrations sheets instance variables,
petioles, shoots, callus and the presence of Fusarium sp. It was significant. The optimal
concentration employing a direct method of regeneration is in the range between 7.25
and 7.94 g. L™ agar.

Keywords: Agar, Eucalyptus, Explant, micropropagation.
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1 INTRODUCAO

O aumento do potencial produtivo de muitas espécies vem ocorrendo de forma
consideralvel desde o século XX, isso se deve ao aumento recente da diversidade de
procedimentos cientificos utilizados no melhoramento de plantas, tais como o
desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos, biologias moleculares e celulares e
da citogenética (BOREM & MIRANDA, 2009).

A micropropagacdo € uma técnica que consiste no cultivo in vitro de 6rgaos,
tecidos ou células vegetais em ambiente asséptico (OLIVEIRA et al., 2011; PIATI et
al., 2011).

A propagacdo in vitro de plantas chamada também  de
micropropagacao/microestaquia, € uma técnica para propagar plantas dentro de tubos de
ensaio ou similares de vidro (por isso o termo in vitro), sob adequadas condicGes de
assepsia, nutricdo e fatores ambientais como luz, temperatura, O, e CO, (CID, 2001).

Para Xavier (2013), a micropropagacdo pode ser enquadrada como uma técnica
de propagacdo vegetativa in vitro, esta comparada a outras técnicas tem sido
considerada aquela que mais se difundiu nos Gltimos anos, com aplica¢fes comprovadas
em diversas espécies de plantas. Ainda de acordo com o autor, é importante relatar que
essa técnica encontra-se embutida nos programas de pesquisa, onde tem sido utilizada
na preservacao de germoplasma, producdo de plantas livres de doencas, multiplicacao
rapida de plantas em periodos de tempo e espaco fisico reduzido, rejuvenescimento
clonal e produgdo de mudas de clones selecionados.

De modo geral pode-se dizer que o cultivo in vitro € uma forma propagativa de
producdo vegetal que vem auxiliando, principalmente, o melhoramento genético que
busca o desenvolvimento e sele¢do de individuos com melhores gen6tipos e fenotipos.
Este desenvolvimento e selecdo sdo possiveis devido a rigidos processos como o
isolamento e a assepsia ao qual sdo submetidos aos propagulos vegetais responsaveis
pela origem de novas estruturas. Fachinello (2005), afirma que a adocdo destes
processos torna-se necessaria devido ao rompimento das correlagdes existentes entre 0s
diversos mecanismos de sobrevivéncia de uma planta intacta, certo de que neste meio
propagativo sdo utilizadas células isoladas ou partes da planta em quest&o.

Esta é uma técnica que requer um conhecimento multidisciplinar, advindo

principalmente da fisiologia, nutri¢do, genética e bioquimica, bem como de outras areas,
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de acordo com a técnica e 0s objetivos a serem alcancados. De forma alguma pode ser
visualizada como uma técnica isolada, mas sim em conjunto com as técnicas
convencionais de cultivo ex vitro (BOREM, 2007).

Um dos principais objetivos da cultura de tecidos é prover uma alternativa de
manipular plantas em nivel celular. Portanto, o conhecimento dos mecanismos de
regeneracdo de plantas € fundamental, pois &€ a maior limitacdo na aplicagdo
biotecnolégica para melhoramento vegetal. A aplicagio no melhoramento &,
principalmente, para aquelas espécies cujos problemas ndao podem ser solucionados
através de métodos de melhoramento convencionais (LAMEIRA et al. 2000).

Nos esquemas-padrdo da micropropagacdo, os estadios de desenvolvimento da
propagacdo in vitro sdo constituidos de fases que incluem desde a selegdo do explante e
obtencdo de uma cultura livre de contaminantes, até a multiplicacdo de propagulos
vegetativos, enraizamento e aclimatacdo das mudas obtidas na condicdo ex vitro
(XAVIER 2013). Podendo-se dividir as fases como:

e Fase | — Selecdo do explantes, desinfestacdo e estabelecimento da cultura nas
condigdes in vitro.

e Fase Il — Multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas em
meio de cultura adequado a propagacao.

e Fase Il — Enraizamento dos propagulos vegetativos obtidos no estadio anterior

(multiplicag&o).

e Fase IV — aclimatagdo das plantas obtidas na condigdo “in vitro” para a
condi¢do “ex vitro”.

Algumas destas fases podem ser mais prolongadas em razdo da espécie e dos
objetivos, a experiéncia e estrutura disponivel também sdo determinantes na definicédo
estratégica do sucesso desejado.

Em fungdo do explante utilizado e de sua subsequente manipulacdo, a
micropropagacdo pode ser conduzida de trés formas, sendo elas: a multiplicacdo por
meio da proliferacdo de gemas axilares; a multiplicacdo mediante inducdo de gemas
adventicias por organogénese e a multiplicagdo via embriogénese somatica. A escolha
de algum destes trés processos vai variar de acordo com a especie a ser trabalhada e em
funcdo dos objetivos a serem alcancados, além do dominio da técnica e as

disponibilidades estruturais e orcamentérias.
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A inducdo do crescimento e proliferacdo de gemas vegetativas axilares pré-
formadas através de segmentos nodais é um método direto de regeneracdo (PIATI et al.,
2011). Baseia-se no aproveitamento da totipoténcia de células vegetais, capacidade
meristematica e regeneracdo celular. Os fragmentos de tecido vegetal vivo, designados
explantes, podem ser originados de por¢des de caules, folhas ou raizes, a escolha do
melhor se da pela disponibilidade de material vegetativo e da facilidade de sua
obtencgéo. Estimulados a crescer mediante a adicdo de reguladores de crescimento no
meio de cultura, o material da origem a uma nova parte aérea que sdo divididos em
seguimentos menores, dando origem a novos explantes.

Em vista das potencialidades de aplicacdo das técnicas de cultura de células e
tecidos em espécies florestais, inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos no intuito de
tornar essa tecnologia acessivel e economicamente viavel (XAVIER, 2013).

A eficiéncia deste sistema esta no numero de plantas obtidas determinada pelo
namero de gemas axilares pré-existentes no inoculo, por outro lado, sistema apresenta a
vantagem de que os individuos regenerados mostram grande estabilidade genética
(LAMEIRA et al. 2000).

O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de dois hibridos de eucalipto
(Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis) durante a fase de estabelecimento in vitro, sob diferentes concentragbes de

agar.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cultivo in vitro do eucalipto

A cultura do eucalipto, que é uma opc¢do para atender a demanda de madeira,
teve um grande impulso nesses Gltimos 50 anos, gracas a vasta rede experimental
instalada pelos 6rgdos publicos e empresas particulares. Através desses estudos, tem-se
conseguido a cada ano, melhoria de técnicas silviculturais e melhoria do material
genético, proporcionando ganhos significativos de produtividade, que contribuiram para
a projecao mundial do Brasil no setor florestal (PAIVA, et al. 2011).

O eucalipto é o género florestal que mais possui estudos de micropropagacéo.
Os primeiros trabalhos relatados com o cultivo in vitro de eucalipto datam da década de
60 (DUTRA 2009).
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A biotecnologia florestal tem como principais objetivos apoiar programas de
melhoramento genético, de modo a garantir o suprimento de produtos madeireiros de
acordo com o crescente uso, além de buscar explorar a grande diversidade existente
entre as espécies do género, de modo a decifrar a evolucgéo e distribui¢do de caracteres
adaptativos em um contexto ecolégico (CANCADO 2012).

Dentre as aplicacfes da propagacdo in vitro na area florestal, destacam-se
aquelas relacionadas com:

e Conservagédo de germoplasma in vitro;

e A aceleracdo de programas de melhoramento pela multiplicacdo de clones
superiores, visando a produgcdo de mudas, ao rejuvenescimento de clones
selecionados e ao potencial de obtencdo de sementes sintéticas (embrides
somaticos);

e A limpeza clonal, na obtencédo de culturas livres de microrganismos patogénicos,
com o objetivo de atender a demanda por um processo de propagacdo clonal
sustentavel;

e A possibilidade de patenteamento de processos/materiais obtidos por meio da

biotecnologia;

Outras técnicas biotecnologicas, como a transformacéo genética.

Embora enumeradas algumas dificuldades deste processo, como alto
investimento em instalacdes e treinamento de pessoal, necessidade de desenvolvimento
de protocolos diferenciados de acordo com cada espécie, a recalcitrancia das culturas a
propagacao e riscos de contaminaco acidental (BOREM, 2007), a micropropagacéo de
eucalipto é estratégia para producdo massal de genotipos-elite e conservacdo de
germoplasma (DUTRA, 2009).

2.2 O estabelecimento in vitro

Enquadrado dentro da primeira fase nos esquemas-padrdo da micropropagacao
pela proliferacdo de gemas axilares, o estabelecimento in vitro inicia-se com 0 manejo
das plantas matrizes e a selecdo dos explantes mais adequados para a micropropagacéo.
Antecede os procedimentos de multiplicagdio e alongamento, enraizamento e
aclimatac&o ex vitro (BOREM, 2007).

E a fase mais critica da micropropagacéo para a maioria das plantas lenhosas,
sdo encontradas dificuldades de resposta do propagulo vegetativo a propagacao clonal

(XAVIER, 2013). Verifica-se maiores taxas de contaminagdo por fitopatdgenos,
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oxidacéo fendlica e recalcitrancia por explantes (BORGES et al., 2012; DUTRA et al.,
2009; LONDE et al., 2007). A ocorréncia de compostos fenodlicos em culturas lenhosas,
pode estar ligada a processos de regulagcdo de crescimento, especialmente com as
auxinas que, dependendo da concentracdo enddgena no tecido, resulta na inducéo desses
compostos (ANDRADE, 2000).

A primeira etapa a ser considerada nessa fase é a desinfestacdo dos segmentos
nodais (ALMEIDA 2008), tendo como objetivo a obtencdo de uma cultura livre de
contaminantes e suficientemente adaptada as condic@es in vitro.

Tanto bactericidas quanto fungicidas podem ser utilizados no preparo dos
ramos para o estabelecimento em laboratério, melhorando assim, as condi¢Bes de
assepsia dos mesmos (ALFENAS et al. 2009).

O sucesso de um protocolo de micropropagacdo depende claramente desta
etapa. Isso, porque as etapas seguintes e posterior transferéncia para condi¢des ex vitro
sO podem ser executadas ap0s o estabelecimento de culturas assépticas e com bom vigor
vegetativo (GEORGE e DEBERGH, 2008 apud BORGES, 2012).

Estudos mostram que os fatores mais importantes a serem considerados nos
procedimentos de selecdo dos explantes, sdo aqueles relacionados com o grau de
juvenilidade do propéagulo vegetativo, o nivel de controle da contaminacdo e o vigor
vegetativo da planta mée.

Dentre os meios basicos mais utilizados estdo o0 MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), e JADS (GONCALVES, 1982). Adicionalmente, tem-se acrescentado
reguladores de crescimento, a fim de suportar um balango hormonal que proporcione
reatividade das gemas. Entre os mais utilizados estdo a citocinina BAP
(benzilaminopurina) e as auxinas AIA (&cido indolacético)) e ANA (acido
naftalenoacético) (XAVIER, 2013). Componente essencial na fabricacdo de meios de
cultura sélidos, o agar € um composto muito utilizado, sendo especialmente util por

manter-se slido em temperaturas comumente empregadas no cultivo in vitro.

3 METODOLOGIA/ MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Instituto Federal de Minas Gerais campus Sao

Jodo Evangelista, localizado na Avenida Primeiro de Junho, 1043 — Centro — S&o Jodo
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Evangelista/MG. CEP: 39705-000. Coordenadas geograficas UTM: 736308 m E,
7947136 m S. Zona: 23 K. Datum SIRGAS 2000. O periodo de realizagdo do trabalho
foi de maio a dezembro de 2014, estando nele compreendidos as fases de plantio,

conducéo das mudas e estabelecimento in vitro.

3.1 Fontes de Explantes

Para obtencdo dos explantes foram obtidas mudas de dois hibridos de
eucalipto, sendo 10 mudas de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e 10 mudas
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis, produzidas via miniestaquia junto a
empresa Celulose Nipo-Brasileira — CENIBRA. Foram transferidas para vasos de
polietileno (capacidade de 25,0 L) preenchidos com substrato comercial a base de casca
de pinus e serragem, bioestabilizados. Tendo também em sua composi¢do aditivos como
corretivos de acidez (5,5%), Vermiculina (4,5%) e Fertilizante mineral 4-14-8 (5%).
Condutividade elétrica 0,65 +/- 0,30 mS/cm, pH 6,50 +/- 0,5, umidade maxima 48,5%,
capacidade de retencdo de agua 90% e densidade 350kg/ma3.

Transplantadas para os vasos, as mudas foram mantidas por 60 dias em casa de
vegetacdo sob irrigacdo do tipo gotejo, de 2 em 2 horas por 10 minutos, com tela de
malha para 50,0 % de sombra, e 105 dias ao céu aberto no viveiro de mudas da
Instituicdo, sob irrigagdo por aspersdo (6 vezes ao dia de 2 em 2 horas por 10 minutos,
vazao por aspersor de 0,66 litros por minuto).

Antecedendo 21 dias a coleta de brotos, as mudas foram levadas para casa de
vegetacdo no setor de olericultura, onde permaneceram isoladas do ambiente externo
como mostra a Figura 01. A irrigacdo neste ambiente foi localizada, via regador manual
(2 litros/planta 2 vezes ao dia). Visando a desinfeccéo inicial do material aplicou-se uma
mistura com 2,4 g.L™ de fungicida Orthocide 500® (Captan, 50,0 % de principio ativo)

e 10 mL.L™ de 6leo mineral Assist® assim como descrito por Borges et al. (2012).
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Figura 01: Mudas de eucalipto isoladas do ambiente externo em casa de vegetagcdo. Esquerda: Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis. Direita: Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus.
Fonte: Autor.

3.2 Coleta e Preparo dos material propagativo

A coleta dos brotos foi feita nas mudas que se encontravam sadias, livres de
fitopatdgenos, altura entre 1,10 a 1,40 m e didmetro do colo entre 2 a 3 cm.

Com o auxilio de tesouras esterilizadas os brotos foram sendo retirados das
plantas mées (Figura 02 - A) e colocados em caixas plasticas devidamente higienizadas
e separadas de acordo com cada hibrido. Cada caixa continha cerca de 20 gotas de agua
sanitaria (2,5 % de cloro ativo) diluidas em 2 litros de agua para auxiliar no processo de
desinfeccdo do material, uma vez que a &gua sanitaria mesmo diluida tem um bom
efeito germicida, e impedir a desidratacdo das estruturas vegetativas.

Apbs a coleta de brotos, o material experimental foi conduzido ao Laboratério
de Cultura de Tecidos Vegetais do IFMG/SJE para desinfestacdo que seguiu
procedimentos fora e dentro da cdmara de fluxo de laminar (figura 02 - B), sendo eles:

e Procedimentos de desinfeccao realizados fora da Camara de Fluxo:
o Transferéncia do material coletado para um copo Becker e proceder a
lavagem por cinco vezes em agua destilada/deionizada;
o Aplicacdo de solucdo fungicida (Cercobim 700 WP a base de tiofanato —
1g/L) por 15 minutos;

o Enxague com agua destilada/deionizada cinco vezes;
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o Imersdo do explante em alcool 70% por 30 segundos.
e Procedimentos de desinfeccdo realizados dentro da Camara de Fluxo:

o Desinfeccdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% + detergente
Tween 20 (2 gotas/100mL de agua);

o Enxaguar o material em &gua destilada/deionizada e autoclavada cinco
Vezes;

o Deixar o material em agua destilada/deionizada e autoclavada até o inicio
dos procedimentos de inoculagéo.

Figura 02: A — retirada do material propagativo da planta méae. B — desinfec¢do do material propagativo
em camara de fluxo de laminar.
Fonte: Autor.

No mesmo ambiente (cdmara de fluxo), obtiveram-se segmentos caulinares de
1,5 cm de comprimento contendo um né e uma gema axilar, como mostra a Figura 03.

-« .
o v/ J o
-
R
e

Figura 03: Cortes de seguimentos caulinares de hibridos de Eucalyptus para inoculag&o in vitro.
Fonte: Autor.

3.3 Preparo do meio de cultivo

O meio de cultura utilizado foi composto pelos sais basicos de MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) forca total, vitaminas MS, fitorreguladores
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(Benzilaminopurina  (BAP) e Acido naftalenoacético (ANA)), sacarose,
polivinilpirrolidona (PVP) e Mio-inositol, como consta na Tabela 01.

Um dia antes do preparo do meio foram feitas as solugdes estoques de
macronutrientes, micronutrientes e vitamina MS.

As solugbes de Benzilaminopurina (BAP) e Acido naftalenoacético (ANA)
também foram preparadas previamente, as concentracdes das respectivas solugdes
foram de 0,25 a 0,50 mg L™, de BAP e 0,25 a 0,75 mg L™ de ANA, deste modo foi
levado em consideracdo um valor intermediario entre as concentracdes.

Todas as solucdes preparadas no dia anterior foram armazenadas sob condicdes
adequadas, sendo macronutrientes e micronutrientes em geladeira com temperatura
variando de 2 a 5°C. Os fitorreguladores e vitaminas MS no congelador com

temperatura abaixo de 0°C.

Tabela 01. Composicdo do meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962 apud

Oliveira, 2005).

Formula Concentracdo (mg L™)
Componente
Macronutrientes
Nitrato de amonio NH4NO; 1650
Nitrato de potassio KNO; 1900
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 441
Sulfato de magnésio MgSQO,.7H,0 370
Fosfato de potéassio KH,PO, 170
Sodio EDTA Na,EDTA 37,25
lodeto de potéssio Kl 0,83
Micronutrientes
Sulfato de ferro FeS04.7H,0 27,85
Sulfato de manganés MnSQ,4.H,0 16,9
Sulfato de zinco ZnS04.7H,0 8,6
Acido bérico H3BO3 6,2
Molibdato de sédio Na;M00,4.2H,0 0,25
Cloreto de cobalto CoCl,.6H,0 0,025
Sulfato de cobre CuS0,4.5H,0 0,025

Vitaminas
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Acido nicotinico CsHsNO; 0,5
Cloridrato de piridoxina CeH12CINO; 0,5
Cloridrato de tiamina C12H15CI;N4OS 0,5
Glicina C,HsNO; 2,0
Fitorreguladores®”

Benzilaminopurina (BAP) C12H11Ns 0,5
Acido naftalenoacético (ANA) C1oH100, 0,3
Outros

Agar® (C12H1809)n -
Sacarose C12H2011 30000
Polivinilpirrolidona (CeHgNO),, 1000
Mio-inositol CesH1206 100,0

Para macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e fitorreguladores foi preparado uma solugéo
previamente (solucdo estoque) na concentragdo de mg.L™, levando em consideracdo cada solugéo
separadamente do meio de cultivo final.

@ Brondani, et al. (2009).

(Z)Concentra(;c”)es variando de acordo com cada tratamento (g.L™)

Para cada tratamento (Tabela 02) foi preparado um meio de cultivo em
recipientes diferentes. Todas as vidrarias e outros materiais a serem utilizadas (béquer,
proveta, pipeta, baldo volumétrico, placas de petri, bastdo de vidro, espatulas, dentre
outras) foram lavadas com agua e sabdo neutro e enxaguadas com agua autoclavada.

Trinta minutos antes do preparo do meio as soluc@es estoque foram retiradas da
geladeira e do congelador (periodo de descongelamento). Os outros componentes como
agar, sacarose, polivinilpirrolidona e Mio-inositol foram pesados em balanca analitica
de 7 digitos.

O preparo do meio seguiu 0s seguintes procedimentos:

e 1°passo:

o Utilizar um baldo volumétrico com capacidade para 1L;

o Adicionar 4gua autoclavada até mais ou menos a metade do bal&o;

o Medir as solucBes estoque (Tabela 02) com auxilio de pipeta e
adicionar uma por uma no baldo volumétrico;

o Completar o baldo volumétrico até a altura de 1L;

o Regular o nivel da balanca analitica e fazer a pesagem dos outros
componentes (Tabela 01 - Outros).

e 2°passo:
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o Virar a 4gua do baldo volumétrico em um copo béquer com capacidade
para 2L;

o Adicionar os produtos que foram pesados no ultimo item do 1° passo;

o Colocar o copo béquer sobre o agitador magnético e deixar agitando por
10 minutos.

e 3°passo:

o Realizar a afericdo do pHmetro;

o Fazer a medicdo do pH do meio;

o Ajustar o pH do meio para 5,75+ 0,05, caso esteja baixo,adicionar
algumas gotas de hidroxido de sddio (NaOH) e caso esteja alto adicionar
algumas gotas de acido cloridrico (HCI).

e 4°passo:
o Levar o meio para o micro-ondas por um periodo de 12 minutos;
o Programar o microondas para trés tempo de 4 minutos;

o Em cada intervalo de tempo agitar o meio com o auxilio de um bastéo.

Tabela 02: Concentracdes das solugcdes estoque no meio de cultivo.

Concentragdo - ml.L™

Solucdes Estoque

Macronutrientes 100
Micronutrientes 1
Vitamina MS 2

ANA 0,53

BAP 2,21

MS - Murashige & Skoog, 1962.
BAP — Benzilaminopurina.
ANA - Acido naftalenoacético.

O pH metro utilizado foi do modelo mPA-210P Voltagem: 9 VDC consumo:
5W. Foi feita afericdo e calibragem com solucBes padrbes de pH 4 (acido) e pH 7
(neutro). O meio de cultura foi ajustado para pH 5,75 + 0,05.

Depois de pronto o meio de cultura foi distribuido em tubos de ensaio (15 ml
em cada tubo) de maneira uniforme. Os tubos juntamente com o meio foram

autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121 °C e pressdo de 1 atm.
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3.4 Instalacdo do experimento

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repetices, no esquema fatorial 4 x 2, sendo estudado o efeito das quatro
concentracdes de agar (Tabela 03) no estabelecimento in vitro de dois hibridos de
eucalipto (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis). Cada unidade experimental foi constituida por 8 tubos de ensaio
(20 x 150 mm), contendo cerca de 15 ml de meio por tubo.

Também em camara de fluxo laminar, foi inoculado um segmento caulinar por
tubo de ensaio, depois vedado com papel aluminio e filme plastico. Apos a inoculacéo,
0s segmentos foram mantidos em sala de cultura por 7 dias no escuro a 25+2°C e
depois, sob fotoperiodo de 16 horas luz na mesma temperatura.

Tabela 03: Tratamentos empregados no projeto de pesquisa.

Descricao dos tratamentos

Tratamento
1 Meio de cultura MS com concentracio de 4gar de 0 g L™
2 Meio de cultura MS com concentracéo de agar de 3g L™
3 Meio de cultura MS com concentracéo de agar de 6 g L™
4 Meio de cultura MS com concentracéo de &gar de 12 g L™

MS - Murashige & Skoog, 1962.

As avaliacBes foram realizadas diariamente até a contagem final (trigésimo
primeiro dia), registrando-se nove variaveis, sendo elas: ocorréncia de folhas, peciolo,
broto, calo, oxidacdo do meio, oxidacdo do explante, presenca do fungo Fusarium sp.,

presenca do fungo Aspergillus sp., e a presenca de bactéria (Figura 04).
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Figura 04: Variaveis avaliadas durante o experimento, indicados por um seta vermelha, sendo: Oxidagao
do explante (A), oxidacdo do meio (B), presenca do fungo Fusarium sp. (C), presenca do fungo
Aspergillus sp. (D), ocorréncia de broto (E), peciolo (F), ocorréncia de folhas (G), formagao de calo (H),
presenca de bactéria (1) e uma muda ja pré-formada, com excelente taxa de multiplicagdo (J).

Fonte: Autor.

Os dados expressos em porcentagem foram transformados em

“arcseno (\/m)” para atender as premissas de normalidade e homogeneidade de
variancias segundo os testes de Lillierfors e Cochran, respectivamente. Realizaram-se
andlises de variancia e de regressdo linear quadratica, ambos a 5,0% de significancia
estatistica. Na regressdo, empregou-se 0 método dos Minimos Quadrados Ordinarios
(MQO). A andlise estatistica foi realizada com auxilio dos softwares Excel® e SISVAR
(FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 05 mostra mudas com 25 dias de inoculagdo. Com este periodo de
tempo, estas j& se apresentavam com um bom desempenho, cerca de 4 a 5 pares de
folhas definitivos e de 3 a 4 centimetros de altura.
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Figura 05: Mudas com um bom desempenho durante a fase de estabelecimento in vitro. Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis (A) e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (B).

Fonte: Autor.

O efeito estatistico pelo teste F (p < 0,05) foi verificado em nivel de interacao
(hibridos de eucalipto x concentracbes de agar) para os atributos relacionados a
presenca de folhas e de peciolo. Diferencas significativas entre os tipos de hibridos
foram observadas para as oxidacGes do meio e do explante, além dos brotos e calos.
Estes dois ultimos e a proliferacdo de Fusarium sp. foram influenciadas pelas
concentracdes de agar. Os tratamentos em estudo nédo interferiram nas proliferacdes de

Aspergillus sp. e bacteriana.

Tabela 04: Resumo da analise de variancia dos atributos avaliados, com os dados
transformados, durante o estabelecimento in vitro de dois hibridos de eucalipto sob

diferentes concentracdes de agar.

Q.M.

FV. GL. Folha Peciolo Ox.Meio  Ox. Explante Fusarium
Hibridos (H) 1  3866,50° 3866,50° 888,21 971,87 423,05"™
Agar (A) 3 1013,38" 1013,38°  57,33™ 461,84 " 556,29
HxA 3 467,93° 467,93°  70,92™ 233,60 ™ 56,55 "
Residuo 24 11271 112,71 173,46 169,42 118,81
CVexp (%) 66,20 66,20 30,91 70,56 123,69

Aspergillus Bactéria Broto Calo
Hibridos (H) 1  120,57™ 13,40™  2859,97 4131,19
Agar (A) 3 49,12™  1340™  2267,78" 1015,75"
HxA 3 49,12™  1340™  337,88™ 111,01"
Residuo 24 31,26 13,40 129,79 151,56
CVexp (%) 288,03 565,69 45,68 54,36

CVey = coeficiente de variagdo experimental.

significativo a 5,0% de probabilidade. ™ néo significativo.
H — Hibridos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis.
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A — Concentragdes de agar (0;3;6e 12 g. L.
Ox — Oxidacéo.

O melhor desempenho do hibrido 1 em relagdo ao hibrido 2 pode estar
relacionado ao fato de que as caracteristicas herdadas da espécie de Eucalyptus globulus
apresentam menor teor de lignina em sua composi¢ao, tendo aspecto mais tenro o que
facilita o processo de estabelecimento in vitro.

Na tabela 05 pode-se observar que as médias da presenca de folhas e peciolos
no hibrido 1 foram muito superiores em rela¢do ao hibrido 2, o que reafirma sua melhor

capacidade de estabelecimento in vitro.

Tabela 05: Médias de folhas e peciolos (%) em relagdo as concentrag, submetidas ao

teste F a 5 % de significancia estatistica.

Hibrido Agar (9. L)
3 6 12
Folhas
1 0,00 a 31,25 A 40,63 a 34,38 a
2 0,00 a 0,00 B 6,25 b 9,38 b
Peciolo
1 0.00 a 31.25 A 40,63 a 34,38 a
2 0.00 a 0.00 B 6,25 b 9,38 b

Hibrido 1 - Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus.
Hibrido 2 - Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Tabela 06: Médias de ox. do meio, ox. do explante, broto e calo (%), submetidos

ao teste F a 5 % de significancia estatistica.

Hibrido
Ox. do meio Ox. do explante Broto Calo
1 53,13 a 20,31 A 38,28 a 35,16 a
2 37,50 b 10,16 B 12,50 b 8,59 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia
estatistica.

Hibrido 1 - Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus.

Hibrido 2 - Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Ox — Oxidag&o.

Na comparagdo entre os dois hibridos o0 excesso de oxidacdo fendlica no
hibrido 1 néo veio a interferir no seu desempenho na emissao de brotos e calo (Tabela
06), 0 que pode vim a ser uma exce¢ao nos diversos estudos com especies lenhosas, que
de acordo com Andrade et al. (2000), acumulam, principalmente polifenodis e produtos

de oxidagdo, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie
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excisada, os quais modificam a composicdo do meio de cultivo e a absor¢dao de
metabdlitos.

Tanto para folhas como para peciolos os resultados foram os mesmos. A
analise de regressao linear mostra respostas ascendestes destas variaveis em relacdo ao
aumento nas concentragdes de agar, atingindo o maximo de desempenho na
concentragdo de 7,94 g. L' e um declinio 2 medida que ocorre o aumento da mesma
(Figura 06). Para o hibrido 2 nao foi observada regressao significativa para a presenga
relativa de folhas e peciolo em funcdo das concentragdes de agar.

Avaliando também uma espécie lenhosa que pode atingir até 35 metros de
(grépia - Apuleia leiocarpa) Lencina et al. (2014) chegou a conclusdo de que a
concentracdo de 4,5 g.L foi melhor em relacdo a concentracdo de 6 g.L ™ no
estabelecimento in vitro.

Chagas et al. (2010), observou que para a germinacdo de grdos de polen de
porta enxertos de péra a melhor concentracéo de agar foi de 10 g.L™, ja Almeida et al.
(2011), em seu trabalho concluiu que para a germinacdo in vitro de pélen de milho o
meio de cultivo com melhor desempenho foi de 0,7 % de agar, considerando um tubo de

ensaio com 15 ml de meio.

Com resultados similares ao deste trabalho, porém no estudo da cultura do
Crisatemo Paiva (1999), afirma que os meios liquidos e semi-solidos apresentam como
limitacdo a sustentacdo do explante. No seu experimento os explantes ficaram
inclinados ou sobrenadantes ocasionando a formacdo de brotos invertidos. Ja nas
concentragdes mais elevadas (1,05% em 15 ml de meio por tudo de ensaio), 0 meio
apresentou bastante rigido, dificultando a penetracdo do explante, embora ndo tenha
afetado o desenvolvimento dos brotos. Para o numero de folhas a melhor concentragédo

foi de 0,7 % de agar (tubos de ensaio com 15 ml de meio por tubo).
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Figura 06: Porcentagem da presenga de peciolo e folhas no hibrido 1 (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus), estabelecido in vitro sob as diferentes concentragdes de agar.

Para as porcentagens de broto e calo as melhores concentragdes para a fase de

estabelecimento foram de 7,94 e 8,53 g.L™* respectivamente (figura 07). Rodrigues et al.

2003) afirma que j& para a fase da multiplicagdo, o meio MS, contendo 5,5 g.L™ de
( que ja p plicag g

agar, proporciona os melhores resultados para o nimero de brotacGes na cultura do

Prunus sp.
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Figura 07: Porcentagem da presenca de broto e calo no estabelecimento in vitro dos hibridos de
(Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis),sob diferentes
concentragdes de agar.

Na figura 8 a curva de regressdo mostrou, que ndo houve infestacdo de
Fusarium sp. proximo as concentracdes de 6 e 8 g.L™ de agar. Submetidos ao calculo de
derivada pode-se observar que o valor minimo estimado ocorreu na concentragdo de
7,259.L™ de 4gar.

Nas menores concentragdes o excesso de umidade pode ter contribuido para
uma maior taxa de proliferagdo do fungo. Com melhor vigor no seu desenvolvimento os
explantes estabelecidos entre as concentracdes de 6 e 8g.L™ impediram o germinagdo do

fungo que se caracteriza por apresentar um habito sapréfita. Em concentragbes mais
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elevadas o meio de cultura j& endurecido ndo proporcionou condi¢cdes para um bom
estabelecimento dos hibridos o que pode ter resultado em morte e inicio de
decomposicdo dos explantes, sendo esta uma condicdo ideal para a frutificacdo e

estabelecimento de fungos do género Fusarium sp.
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Figura 08: Porcentagem da presenca de Fusarium sp. no
estabelecimento in vitro dos hibridos de Hibrido 1 (Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis),sob diferentes concentragdes de agar.

InteracBes positivas puderam ser observadas em concentracfes de agar mais
proximas de 7 g.L™! o que refuta os resultados de alguns autores, que defendem a
utilizacdo de meios liquidos.

A obtencdo de melhores resultados em meio liquido pode ser explicada pelo
fato de que altas concentragcfes de &gar, ou meios muito consistentes acabam limitando
a difusdo de nutrientes até o explante (ROMBERGER & TABOR, 1971). Além disso, 0
meio de cultura sem adicdo de agar possui consisténcia liquida ou um pouco mais
consistente em baixas concentrac@es desse solidificante, permitindo maior absorcédo de
agua pelos tecidos dos explantes quando cultivados em meio mais aquoso (WILLIANS
& LEOPOLD, 1989). Pasqual et al. (2008) confirma, o uso de meios liquidos viabilizam
a absorcdo de nutrientes e minerais presentes no meio de cultura, favorecendo o
acumulo de matéria fresca e seca no explante, no seu caso em abacaxizeiro ornamental.

Aumentos nas concentragfes de solidificantes induziriam maiores resisténcias
a difusdo dos reguladores de crescimento e nutrientes no meio, enquanto baixas
concentragfes incrementariam o crescimento de ramos de péra pela maior
disponibilidade de nutrientes. (LEITE, 1993).

Andrade et al. (2011) afirma que ndo ha necessidade de uso de agar na

composi¢do do meio de cultura para o enraizamento de mudas de bananeira das
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cultivares Grande Naine e de Prata-Ana, quando micropropagadas em laboratorio.
Utilizando-se também da bananeira Prata-and, Couceiro (2001) atesta que as
concentracfes de &gar que proporcionaram melhor crescimento das mudas variam de
2,3a4,09.L™

O fato da maioria dos resultados terem sido observados na auséncia ou em
baixas concentracGes de agar estd relacionado ao potencial osmotico. Desta forma, o
aumento das concentraces de &gar promove a elevacdo do potencial osmético do meio
de cultura, dificultando a difusdo dos nutrientes para os embrides e, consequentemente,
reduzindo seu desenvolvimento (PASQUAL et al. 2002).

Por se tratar de eventos bioldgicos, a ocorréncia de variagcdes nas respostas de
cada cultura em relagdo ao cultivo in vitro € normal acontecer. Lima et al. (2007)
assegura que o desenvolvimento in vitro de eixos embrionarios de urucu é melhor em
meio MS com concentracdo de 10g.L™. Em plantulas oriundas de sementes sem
tegumento, a massa seca foi crescente com o0 aumento da concentracdo de 4gar no meio
de cultura. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de que maiores concentracdes de
agar no meio de cultivo favorecem a absorcdo de minerais e, consequentemente, maior
acumulo de biomassa, culminando com maior massa seca. O contrario foi observado em
sementes intactas e eixos embrionarios, onde ocorreu uma queda na massa seca das
plantulas, com o aumento da concentracao de 4gar no meio de cultivo.

Essas variacOes tdo diversificadas das concentracdes de agar podem ter sua
causa associada ao fato de que a utilizacdo do &gar pode estar associada a outros
componentes do meio de cultivo, como o experimento estabelecido por Pasqual et al.
(2008) que notou que 0 aumento das dosagens de &gar (0; 2,5; 5,0; e 7,5 g.L™)
proporcionou queda linear da massa seca do abacaxizeiro ornamental, estando as

dosagens de agar associada concentracdes de BAP e ANA.

5 CONCLUSOES

O hibrido de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus obteve melhor
desempenho no estabelecimento in vitro em relagdo ao hibrido de Eucalyptus urophylla
x Eucalyptus grandis.

A melhor concentracdo de agar no estabelecimento in vitro dos hibridos de
eucalipto empregando um método direto de regeneracdo se encontra no intervalo entre
7,25 7,94 g.L™ de agar .
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Estudos mais aprofundados devem ser feitos de modo a combinar as
concentragfes de agar com outros elementos da micropropagacdo como, por exemplo, a

sacarose, pH, luminosidade, hormonios de crescimento, etc.
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