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Resumo

O género Eucalyptus, pelo seu rapido crescimento e propriedades fisico-quimicas da madeira, é
amplamente utilizado como matéria-prima para a industria papeleira. Nesse contexto assume assim uma
grande importancia em termos econdmicos e sociais, pela producgdo industrial e pelo emprego gerado

através de diversos meios ligados ao setor florestal.

Este género apresenta barreiras no que toca ao sucesso no enraizamento in vitro, ocorrendo
genétipos mais faceis e outros mais dificeis de enraizar, sendo por isso importante estudar a sua

recalcitrancia.

Este trabalho foi realizado no ambito de uma parceria entre 0 RAIZ e a Universidade de Coimbra e
incidiu sobre a avaliacdo do enraizamento in vitro de gendtipos de eucalipto em diferentes condicGes de
iluminacdo, através de parametros fenotipicos. Os genotipos utilizados pertenciam a duas espécies puras e

a quatro hibridos diferentes.

Foi possivel verificar que a germinacdo de Eucalyptus globulus é muito elevada, na ordem dos 95%,

em relacdo ao Eucalyptus nitens.

Com base nas taxas de sobrevivéncia, conseguiu-se estabelecer qual o meio preferencial para cada

gendtipo.

Para o ensaio de enraizamento A, concluimos que o genotipo E. globulus (G09) apresentou maior
capacidade de enraizamento, mas o gendtipo E. grandis x E. globulus (77000) é o que apresenta de forma
geral uma avaliacdo superior dos parametros estudados, com um nimero médio de raizes formadas de 3,2
+ 1,31 e a maior média do comprimento da > raiz. No ensaio B, para as plantas sem um periodo de escuro,
a taxa de enraizamento foi nula para todos os gendétipos com excecdo do gendtipo E. globulus (7%). No
entanto, para as plantas que ficaram 10-15 dias no escuro e foram transferidas posteriormente para luz
branca, apresentam taxas de enraizamento significativas com excecao dos gendtipos E. globulus (G09), E.
viminalis x E. saligna (BARG6) e E. grandis x E. globulus (77000). Para o ultimo ensaio, foi possivel
observar que 0 genotipo E. globulus apresentou maior capacidade de enraizamento do que o gendtipo

E.nitens, nas duas condicGes de iluminacao.

A andlise dos resultados permitiu concluir que a utilizagdo de iluminacdo LED durante o processo

de enraizamento ndo demonstrou diferencas significativas comparando com a iluminacdo normal, ainda de

XVi



destacar que se observou uma maior taxa de enraizamento quando existiu um periodo de escuro apds

indugdo com IBA.

Deverdo ser realizados estudos mais detalhados de forma a perceber que outras variaveis poderao

ter influéncia no enraizamento in vitro de varios gen6tipos de eucalipto.

Palavaras-chave: enraizamento; eucalipto; iluminagéo; in vitro; LED

XVii



XViii



Abstract

Eucalyptus, due to its fast growth and applied physical properties of wood, is promoted as a raw material
for the paper industry. In this context, it is thus assumed a great importance in economic and social terms,

for industrial production and for employment through various means linked to the forestry sector.

This genus presents barriers in terms of success in rooting in vitro, with genotypes easier and others more

difficult to root, so it is important to study its recalcitrance.

This work was carried out as part of a partnership between RAIZ and the University of Coimbra and focused
on the evaluation of the in vitro rooting of eucalyptus genotypes under different lighting conditions, through

phenotypic parameters. The genotypes used were from two pure species and four different hybrids.

It was possible to confirm that the germination of Eucalyptus globulus is very high, reaching 95% success

in relation to Eucalyptus nitens.
Based on the survival rates, it was possible to establish the preferred medium for each clone.

For rooting test A, we concluded that genotype E. globulus (G09) showed greater rooting capacity, but
genotype E. grandis x E. globulus (77000) is the one that generally presents a higher evaluation of the
studied parameters, with an average number of roots formed of 3.2 + 1,31 and the highest mean root length.
In rooting test B, for plants without a dark period, rooting rate was zero for all genotypes except for the E.
globulus genotype (7%). However, for plants that were 10-15 days in the dark and later transferred to white
light, it showed significant rooting rates with the exception of genotypes E. globulus (G09), E. viminalis x
E. saligna (BARG6) and E. grandis x E. globulus (77000). For the last test, we can see that genotype E.

globulus had the best rooting capacity compared to E.nitens genotype, under both lighting conditions.

The analysis of the results showed that the use of LED lighting during the rooting process does not differ
by comparison with normal lighting, it should also be noted that a higher rooting rate was observed when
there is a dark period after induction with IBA. More detailed studies should be carried out in order to

understand that other variables influence the in vitro rooting of various eucalyptus genotypes.

Keywords: eucalyptus; in vitro; LED; lighting; rooting
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1. Introducao




1.1 Contextualizacédo do trabalho

A floresta em Portugal tem grande importancia a nivel econémico e social, ndo s pelo contributo das suas
exportacGes para o PIB nacional mas também por empregar muitas pessoas, contribuindo também para a
evolucdo positiva das exportacdes portuguesas (Sarmento et al., 2013).

O eucalipto (sendo a espécie Eucalyptus globulus Labill. a que tem maior expressdao em Portugal) ocupa
aproximadamente 26% da area florestal (ICNF, 2015). Devido ao crescimento rapido e uma alta capacidade
de adaptacdo aos solos e clima do nosso pais, € uma das espécies lenhosas mais cultivada em florestas de
producdo em Portugal, principalmente como matéria-prima para a industria do papel.

Uma das técnicas utilizadas na multiplicacdo de espécies florestais com grande destaque atualmente, é a
micropropagacédo, permitindo a sele¢do in vitro de gendtipos com caracteristicas interessantes, para um
determinado fim.

Apesar da sua utilidade ha mais variaveis que influenciam o sucesso do processo de propagacao vegetativa,
como € o caso do meio de cultura, das hormonas de crescimento e da iluminacao.

No caso do E. globulus, um dos grandes problemas ¢ a dificuldade no enraizamento in vitro, havendo
genotipos que sdo mais faceis de enraizar e genotipos dificeis de enraizar, que precisam de condi¢des 6timas
para a formacao de raizes adventicias.

Perante esta situacdo, é necessario selecionar e multiplicar gen6tipos que apresentam uma maior capacidade
de enraizamento in vitro, para além de outras caracteristicas de desempenho e adaptabilidade superiores.
A hibridacdo de E. globulus com outras espécies do género Eucalyptus tem demonstrado excelentes
resultados, que védo desde a qualidade da madeira, ao seu crescimento, uma maior adaptacdo a condigdes

climatéricas e a uma maior facilidade de propagacdo (Alfenas et al., 2009).

Este trabalho de mestrado realizou-se no &mbito de uma parceria entre a Universidade de Coimbrae o RAIZ
(Instituto de Investigacdo da Floresta e do Papel), com o intuito de otimizar protocolos de micropropagacéo
de eucalipto e avaliar o enraizamento in vitro de diferentes genotipos em condicGes distintas de iluminagé&o,

com particular incidéncia na iluminagéo LED.



1.2 A floresta em Portugal

O aumento populacional a que se tem assistido nas Gltimas décadas, atingindo atualmente perto de oito mil
milhGes de pessoas e com perspetivas para aumentar (Pison, 2019) tem levado a um aumento igualmente
acelerado da procura de bens alimentares e matérias-primas de origem vegetal. Esta pressao demografica
tem impacto nos recursos naturais do planeta, de onde se destaca a reducdo da area de floresta natural. As
florestas plantadas, estabelecidas atraves da plantagdo ou sementeira de espécies nativas ou exoticas,
surgem como alternativa para suprir as necessidades crescentes de producdo de matérias-primas a partir de

biomateriais, de protecdo das florestas naturais e/ou conservacao ambiental (Evans, 2009).

No final do século XV, assistiu-se a uma grande preocupacdo com a falta de madeira, uma vez que restavam
guase apenas 0s coutos de caca, levando assim, mais tarde, ao conceito de recriar artificialmente as florestas
como protecdo do solo e forma de retencdo da agua (Pereira, 2014). Criou-se assim legislacdo para
incentivar a reflorestagio, como aconteceu com a Lei das Arvores, criada em 1562, que obrigava todos 0s
municipios a ordenar o plantio de diversas arvores para a obtencdo de madeira, sendo o pinheiro-bravo
(Pinus pinaster), uma das espécies florestais mais utilizadas na época.

Em Portugal, no século XX, o setor florestal teve uma evolucdo significativa, devido a uma forte
intervencdo, inicialmente pelos proprietérios florestais e, de seguida, pelo Estado, através de uma estratégia
politica que pretendia aumentar a &rea florestada (Radich e Batista, 2005). Dai resultaram recursos
econdémicos para uma melhoria das condi¢des sociais das populacdes, e com esse intuito procedeu-se a
criacdo de entidades reguladoras e legislacdo para o fomento florestal.

A area mundial de florestas plantadas teve um crescimento consideravel entre 1990 e 2010, passando de
178 milhdes de hectares para 264 milhGes ha, representando assim um aumento de cerca de 7% de area
florestal mundial (Jurgensen et al., 2014).

A floresta em Portugal tem atualmente um grande impacto econémico e ecoldgico, pois é dela que
usufruimos de varios bens e servigos essenciais, tais como a madeira (construcdo, producao de biomassa,

producéo de pasta de papel), sementes, frutos, cortica e até lazer (Pessoa et al., 2014).

De acordo com o 6° Inventério Florestal Nacional (ICNF, 2015), as diferentes espécies de eucalipto tém a
maior area no pais relativamente a superficie florestal (812 mil ha; 26%), o sobreiro a segunda (737 mil ha;

23%), seguindo-se o pinheiro-bravo (714 mil ha; 23%). A area ocupada por espécies resinosas corresponde



a cerca de 31% da superficie florestal em Portugal, sendo a restante (69%) ocupada por espécies folhosas,

como se observa na figura 1.
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Figura 1 - Distribuicdo das &reas totais por espécie/grupo de espécies. Fonte: ICNF (2015).

1.3 O inicio da cultura de eucalipto em Portugal

O género Eucalyptus, originario da Australia, alberga varias espécies importantes para a inddstria da
madeira, bem adaptadas a uma ampla variedade de condi¢6es ambientais (Pinto et al., 2016). A grande
adaptabilidade dos eucaliptos, combinada com um rapido crescimento e propriedades superiores da
madeira, levou a sua plantacdo em mais de 100 paises em todo 0 mundo, representando mais de 20 milhdes
de hectares (Iglesias-Trabad et al., 2009).

Este género inclui mais de 800 espécies, pertencente a familia Myrtaceae a qual também pertencem outras
espécies de importancia econdmica, como as fruteiras Acca sellowiana (feijoa) e Psidium guajava (Pinto
etal., 2016). O genero Eucalyptus divide-se em oito subgéneros sendo o subgénero Symphyomyrthus aquele
que alberga a maioria das espécies (Poke et al., 2005). As dez espécies de eucalipto economicamente mais

importantes e cultivadas em todo o0 mundo sdo: E. grandis, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus,
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E. urophylla, E. viminalis, E. saligna, E. deglupta, E. exserta e E. citriodora, E. paniculata e E. robusta
para producédo de celulose e madeira (Pinto et al., 2016). Destas espécies, Potts e Dungey (2004) relataram
que E. grandis, E. urophylla e os seus hibridos sdo os melhores para a producdo de celulose em regides
tropicais e subtropicais, enquanto E. globulus é mais comum em regides temperadas (livre de geadas
severas). Em comparacdo com outras espécies de eucalipto, a espécie E. globulus possui uma morfologia
superior das fibras e requer menor utilizacéo de produtos quimicos para obter uma pasta branqueada, devido
ao seu menor teor em lenhina (Pinto et al., 2016). E. camaldulensis é conhecida pela sua capacidade de
proliferar em regides aridas e semi-aridas enquanto que E. urophylla é altamente produtiva e E. nitens é
reconhecida pela sua adaptabilidade a climas mais frios (Gomes e Canhoto, 2003). A grande diversidade,
adaptabilidade e crescimento do eucalipto tornou-o um recurso global renovavel de fibra e energia,
representando assim uma opcdo adequada para atender as crescentes necessidades de madeira a nivel
mundial. Parece, portanto, inevitavel que as areas ocupadas por eucaliptos de rapido crescimento continuem
a aumentar nos proximos anos.

Em Portugal, a introducédo do eucalipto, nomeadamente o E. globulus tera ocorrido entre 1820 e 1830, com
alguns autores a citar que tenha sido mais tarde, na década de 1850 (Borralho et al., 2007). Esta introducéo
deveu-se em grande parte a uma grande falta de madeira a nivel nacional. O aparecimento desta espécie de
crescimento rapido, com troncos aprumados e esguios, constituia um grande atrativo para os agricultores,
pois era um modo eficaz de obter madeira para uso nas exploragdes agricolas e como combustivel (Borralho
et al., 2007).

A utilizacdo desta espécie foi, inicialmente, fomentada por entusiastas para fins ornamentais e medicinais
em algumas regides do territorio, sendo que a primeira utilizacdo para fins comerciais, foi no ambito da
criagdo de travessas de madeira para caminhos-de-ferro (Borralho et al., 2007). Segundo Borralho et al.
(2007), as primeiras plantagdes com essa finalidade foram realizadas em 1870 pela Companhia Real dos
Caminhos de Ferro Portugueses, a partir de viveiros e da instalacdo definitiva nas areas reservadas das
estacOes, casas de guarda e ao longo das linhas. Entretanto, assistiu-se a um longo periodo em que o recurso
ao eucalipto ndo teve grande expressao, e sO a partir da decada de 1940 se tornou numa Obvia e importante
fonte de matéria-prima para a producdo de pasta de papel (Radich, 1994). A utilizacdo da madeira de
eucalipto para a producédo de pasta de papel pelo processo denominado kraft pela Companhia Portuguesa
de Celulose em Cacia, Aveiro (atualmente The Navigator Company), a partir de 1956, foi um marco para
0 sucesso mundial da industria do papel, constituindo atualmente um dos setores mais importantes a nivel
nacional (Alves 2007; Gutierrez-Poch 2012). Em 2018, o volume de vendas correspondeu a 1,44% do
produto interno bruto e as exportacdes do setor representam 4,9% do total das exportagfes nacionais
(CELPA, 2018).



1.3.1 Vantagens e limitacGes da cultura de Eucalyptus globulus

Da lista de espécies exoticas introduzidas no nosso pais, o eucalipto é o género que mais se distingue do
ponto de vista economico, possui uma forte capacidade de adaptacdo em condi¢des diferentes do seu habitat
natural, eficiéncia na captacdo e utilizacdo de nutrientes e agua, assim como o grande porte e potencial de
crescimento (Silva et al., 2007).

Segundo Canadas e Novais (2014) , a area disponivel para a realizacdo da plantacédo do E. globulus também
é reflexo da modernizacdo da agricultura aliada ao declinio demogréafico das areas cultivaveis, e ao
abandono da atividade agricola. A ocupacdo agroflorestal e florestal constituem assim uma forma de
ocupacdo do terreno e fixacdo de populacao, que segundo a ENF (Estratégia Nacional para a Floresta, 2015)

gera cerca de 100 mil empregos, ou seja, cerca de 4% do emprego nacional.

A espécie E.globulus teve uma boa adaptabilidade as regiGes de clima mediterranico com inverno suave,
mas apesar da sua resisténcia ao stress hidrico, por ser uma espécie de crescimento rapido, necessita de uma
precipitacdo anual média acima do que se verifica normalmente em muitas regides de Portugal. Estas
caracteristicas sdo encontradas no continente portugués com maior expressdo a norte do rio Tejo (Fig. 2).
Nas regides em que as necessidades hidricas ndo sdo atingidas a competitividade por adgua ir& fazer com
que o subcoberto arbustivo e herbaceo ndo se instale adequadamente. J& em condic¢Bes 6timas de clima e
solo, o eucalipto pode, como outra qualquer espécie arbustiva, ajudar ao desenvolvimento de perfis de solos
mais férteis (Madeira et al., 2007; Soares et al., 2007). Deste modo, podemos compreender que a
produtividade de um eucaliptal depende de varios fatores bioticos (pragas e doencas) e abidticos
(temperatura, pluviosidade, solo).



Figura 2 - Distribuicdo geografico do Eucalyptus globulus em Portugal. Fonte: Celpa (2016) e ICNF (2015).

O crescimento das arvores e a sua produtividade dependem do balanco de carbono existente na planta, ou
seja, da diferenca entre o que é assimilado pelas plantas (fotossintese) e o carbono gasto no catabolismo, o
que juntamente com 0s saiS minerais e a gua, ira constituir a biomassa vegetal. De acordo com alguns
estudos, cerca de 95% da biomassa vegetal do eucalipto é resultado direto do processo de fotossintese
realizado pela planta (Silva et al., 2007).

A falta de manta organica nas talhadias de eucalipto, em regides onde o solo tem escassez de agua, faz com
gue o solo seja mais compacto quando comparado com outras culturas florestais como os carvalhos e 0
pinheiro. Além disso, a questdo da grande absorcdo de agua por esta espécie, apesar de eficiente, esta
relacionada com o primeiro conflito social e ecoldgico em relacdo ao cultivo do eucalipto. Alguns
agricultores, nos anos 30 do século XX, queixaram-se do decréscimo da producgédo de suas culturas que
ficavam proximas as plantacGes da espécie, pela disputa de agua entre as plantas agricultiveis e o eucalipto
(Pereira, 2007). Noutros casos, em areas ndo adequadas para a plantagdo resultou na secagem das fontes de

abastecimento publico, como foi o caso da Serra D"Ossa, no Alto Alentejo (Silva et al., 2007).



Segundo Soares et.al., (2007), a expansdo do cultivo do eucalipto em Portugal, desenvolveu-se numa época
em que na sociedade portuguesa, crescentemente urbanizada, tinham cada vez maior relevancia as atitudes
ecologicas e a conservacdo da biodiversidade. Foi neste contexto, em que os valores de produtividade
florestal se foram confrontando com um imaginario de defesa do ambiente, que surgiu a contestacéo
ambiental ao cultivo desta espécie que podemos observar ainda hoje. No entanto, o eucaliptal tem também

um papel importante na conservacao da biodiversidade.

E consensual que os eucaliptais podem tornar-se habitats mais favoraveis se geridos de forma apropriada
(CELPA, 2016), e numa Otica de gestdo florestal sustentavel, que compatibilize a produtividade florestal

com a preservacao dos valores naturais e a biodiversidade, deve ser promovida ao nivel da paisagem.

1.4 Distribuicéo geografica

As arvores do género Eucalyptus dominam a maior parte das florestas e bosques da Oceania (Kirkpatrick,
1975). A area de dispersdo natural inclui populacdes ao longo da costa sul e oeste da ilha da Tasmania,
ilhas do estreito de Bass (ilhas King, Flinders e Cape Barren) e duas regides do estado de Vitoria (na
Australia Continental), designadamente em Otways, a oeste, e South Gippsland a sudeste do estado (Soares
etal., 2007). O E. globulus, pertence a um grupo de quatro subespécies muito aparentados entre si: globulus,
a maidenii, a pseudoglobulus e a bicostata. Estas quatro subespécies tém uma distribuicdo natural muito
maior chegando mesmo ao interior norte e nordeste de Vitdria e até parte da regido sul da Nova Gales do

Sul, como podemos observar na figura 3.
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Figura 3 - Distribuicdo das populagdes puras e hibridas de E. globulus, E. bicostata, E. pseudoglobulus e E. maidenii na
Oceania. Fonte: Jordan et al. (1993).

As populaces de E. globulus consideradas tipicas ocorrem a este e sul da Tasmania, nas ilhas Cape Barren
e South Flinders e em algumas manchas no sul de Gippsland (em Vitéria). No entanto, em varios pontos da
distribuicdo das quatro espécies, ocorrem areas de contacto onde as populacBes mostram caracteristicas
intermédias (Figura 3). Esta situacdo dificulta a separacdo Obvia entre os quatro taxa e complica
consideravelmente a decisdo sobre qual a populacdo base de E. globulus que deve ser considerada para
programas de melhoramento, por exemplo. Apesar da complexidade que esta situacdo aparenta, tem-se hoje
uma ideia relativamente bem consolidada da filogenia da espécie E. globulus e da sua relacdo com as
espécies E. maidenii, E. bicostata e E. pseudoglobulus (Soares et al., 2007).



1.5 Melhoramento genético do eucalipto

E importante compreender a estrutura genética das populacbes naturais de eucalipto porque sé assim
podemos entender quais 0s recursos genéticos disponiveis na natureza, numa fase inicial de constituicdo de
um programa de melhoramento. A longo prazo, o conhecimento da variabilidade genética permite que se
constitua uma populacdo com uma base genética suficientemente ampla e bem adaptada, evitando-se uma

consanguinidade excessiva que comprometa o ganho nas geracdes futuras (Soares et al., 2007).

Os programas de melhoramento em Portugal pelas empresas, Portucel, Soporcel e Caima, tiveram inicio a
partir dos anos 80 e 90 com esquemas de selecdo e instalacdo de pomares (Soares et al., 2007). O
investimento nestes programas de melhoramento teve como principal objetivo a producéo industrial de
pasta de papel. Com o objetivo tracado, recursos humanos e financiamento apropriado, foi possivel o
progresso destes programas por mais de quatro décadas tornando Portugal um dos paises do mundo em que

o melhoramento de E. globulus se encontra mais avancado (Soares et al., 2007).

A produtividade vegetal, tdo importante para a industria da pasta do papel, € um parametro complexo,
condicionado por eventos acumulados ao longo da ontogenia da arvore e depende quer da eficiéncia de
producdo em periodos de abundéancia de recursos, quer de tolerancia (e sobrevivéncia) a periodos de stresse
abidtico e/ou bidtico. Por isso, dados como a altura, didmetro ou volume individual tém uma elevada
variabilidade, mesmo num ensaio experimental. Esta enorme variabilidade depende das condic6es locais,
qualidade do delineamento experimental, qualidade da instalacdo, condugdo do povoamento e competicao
entre arvores. Foi previsto em estudos anteriores taxas anuais tedricas de melhoramento para crescimento
na ordem dos 2,3 a 2,5% em programas de melhoramento em Portugal, uma estimativa que encaixa bem
nos ganhos reportados pelo programa RAIZ desde 1995 (de 2,5% ao ano em volume) e pela Celbi (60%

apos duas geracdes de melhoramento) (Soares et al., 2007).

Um elemento chave no delineamento dos programas de melhoramento € a importancia da interagdo que
existe entre gendtipo e ambiente, ou por outras palavras de que modo o comportamento de um gendtipo
(relativamente aos restantes) sofre alteracdes em funcdo do ambiente em que se encontra, com especial
destaque para o solo e o clima, mas também relativamente & silvicultura e & competicdo. No nosso pais este
assunto tem um peso importante uma vez que a area abrangida pelas plantacdes de eucalipto é muito vasta
e diversificada, quer do ponto de vista climatico, quer no que diz respeito as propriedades fisicas e quimicas

do solo.
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Ha& que referir também a importancia dos trabalhos de genética molecular e genémica desenvolvidos no
ambito dos programas de melhoramento em Portugal. A utilizagdo direta destas tecnologias tem tido grande
expressao assim como a biotecnologia aplicada ao eucalipto. As primeiras areas de pesquisa em
biotecnologia incluiram a regeneracdo de material por micropropagacdo, através da utilizacdo de
proliferacdo de meristemas, embriogénese e organogénese (Pinto et al., 2016). Estes trabalhos foram
motivados pela necessidade de desenvolver processos de propagacdo vegetativa que ultrapassem as
limitacGes do fraco enraizamento e os custos elevados de clonagem associados ao E. globulus. Com a
descoberta de novas técnicas de genética molecular (sobretudo durante os anos 90) procurou-se desenvolver
protocolos para sele¢do assistida por marcadores moleculares, dentro de familias de pedigree conhecido e,
através da gendmica, identificar genes de interesse de modo a proceder a selecdo de haplotipos desejaveis

ou eventualmente a sua transformacao (Myburg et al., 2007).

1.6 Reproducéo das plantas

A propagacdo vegetativa é uma técnica amplamente usada em programas de melhoramento de arvores para
gerir eficientemente as popula¢cfes e aumentar o nimero de plantas disponiveis mais rapidamente do que é

possivel com os procedimentos convencionais de propagacéo através de sementes (Mullin e Park, 1994).

Existe um leque alargado de técnicas que permite a multiplicacdo de plantas para os mais diversos fins.
Devido a sua natureza, estes métodos podem ser divididos em dois grupos principais, 0s métodos de
propagacao sexuada e os de propagacdo assexuada, e devem ser escolhidos de acordo com o objetivo
pretendido. Na propagacdo sexuada, surgem novas plantas apds a fusdo dos gametas parentais e
desenvolvem a partir de embrides zigoticos contidos em sementes ou frutos, sendo que na maioria dos
casos, as plantulas serdo variaveis e cada uma representard uma nova combinacdo de genes, formada
durante o desenvolvimento dos gametas (meiose) e durante a fusdo (George et al., 2008). O método de
propagacao assexuada ndo envolve a fusdo de gametas, nem depende da meiose, pelo que, as novas plantas
dai originadas séo geneticamente idénticas a planta inicial. No entanto, podem ocorrer variagdes fenotipicas
entre os rebentos de um mesmo clone. Estas variagdes séo provavelmente causadas por fatores ambientais
ou devido a morfologia dos clones, isto é, tamanho da estaca, altura em que as estacas foram recolhidas e
as condicdes em viveiro relacionadas ao vigor do propagulo ou a qualidade do sistema radicular (Higashi e
Silveira, 2000).
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A técnica de propagacdo assexuada mais simples e de baixo custo para a obtencdo de clones de espécies
florestais tem sido o enraizamento de estacas. E um processo de propagacio vegetativa que consiste em
colocar um segmento caulinar ou foliar em meio adequado para o enraizamento e desenvolvimento da parte
aérea e da raiz, de maneira a que se forme um novo rebento (Almeida e Xavier, 2007; Dias et al., 2007).
No entanto, varias espécies apresentam taxas de enraizamento muito baixas, com indices inferiores aos

desejados (Borges, 2009), sendo necessario a utilizacao de outros métodos de propagacao vegetativa.

1.7 Micropropagacao de plantas

De acordo com Canhoto (2010), a micropropagacdo € um método cada vez mais utilizado para producéao
de plantas em larga escala, possibilitando a propagacdo de espécies dificeis de clonar atraves de técnicas
de propagacdo mais convencionais, permitindo também entre outras vantagens, assegurar o0 estado

fitossanitario dos propagulos mantidos em condicdes assépticas.

Esta técnica de propagacdo, que conheceu uma enorme expansdo na segunda metade do século XX, veio
melhorar a capacidade de producdo de novas plantas, tanto pela qualidade como quantidade do material
obtido. A micropropagacdo tem sido adotada como a principal estratégia de propagacao de espécies, cujas
caracteristicas que se pretendem selecionar justifiquem tal investimento (Thorpe, 2007).

Através desta técnica, consegue-se obter um grande nimero de clones com recurso a meios de cultura que
apresentem na sua constituicdo os elementos necessarios de forma a induzir a resposta fisiologica

pretendida (Trigiano e Gray, 2004).

Os meios de cultura utilizados para a cultura de tecidos vegetais fornecem as substancias essenciais
(vitaminas, minerais, agucares) para o desenvolvimento dos tecidos e condicdes ideais de pH e esterilidade
consoante as necessidades da espécie, entre outras (Canhoto, 2010). No entanto, sdo as hormonas, ou 0s
reguladores de crescimento, adicionadas ao meio que tém um papel determinante na manipulagdo do
desenvolvimento dos tecidos mantidos in vitro. Embora algumas hormonas ndo existam nos tecidos
vegetais provocam, quando aplicados nas plantas, respostas analogas as induzidas pelas hormonas sendo as

mais importantes as auxinas, citocininas e giberelinas (Canhoto, 2010).

12



O sucesso deste processo depende em grande parte da fase inicial de estabelecimento in vitro. Isto porque
as etapas ulteriores de multiplicagdo e aclimatacdo das plantas ex vitro s6 séo realizadas se as culturas

apresentarem bom vigor vegetativo e forem mantidas em condi¢Ges assépticas.

As técnicas de micropropagacdo mais usadas na propagacdo de plantas lenhosas sdo a embriogénese
somatica, a organogénese e a proliferacdo de rebentos caulinares (Gomes e Canhoto, 2009), podendo estes

ultimos ser resultantes da cultura de apices ou de segmentos nodais.

Segundo Canhoto (2010), considera-se que a cultura de meristemas € a técnica mais simples de
micropropagacdo, pois ndo ocorre uma nova inducdo meristemas mas apenas o desenvolvimento de

meristemas ja existentes no explante e o ulterior enraizamento dos rebentos caulinares resultantes.

O potencial da cultura de meristemas é grande tendo em conta que se pode obter um elevado nimero de
plantas num curto espaco de tempo (Chawla, 2009), esta técnica, por sua vez permite também que se
produzam novas variedades o que se torna fundamental para o estabelecimento de bancos de germoplasma
(Canhoto, 2010).

1.7.1 Etapas principais da micropropagacao

Segundo Murashige (1974), estabelecem-se 3 fases diferentes aquando do processo de obtengédo de plantas
por proliferacdo de meristemas: 1) estabelecimento in vitro dos explantes, 2) multiplicacdo e 3)

enraizamento.

1.7.1.1 Estabelecimento in vitro

Numa primeira fase sdo selecionados os explantes, pois esta sele¢éo esté ligada ao eventual sucesso ou nao
da cultura, em geral, devem ser escolhidos os rebentos indicados conforme as caracteristicas da espécie a
estudar, pois 0 sucesso sera maior e a complexidade dos meios utilizados menores (Canhoto, 2010). Esta
etapa envolve todo o processo desde a recolha do material até ao estabelecimento in vitro. S&o aplicados
pré-tratamentos ao material tal como sistemas de desinfecéo, tratamentos estes que podem provocar a morte
do tecido vegetal caso o procedimento seja demasiado nocivo. A desinfecdo pode tornar-se também
complicada no que se refere a microrganismos enddgenos que, muitas vezes, ndo se manifestam nos

estagios iniciais do processo de micropropagacdo, aparecendo passado algum tempo de cultura (Bunn,
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2002). Para evitar a contaminacéo, os recipientes das culturas in vitro devem ser fechados e esterilizados,
mas que permitam trocas gasosas com o exterior. E importante ainda trabalhar com instalagdes proprias e
normas de trabalho que promovam a criacdo de um ambiente externo ao recipiente com total assepsia
(Canhoto, 2010). As concentracdes das solucBes desinfetantes, assim como as combinacfes dos seus
principios ativos e os tempos de exposicdo podem influenciar significativamente a percentagem de
contaminag&o, tornando-se necessario o estabelecimento de protocolos diferentes a medida de cada espécie
a propagar pois cada espécie requer condices e tratamentos diferentes consoante as necessidades da
mesma.

No que se refere ao material com maior potencial para estabelecer in vitro, os explantes retirados do apice
encontram-se num estado de desenvolvimento mais jovem comparativamente aos explantes obtidos a partir
da base da planta, pois o apice apresenta maior capacidade de regeneracdo, superior ao das gemas laterais
(Canhoto, 2010).

Uma vez que se retinam todas as condi¢des desejadas nesta etapa inicial, passa-se para a fase seguinte que

é a de multiplicacdo da cultura para a obtencéo da quantidade de propagulos desejados.

1.7.1.2 Fase de multiplicacéo

Esta fase depende em grande parte da forma como os explantes reagiram a fase de estabelecimento
(Canhoto, 2010). O objetivo da fase de multiplicacdo é essencialmente, obter um elevado nimero de
propagulos, com a minima variacdo genética possivel, no menor intervalo de tempo e livre de
contaminacdes, tendo em conta fatores importantes para 0 seu sucesso como a formulagdo dos meios de

cultura e as condicdes fisicas do ambiente de crescimento (Beltrame, 2013).

A composicgdo do meio de cultura utilizado nesta fase também ira variar de acordo com as exigéncias das
plantas quanto aos nutrientes, com algumas modificacdes para atender as necessidades especificas da
espécie, além disso, muitas vezes sdo utilizadas hormonas de crescimento, para que ocorra uma inducao
gue promova o desenvolvimento dos explantes, sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada em

espeécies lenhosas (Dutra et al., 2010; Oliveira et al., 2013).
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1.7.1.3 Enraizamento

O objetivo desta fase final é enraizar os rebentos produzidos na fase anterior de modo a obter plantas prontas
a ser transferidas para um substrato e, depois, para condi¢des de campo. E normalmente nesta fase que se
verificam grandes perdas o que causa limitagdes importantes no sucesso da micropropagacao (Canhoto,
2010).

Basicamente o enraizamento pode ocorrer in vitro ou ex vitro (Fig. 4), sendo que a escolha de um ou outro
método ird depender da espécie que esta a ser propagada. No enraizamento in vitro adiciona-se aos meios
de cultura, auxinas, que séo reguladores de crescimento que por norma estimulam a producdo de raizes,

enguanto no ex vitro utiliza-se apenas o substrato.

Fase ] - Estabelecimento Fase 2 - Multiplicacao

L
.
lsmssass

Fase 3 /4 - Enraizamento
Aclimatizacio

Crescimento em

ambiente natural in vitro

Figura 4 - Diagrama de micropropagacdo, exemplificando os sistemas de enraizamento, in vitro e ex vitro. Fonte: Beltrame
(2013).

Na utilizacdo das auxinas, hd que ter em conta que as concentracdes e tempos de utilizacdo variam
consoante a especie utilizada. Pode ocorrer a formacéao de calos na base dos rebentos caulinares se houver

uma exposi¢do muito prolongada desta hormona ou as concentragcdes forem muito elevadas, s6 depois
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ocorrendo a formacao de raizes. Esta circunstancia pode levar a uma anomalia na conexao que existe entre

o sistema vascular do caule e das raizes, dificultando assim o seu crescimento (Canhoto, 2010).

O processo de enraizamento pode ser dividido em duas fases principais: a fase de iniciacdo radicular e de
expressdo e alongamento do primdrdio radicular (Canhoto, 2010). Para a maioria das plantas, o
procedimento aplicado para a diferenciacdo da raiz envolve a transferéncia de rebentos propagados, em
meio liquido ou so6lido, para um meio de enraizamento que contenha uma auxina, cuja concentracdo varia

de espécie para espécie (McClelland et al., 1990).

Em algumas espécies, como nas herbaceas, o referido processo pode ser facilmente obtido ao transferir os
rebentos regenerados in vitro para um meio sem reguladores de crescimento (Canhoto, 2010). No entanto,
para muitas das espécies lenhosas, como é o caso do eucalipto, o0 enraizamento pode ser mais problematico,
0 gue acaba por prejudicar a comercializacdo das mesmas, com impactos econoémicos consideraveis. O
enraizamento de rebentos que resultam da proliferacdo de gemas axilares é geralmente alcancado apds um
tratamento com &cido 3-indolbutirico ou uma auxina analoga (Fogaca e Fett-Neto, 2005). Uma origem para
as raizes préximas ao sistema vascular € um pré-requisito para o sucesso do enraizamento, pois, nesse caso,
as novas raizes podem facilmente estabelecer conexdes com o sistema vascular das brota¢des, promovendo
maior sobrevivéncia e aclimatacdo das plantulas (Pinto et al., 2016). Desta maneira, ha que averiguar qual

a origem das raizes através de estudos histologicos (Canhoto, 2010).

Apos a fase de enraizamento, as plantas sdo aclimatadas em condicdes ex vitro. E um passo critico, uma
vez que as plantas ficam expostas a condi¢bes de stresse que poderdo provocar taxas de mortalidade

consideraveis ( Stevens et al., 2017).

1.8 Micropropagacéao de eucalipto

A micropropagacdo de Eucalyptus spp. tem tido grande destaque nas ultimas duas décadas tendo sido
realizados trabalhos importantes para produzir clones em larga escala (Shanthi et al., 2015). A propagacéo
in vitro de Eucalyptus foi descrita pela primeira vez em 1964, utilizando tecidos de pléantulas e,
ulteriormente, micropropagacéo por proliferacdo axilar de rebentos e embriogenese somatica (Le Roux and
Van Staden 1991; Pinto et al., 2013). Além da micropropagacdo em larga escala, a proliferacdo de rebentos

axilares tem sido aplicada em programas que visam: selecionar clones com altos niveis de 6leos essenciais,
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nomeadamente, cineol em E. polybractea (Goodger e Woodrow, 2008), conservar espécies ameagadas de
extin¢do, como E. phylacis (Bunn et al., 2005); criopreservar (Padayachee et al., 2009); propagar hibridos
selecionados (Watt, 2014); ¢ até estabelecer “micro-jardins” clonais (Brondani et al., 2012). Em geral, 0s
explantes sdo cultivados em meios sélidos contendo uma citocinina ou um meio composto por uma auxina

e uma citocinina (Pinto et al., 2016).

Apesar dos avangos no sistema de propagacdo, a recalcitrancia ainda € um grande problema no
enraizamento adventicio para a propagacdo clonal de muitas espécies de arvores, incluindo algumas
espécies de eucalipto (Mendonga et al., 2019). Os principais fatores que limitam a producdo de raizes
adventicias na propagacéo clonal de eucalipto séo, entre outros fatores, grandes variaces na capacidade de
enraizamento entre espécies e clones de eucalipto (Mendonca et al., 2019) e o pequeno numero de raizes
produzidas por cada estaca, 0 que afeta a simetria do sistema radicular e a estabilidade das arvores
(Mokotedi et.al., 2009). Mesmo com a utilizagdo de mini-estacas de material jovem, o enraizamento pode
ndo ser o melhor (Mendonca et al., 2019), devido a acumulacdo de hormonas que podem inibir este

processo, o que pode dificultar a formacéo de raizes.

Um fator conhecido por influenciar o enraizamento ¢ a idade ontogenética do material de origem. E uma
caracteristica determinante e muitas vezes limitadora da maturacdo das plantas lenhosas que pode levar a
um acentuado declinio na capacidade de enraizamento (Stevens e Pijut, 2017). Portanto, a capacidade de
enraizamento do eucalipto pode variar devido ao estado de maturacdo ou morfologia relacionada com

efeitos posicionais nos rebentos originais e crescimento de estacas (Wendling et al., 2014).

Condicdes fisiologicas especificas, como teor de hidratos de carbono, azoto, auxinas e compostos fenolicos,
sd0 essenciais para o enraizamento adventicio (Pandey et al., 2019). Os hidratos de carbono sdo a fonte de
energia para a divisao celular e formac&o de parede celular, tendo um papel importante também na formacéo
de novos meristemas radiculares (da Costa et al., 2013), e o elevado fornecimento de azoto promove o
enraizamento adventicio de acordo com alguns estudos realizados (Zerche e Druege, 2009).

No que diz respeito as hormonas, o fornecimento destes compostos deve estar em equilibrio adequado para
0 enraizamento adventicio. As auxinas endogenas produzidas no apice do explante e transportadas para a
superficie de corte podem ser complementadas com auxinas exogenas, melhorando assim a resposta de

enraizamento (Pop et al., 2011).
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Outro fator que podera afetar o desenvolvimento radicular é a presenca de barreiras anatdmicas, que séo
modificacbes das células da epiderme mais grossas e lenhificadas (Mendonga et al., 2019), o que pode
reduzir o desenvolvimento dos primordios radiculares devido a presenca de fibras (Mendonga et al., 2019),

bloqueando a emergéncia de novas raizes.

Além disso, o enraizamento adventicio depende do genotipo, e difere entre espécies, hibridos e até clones,

que podem exigir diferentes condicdes de cultivo (Mokotedi et al., 2009).

1.9 Luz artificial

A iluminagdo LED (light-emitting diodes) possui uma série de vantagens comparada com a forma mais
comum de iluminacéo. O seu tamanho reduzido, durabilidade, longa duracdo, temperatura de emissao baixa
e a opcdo de escolher comprimentos de onda conforme a resposta da planta (Massa et al., 2008), tudo isto

torna o uso de LEDs uma opcdo interessante.

Outro dos aspetos deste tipo de iluminacdo, descrita por Morrow (2008), é o facto de esta iluminacao poder

ficar proxima dos tecidos das plantas pois possui uma radiacdo baixa.

Uma caracteristica importante deste tipo de fonte luminosa é o facto de os diodos serem monocromaticos
(Pinto, 2008), possibilitando assim escolher o comprimento de onda pretendido para cada planta, coisa que
ndo acontece com lampadas fluorescentes e incandescentes que emitem luz num espectro mais amplo,

reduzindo a sua eficacia.

Segundo Jeong et al., (2018), varios estudos tém demonstrado o efeito da qualidade da luz na organogénese,
embriogénese somética e producdo de metabolitos. No entanto, a acdo de um espectro especifico varia na

indug&o de rebentos, no enraizamento e no contetido dos metabolitos da mesma planta.

Alguns estudos em eucalipto tém demonstrado que a radiacdo pode afetar o enraizamento de diferentes
maneiras. RadiagOes baixas parecem favorecer o enraizamento de rebentos de E. globulus em estufas
(Wilson, 1998).

A combinacdo de LEDs azuis/vermelhos parece ser determinante também na reducéo da contaminacéo e

da oxidagéo dos explantes (Souza et al., 2018).

Segundo Ruedell et al., (2013 a), a qualidade da radiagdo tem efeito na taxa de enraizamento para espécies

recalcitrantes como o E. globulus e pouco efeito em espécies faceis de enraizar como o Eucalyptus grandis.
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Os efeitos distintos da luz e da auxina no desenvolvimento de raizes adventicias em Eucalyptus podem
fornecer um sistema valioso para a caracterizagdo das etapas adjacentes e a regulacdo da regeneracgéo de
raizes. A possibilidade de “desligar” e “ligar” o processo de enraizamento adventicio pela manipulagao da
luz e das hormonas de enraizamento podem fornecer uma ferramenta para examinar o processo de

enraizamento a niveis bioquimicos e moleculares em espécies lenhosas (Fett-Neto et al., 2001).

1.10 Objetivos

Como referido anteriormente, existe a necessidade de clonar espécies e/ou hibridos de eucalipto para
satisfazer a procura do mercado. Apesar do imenso trabalho que existe em volta deste género de plantas, a
investigacdo da melhoria do enraizamento in vitro de eucalipto continuam a ser muito limitados.

Contudo, a micropropagacdo in vitro revela ser uma mais-valia para as empresas, pois apesar do
investimento inicial a nivel de equipamento e méo-de-obra qualificada, permite testar um grande nimero
de condi¢des num ambiente controlado.

Neste contexto, 0s objetivos deste trabalho foram micropropagar e avaliar plantas de diferentes genétipos
de eucalipto com potencial para enraizamento in vitro. Foram avaliadas, em gendtipos estabelecidos em
meios diferentes e alguns ap6s germinacdo — as taxas de sobrevivéncia, enraizamento, nimero de raizes
principais, comprimento da raiz maior e comprimento aéreo da planta, sob diferentes fontes de iluminagéo.
Foram realizados ensaios de enraizamento in vitro utilizando para tal iluminacdo LED e iluminacdo normal

(luz branca) a fim de compreender o efeito que as mesmas poderiam ter nos diferentes pardmetros avaliados.
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2.Materiais e Métodos
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2.1 Material vegetal

Para a realizacdo do trabalho experimental foi utilizado material vegetal estabelecido em cultura in vitro no
Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra
no decorrer desta dissertagdo. Todo o material vegetal utilizado foi proveniente do RAIZ- Instituto da
Floresta e do Papel situado na Herdade da Espirra, em Pegdes. As plantulas sdo referentes a 8 gendétipos
distintos (Tabela 1): H.197.01; G09; 77000; BAR6; MFR7423 provenientes de plantas adultas e genotipos
de E. nitens e E. globulus provenientes da germinacdo de sementes. Os genotipos H.197.01; 77000 e
MFR723 séo provenientes de plantas, tendo sido mantidas em vasos no exterior. Os gen6tipos G09 e BAR6

foram disponibilizados in vitro. As sementes de E. globulus e E. nitens também foram disponibilizadas pelo

RAIZ.

Tabela 1 - Caracterizagdo do material vegetal utilizado nos ensaios.

Genotipo Clones e Espécie Origem
H.197.01 E.nitens x E.globulus Plantas adultas
77000 E.grandis x E.globulus Plantas adultas
MFR7423 E.urophylla x E.maidenii Plantas adultas
BAR6 E.viminalis x E.saligna Plantas adultas
G09 Eucalyptus globulus Plantas adultas

E. nitens Eucalyptus nitens Seminal

E. globulus Eucalyptus globulus Seminal
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2.2 lluminagdo LED

Para a iluminacdo LED foram utilizados seis modulos (Fig. 5) do modelo Philips GP LED Production
DR/B/FR 120 LB (50-400 umol/s/m?) fornecidos pelo RAIZ, iluminagdo esta que ¢é utilizada para a
producdo de plantas em larga escala em vertical farming e em cdmaras de crescimento. Sdo modulos que
irradiam muito pouco calor e podem ser colocadas mais perto das culturas, permitindo assim uma maior
eficiéncia sem a necessidade de arrefecimento adicional. Garantem ainda a distribuigdo uniforme da luz,
dando a cada planta a mesma qualidade de iluminacdo, reduzindo o consumo energético até 60% em
comparacdo com a iluminacao fluorescente mais convencional. Os modulos sdo faceis de instalar e sdo
impermedveis. As culturas foram colocadas a uma distancia de 70cm da iluminagéo por ter sido esta a

distancia recomendada e utilizada pelo RAIZ.

Figura 5 - Modulos LED utilizados para os ensaios de enraizamento.
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2.3 Avaliacao do potencial de micropropagacao dos gendtipos de eucalipto

2.3.1 Germinagao de sementes e estabelecimento in vitro

Para testar a taxa de germinacédo das sementes de E. globulus e E. nitens foram colocadas 40 sementes de
cada gendtipo a germinar e anotados os resultados ap0os 15 dias de cultura. Previamente a germinacao, as
sementes de E. globulus e de E. nitens foram rehidratadas durante 24h e sujeitas a trés lavagens com agua
destilada, em seguida foram passadas por uma solucdo de etanol a 70%, durante 30 segundos. Apos esta
passagem por etanol foram sujeitas a desinfecdo com uma solucédo de hipoclorito de sédio 2,5% (p/v) e 1
gota de Tween-20, deixando atuar durante 20 minutos com agitacdo mecanica. Finalmente, ap6s passarem

novamente por trés lavagens com agua destilada esterilizada, as sementes foram colocadas a germinar.
A germinacéo das sementes foi feita de duas formas distintas:

- Em caixas de Petri com algoddo e papel de filtro, previamente humedecidos com &gua destilada

esterilizada (Fig. 6).

- Em tubos de ensaio (15x2,2cm) com 12,5mL/tubo de meio E (Eucalyptus modificado) e Fossard
(modificado), suplementado com glucose a 1% (p/v). Antes da adi¢do de 8g/L de agar, o pH foi ajustado a

5.8, usando KOH ou HCL e, ulteriormente, os meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 minutos.

Nos dois casos, as sementes foram colocadas a germinar no escuro a 25 °C até ao inicio da germinacao,
quando era observavel a emergéncia da radicula e do par de cotilédones (aproximadamente duas semanas),
e as taxas de germinacdo foram registadas. Apds esta etapa, todas as sementes que germinaram em placa
foram transferidas individualmente para tubos de ensaio com 12,5mL/tubo de meio E modificado (para o
caso das sementes de E. nitens) e meio Fossard modificado (para o caso das sementes de E. globulus)
suplementados com glucose e 0,25 mg/L BA (6-benzilaminopurina) e o pH ajustado a 5,8. As plantulas
provenientes destas sementes foram colocadas a crescer em camara de crescimento a 23 °C, com um

fotoperiodo de 16h de luz/8h de escuro.

A taxa de germinacédo das sementes de E. globulus e E.nitens foi calculada através da seguinte equacéo:

n? de sementes germinadas
*100%

Total das sementes
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Figura 6 - Germinacgdo de semente de E. nitens em caixa de Petri, no escuro, apos 15 dias de cultura.

2.3.2 Estabelecimento in vitro e micropropagacao

O material vegetal foi recolhido das plantas-mae (Fig. 7) que se encontravam na estufa do DCV
(Departamento de Ciéncias da Vida), tendo sido obtidos explantes com cerca de 3 cm de comprimento
(foram selecionados &pices e segmentos nodais menos lenhificados, de preferéncia &pice e né do primeiro

par de folhas) que foram transferidos para o laboratério para tratamento ulterior.
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Figura 7 - Plantas-mae (35 plantas) dos diferentes genotipos utilizados nos ensaios.

Procedeu-se a remocdo das folhas e os explantes foram recolhidos para um frasco com agua destilada onde
foram agitados manualmente durante 3 lavagens. Depois de lavados, ficaram em agitacdo mecanica numa
solucdo de lixivia comercial 10% (p/v) e &gua destilada durante 15 minutos (Fig. 8). Os explantes foram
novamente lavados, com agua esterilizada, numa camara de fluxo laminar. Numa caixa de Petri foram
removidos os tecidos oxidados durante o processo, nomeadamente a base do apice ou do né que fica em
contacto com o meio de cultura (Fig. 8). Foi colocado um explante por tubo de ensaio com meio de cultura
de multiplicacdo, com repicagem semanal inicialmente devido a oxidacdo dos explantes e do meio de
cultura (escurecimento da zona basal do explante e escurecimento do meio de cultura na proximidade do

explante), apos esta fase inicial a repicagem foi menos frequente.

Figura 8 - Processo de esterilizacdo dos explantes de eucalipto para o estabelecimento in vitro. A) Explantes
pertencentes ao gendtipo E. urophylla x E. maidenii (MFR7423) desinfectados com lixivia comercial a 10%; B)
Explantes do genétipo E. urophylla x E. maidenii (MFR7423) em caixa de Petri ja com os tecidos oxidados
removidos.
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2.3.3 Multiplicagao

Apos a fase de estabelecimento os explantes comegam a formar um grupo de pequenos rebentos, sendo que
se podem subdividir em aglomerados mais pequenos. Mais uma vez, durante a repicagem, os tecidos
oxidados foram removidos, bem como rebentos vitrificados ou intumescidos. A repicagem em fase de
multiplicacdo dos rebentos ocorreu de 3 em 3 semanas e foram colocados a crescer num fitoclima a
temperatura de 23 °C com um fotoperiodo de 16h/8h. Foram utilizados dois meios de cultura, Fossard
(modificado) e Eucalyptus (modificado), com composicdo quimica estabelecida pelo RAIZ, consoante a

resposta preferencial de cada geno6tipo (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Composi¢do quimica do meio Fossard modificado utilizado para a cultura de tecidos.

Macronutrientes Concentragao Micronutrientes Concentragao
(mg/L) (mg/L)
Acido bérico -
Cloreto célcio - CaCl2 220
H3BO3 3,1
Nitrato amonio - Sulfato de
800
NHsNOs manganés - MnSO4 7,7
Sulfato de magnésio - Sulfato de zinco -
180
MgSOa ZnS04 3,3
Nitrato potassio - Sulfato de cobre -
1010
KNOs CuSOa4 0,2
Fosfato monosédico - Molibdato de
136
NaH2PO4 sodio - Na2MoOQa4 0,021
Cloreto de cobalto
Cloreto célcio - CaCl, 220 0,065
- CoCl>
Nitrato aménio -
800
NHsNO3
Sulfato de magnésio -
180
MgSOs4
Fonte de ferro Concentragao Vitaminas Concentragao
(s/L) (mg/L)
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NazEDTA 0,037 Acido nicotinico 5,0
Sulfato de ferro - Piridoxina.HCl
0,028
FeSO4 1,0
Tiamina.HCl 13,0
Biotina 0,2
Acido ascérbico 1,0
L-cisteina 1,5
Glicina 3,8
Riboflavina 3,0
Cloreto de Colina 1,4
Outros Concentragao
componentes (g/L)
Mio-inositol 0,1
Glucose 25,0
Agar 8,0

Tabela 3 - Composic¢éo quimica do meio Eucalyptus modificado utilizado para a cultura de tecidos.

Macronutrientes Concentragao Micronutrientes Concentragao
(mg/L) (mg/L)
222 Acido bérico -
Cloreto célcio - CaClz
H3BO3 3,0
Nitrato aménio - Sulfato de
800
NHaNOs manganés - MnSO4 8,5
Sulfato de magnésio - Sulfato de zinco -
370
MgSOa ZnSO4 6,0
Nitrato potassio - Sulfato de cobre -
1011
KNO3 CuSOa 0,025
Fosfato monosédico - Molibdato de
138
NaH2PO4 sodio - Na2MoOa4 0,25
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Sulfato de sédio —

Cloreto de cobalto

209
Na2SO04 - CoCl2 0,025
Fonte de ferro Concentragao Vitaminas Concentragao
(g/L) (mg/L)
Na;EDTA 0,037 Acido nicotinico 5,0
Sulfato de ferro - Piridoxina.HCl
0,028
FeSO4 1,2
Tiamina.HCl 14,0
Biotina* 0,24
Acido ascérbico 0,18
L-cisteina* 19,0
Glicina 3,8
Riboflavina* 5,8
Pantotenato de
célcio 0,24
Cloreto de Colina 1,4
Outros Concentragao
componentes (g/L)
Mio-inositol 0,1
Glucose 25,0
Agar 8,0
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2.3.4 Enraizamento

Para os ensaios de enraizamento foram utilizados os rebentos obtidos por meio de multiplicagdo com BA,
sem necessidade de passar pela fase de alongamento. Foram selecionados para enraizar rebentos pouco
alongados e que ndo apresentavam vitrificacdo ou intumescimento. Apos a transferéncia para o meio de
enraizamento com 3,0 mg/L de &acido 3-indolbutirico (IBA), os explantes foram mantidos no escuro a
temperatura de 23 °C durante aproximadamente 10 a 15 dias, sucedendo a incubacdo a 24,5 °C com um

fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro e uma intensidade luminosa superior a fase de multiplicagéo.

No final dos ensaios de enraizamento foram avaliados 0s seguintes parametros: taxa sobrevivéncia, taxa de

enraizamento, numero de raizes principais, comprimento da raiz maior e comprimento aéreo da planta.

2.4 Avaliacdo dos parametros morfoldgicos

Inicialmente foi avaliado, através da taxa de sobrevivéncia, qual o meio preferencial de cada gendtipo
estudado. Para o efeito, para os gendtipos que se desconhecia o meio preferencial, foram estabelecidos
rebentos em dois meios com composicdes diferentes e com a utilizacdo de 1 ou 2 reguladores de
crescimento (meio Fossard modificado com BA ou BA+IBA e meio Eucalyptus com BA ou BA+IBA,
perfazendo quatro meios diferentes no total) (Tabela 4). A taxa de sobrevivéncia foi avaliada ao fim de 3
semanas de estabelecimento e foi determinada, através da seguinte equacéo:

n? de plantas vivas

1009
Total de plantas ’ o
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Tabela 4 - Composicdo dos meios testados em relacdo aos reguladores de crescimento.

FS-BA Fossard modificado 0,25 BA
FS-BA+IBA Fossard modificado 0,25 BA+0,1 IBA

Eu-BA Eucalyptus modificado 0,25 BA
Eu-BA+IBA Eucalyptus modificado 0,25 BA+0,1 IBA

Para a avaliacdo do enraizamento dos rebentos, os mesmos foram colocados no mesmo meio de
multiplicacdo mencionado na secc¢do 2.2.3 mas suplementado com 3,0 mg/l de IBA. Foram ainda avaliados
0s numeros de raizes principais, 0 comprimento da raiz maior de cada planta e 0 comprimento aéreo da
planta. Os critérios de contagem foram realizados ap06s as taxas de enraizamento terem sido calculadas com

a aplicacdo da seguinte equacéo:

n? de plantas enraizadas
* 100%

Total de rebentos colocados a enraizar
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2.5 Analise estatistica

Todos os dados foram registados, e os graficos foram obtidos com recurso ao software Graphpad Prism 6

e foram aplicados testes ANOVA. Para a comparacdo de duas médias foi utilizado o teste t de Student.
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3.1 Germinacdo de sementes e estabelecimento in vitro de plantas de Eucalyptus

globulus e Eucalyptus nitens

Os resultados para a germinacéo de sementes de E. globulus e E. nitens proporcionaram resultados bastante
diferentes (Tabela 5) com o E. globulus a atingir uma taxa de germinacdo de 95% e o E. nitens uma taxa
de 44%. ApOGs a germinacao, cada plantula foi colocada em tubos de ensaio, isoladamente. Numa fase
ulterior, os explantes foram transferidos para meio de multiplicacdo e mais tarde utilizados para 0s ensaios

de enraizamento.

Tabela 5 - Taxa de germinagéo das 80 sementes (40 de Eucalyptus globulus e 40 de Eucalyptus nitens) em tubos de ensaio.

Resultados obtidos ap6s 15 dias de cultura.

Espécie Taxa de germinagao (%)
E. globulus 95%
E. nitens 44%

3.2 Avaliacéo das taxas de sobrevivéncia e enraizamento de plantas de diferentes

origens

Com o intuito de avaliar e escolher 0 meio de cultura preferencial para cada clone estudado, foi calculada
a taxa de sobrevivéncia de explantes dos gendtipos H.197.01; 77000 e MFR7423, provenientes de material
adulto, ao fim de 3 semanas de estabelecimento. Para os gendtipos G09, BARG6, E. globulus e E. nitens
utilizados neste trabalho ja se conhecia previamente, através de indicagbes do RAIZ, qual o meio mais
indicado para o seu estabelecimento e cultura. Os explantes destes clones foram micropropagados com
relativo sucesso (Figs. 9 e 10) e foram encontradas diferengas significativas entre os diferentes meios de
cultura utilizados para o ensaio. Na figura 9, podemos observar que o meio preferencial para os trés
gendtipos (H.197.01, 77000 e MFR7423) foi 0 meio Eucalyptus modificado suplementado apenas com 0,25
mg/l de BA (Eu-BA), com taxas de sobrevivéncia > 90%. Os maiores problemas encontrados foram o
consideravel nimero de contaminag6es por fungos e bactérias e a elevada libertagéo de fendis por parte dos

explantes, podendo eventualmente levar a oxidacéo e potenciando a necrose dos tecidos.
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Figura 10 - Aspecto dos explantes em fase de multiplicagdo de alguns gendtipos. A) explante do
genotipo E. grandis x E. globulus (77000) em meio Eucalytus; B) explantes do genétipo E.
viminalis x E. saligna (BAR6) em meio Eucalyptus; C) explante do genétipo E. urophylla x E.
maidenii (MFR7423) em meio Eucalyptus. As barras correspondem a 1cm.
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3.2.1 Ensaios de enraizamento

No enraizamento dos rebentos obtidos da proliferacdo de &pices e meristemas axilares em meio solido,
foram avaliados os parametros relativos as partes radiculares e aéreas dos mesmos. A taxa de enraizamento,
0 numero de raizes formadas, o comprimento da raiz maior e 0 comprimento aéreo de cada explante foram
avaliados para cada um dos ensaios propostos. Os ensaios consistiram no seguinte: A) inducdo do
enraizamento in vitro com 39 plantas do genétipo E. globulus (G09), 31 plantas do genétipo Eucalyptus
viminalis x Eucalyptus saligna (BAR®6), 12 plantas do genétipo E. nitens x E. globulus (H.197.01), 8 plantas
do gendtipo Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (77000) e 28 plantas do genétipo Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus maidenii (MFR7423) em meio de cultura preferencial de cada gendtipo
suplementado com 3 mg/l de IBA, passando por um periodo de escuro para enraizar (10-15 dias) e deixadas
a crescer sob luz LED durante duas semanas, antes da aplicacao dos critérios de contagem; B) ensaio de
enraizamento em que foram utilizadas 30 plantas de cada gendtipo, com os macronutrientes do meio de
cultura reduzidos a metade, glucose a 1,5% (p/v) e 1,0 mg/l de IBA e foi feita a separacdo de 15 plantas
que foram mantidas no escuro durante 10 a 15 dias e as outras 15 plantas ficaram sob luz LED. Ao fim de
3 semanas, todas as plantas deste ensaio foram transferidas para meio igual mas sem hormonas de
crescimento. As que inicialmente estiveram mantidas sob luz LED continuaram sob a a¢do desta iluminacéo
e as que estavam no escuro foram transferidas para luz branca e um fotoperiodo de 16h luz/8h escuro
durante 2 semanas, sendo a intensidade luminosa de 15-20 pmol.m?2.s . Finalmente foram aplicados os

mesmos critérios de contagem (n° de raizes, comprimento da raiz principal e comprimento aéreo).

No ensaio C) foi testado o enraizamento in vitro de plantulas originadas (material juvenil) de sementes de
E. globulus (38 plantulas) e E. nitens (18 plantulas). Apos a germinagdo no escuro foram eliminadas as
radiculas e transferidas para o meio de cultura preferencial de cada gen6tipo (meio Fossard modificado para
E. globulus e meio Eucalyptus modificado para E. nitens). Destas plantas, 19 plantas de E. globulus e 9
plantas de E. nitens foram colocadas a crescer sob luz LED e outras 19 plantas de E. globulus e 9 plantas
de E. nitens sob luz branca. Ao fim de duas semanas foi avaliado o comprimento aéreo das plantas e
colocadas em meio de enraizamento no escuro durante 10-15 dias. Ao fim deste periodo foram transferidas

novamente para a iluminacdo inicial e avaliados os critérios de contagem ao fim de 2 semanas (Figura 11).
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Figura 11 - Aspecto dos explantes onde sdo visiveis as raizes desenvolvidas apds os diferentes ensaios de enraizamento. A) explante
enraizado do gendtipo E. urophylla x E. maidenii (MFR7423) em meio Eucalyptus; B) explante enraizado do genétipo E. grandis x E.
globulus (77000) em meio Eucalyptus; C) explante enraizado do gendtipo E. nitens em meio Eucalyptus; D) explante enraizado do
genotipo E. globulus em meio Fossard. As barras correspondem a 1cm.

A taxa de enraizamento dos genétipos hibridos estudados para o ensaio A ndo foi elevada, sendo o genétipo
E. globulus (G09) o que apresentou uma taxa mais elevada, atingindo os 62% para o meio Fossard
modificado utilizado para este gen6tipo. O gendtipo E.grandis x E. globulus (77000) registou a maior média
de numero de raizes formadas (3,2 + 1,31) (Tabela 6) e a maior média do comprimento da > raiz (1,25 +
0,40 cm), embora tenha registado a menor média do comprimento aéreo entre os genotipos avaliados (0,37
+ 0,06 cm), facto que se observou na Tabela 6 para os restantes genotipos que apresentavam um nimero
médio de raizes maior. De salientar o vigor hibrido dos gendtipos E. nitens x E. globulus (H.197.01) e E.
grandis x E.globulus (77000) que apresentam as melhores médias para os parametros avaliados em
comparacao com o gendtipo de E. globulus (G09) (Tabela 6, Figs. 12 e 13). Consegue-se também perceber
gue um maior nimero de raizes esta relacionado com o tamanho da planta que para o caso destes genotipos

faz o comprimento aéreo reduzir de tamanho.
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Tabela 6 - Taxas de enraizamento e parametros avaliados para o ensaio A.

GO09 F mod 62 1,59+0,29 0,45+0,08 0,34+0,02
BAR6 F mod 29 0,48+0,16 0,14+0,05 0,47+0,02
H.197.01 E mod 50 1,58+0,54 1,02+0,34 0,50+0,03
77000 E mod 53 3,2£1,31 1,25%0,40 0,37+0,06
MFR7423 E mod 44 1,50%0,55 0,81+0,27 0,52+0,03
Numero de raizes G09 vs BAR®6 Comprimento da raiz GO9 vs BAR6
2. Eo.s

o
I

Comprimento aéreo G0O9 vs BARG6

0.8

o
)

Comprimento (cm)
o o
[N IS

=)
=)
1

Figura 12 - Comparacéo dos parametros de enraizamento dos genétipos E. globulus (G09) e E. viminalis x E. saligna (BARG)
para 0 mesmo meio de cultura, relativos ao ensaio A (*p <0.05, **p <0,01; ***p <0,001).
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Figura 13 - Teste ANOVA relativo a avaliacdo dos parametros de enraizamento para os genétipos E. nitens x E. globulus
(H.197.01), E. grandis x E. globulus (77000) e E. urophylla x E. maidenii (MFR7423) sob 0 mesmo meio de cultura para o
ensaio A (*p <0.05, **p <0,01; ***p <0,001).

Em relagcdo ao ensaio B, onde foram colocadas plantas a enraizar in vitro em duas condigcOes de
luminosidade distintas, podemos observar pelas tabelas 7 e 8 que um periodo de escuro em condicbes de
enraizamento € muito importante para obter sucesso na estimulacéo de raizes adventicias tal como ocorreu
com Fett-Neto et. al (2001), onde num periodo de escuro de 4 dias com 10 mg/L de IBA levou a obter taxas
de enraizamento muito superiores aos protocolos com concentracGes de auxinas inferiores e maior
exposicdo a luz . N&o ocorreu o enraizamento em nenhum dos clones colocados sob iluminagéo LED sem
um periodo de escuro previamente, a excecdo dos explantes de E. globulus, com uma taxa de enraizamento
muito baixa (7%) que pode ter resultado da falta de auxina nas plantas inibindo assim o enraizamento de E.
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globulus (Fett-Neto et. al, 2001). Mais uma vez o gen6tipo E. nitens x E. globulus (H.197.01) obteve um
maior comprimento aéreo em comparagdo com as espécies que dao origem a este cruzamento (E. globulus
e E. nitens) (Tabela 7).

Tabela 7 - Taxas de enraizamento e parametros avaliados para as plantas do ensaio B sob iluminacdo LED.

Clone Meio Enraizamento Comprimento

de (%) aéreo (cm)
cultura

E.glo F mod 7 0,63+0,12
GO09 F mod 0 0,52%0,06
BAR6 F mod 0 0,54+0,06
E.nitens E mod 0 0,69%0,07
H.197.01 E mod 0 0,75+0,05
77000 E mod 0 0,45+0,05
MFR7423 E mod 0 0,68+0,08

No caso das plantas que estiveram 10-15 dias no escuro antes de passarem para luz branca, podemos
observar que o0s genotipos E. globulus, E. nitens, H.197.01 e MFR7423 apresentam taxas de enraizamento
que variam desde os 14% (MFR7423) a 62% (E. globulus) (Tabela 8). Estas diferengas sugerem que
diferentes genotipos apresentam diferentes capacidades de enraizamento (Tabela 8, Figs. 14 e 15). Para 0s
restantes clones (G09, BARG6 e 77000) ndo se registou qualquer enraizamento pelo que apenas se avaliou o
comprimento aéreo de cada planta (Tabela 8). De salientar nestes resultados que o genétipo H.197.01, que
é um hibrido resultante do cruzamento entre um genétipo de E. nitens com um gen6tipo de E. globulus

apresenta uma taxa de enraizamento muita proxima dos genotipos que dao origem ao seu cruzamento.
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Tabela 8 - Taxas de enraizamento e parametros avaliados para as plantas do segundo ensaio sob luz branca.

E.glo F mod 62 1,23+0,32 1,17+0,34 0,51+0,08
G09 F mod 0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,63+0,04
BAR6 F mod 0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,85+0,05
E.nitens  E mod 53 1,00%0,32 1,27+0,46 0,69+0,09
H.197.01 E mod 54 1,15+0,35 0,45+0,14 0,44+0,06
77000 E mod 0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,41+0,05
MFR7423 E mod 14 0,14+0,09 0,08+0,07 0,41+0,03

43



NUimero de raizes LED Teste Anova GO9vsBARGVsSE.glo

0.4 7
Comprimento aéreo LED Teste Anova MFR7423vs77000vsH.197.01vsE.nitens »
15 N 0.3
©
3 . o
g 1o T 0.2
H T 2
S B
@
£ £
205 = 0.14
£ z
o
0.0 T T
Q Q Q
N ,& N & & Py
< < < [ v v
© 1N < & < <
& o S & 5 Q° O
\) <’ )
? o o o
Comprimento da raiz LED Teste Anova GO9vsBARG6VSE.glo Comprimento aéreo LED Teste Anova GO9vsBARG6vsE.glo
0.5 1.5
~ - ns
£ 0.4 £
e L
S o 107
h=t 0.3 c
° °
£ £
‘= 0.2 Z
o 2 0.5
E E
o 4 o
o0t o
0.0 T T 0.0-
Q Q Q Q Q Q
,V(O \/Q/ VQ/ ,\'Q/ /\{Q/ v@
o o < 0% o< <
S < &° N <& &°
9 oF < © oY <«

Figura 14 - Teste ANOVA realizado para avaliacdo dos parametros de enraizamento relativos ao ensaio B sob iluminagdo LED
(*p <0.05, **p <0,01; ***p <0,001).
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Figura 15 - Teste ANOVA realizado para avaliacdo dos parametros de enraizamento relativos ao ensaio B sob luz branca (*p
<0.05, **p <0,01; ***p <0,001).
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Finalmente, no Gltimo ensaio realizado (C), com as mesmas condi¢des que o anterior, foram avaliados 0s
pardmetros ja pré-estabelecidos. Para o caso das plantas a crescer sob luz LED podemos observar que as
plantas do clone E. globulus apresentaram maior taxa de enraizamento (42%), no entanto, as plantas de E.
nitens apresentaram as melhores médias para os restantes parametros (nimero de raizes, comprimento da
> raiz e comprimento aéreo) (Tabela 9). Para as plantas que passaram por um periodo de escuro e foram
colocadas a crescer sob iluminacdo normal, observamos que apenas E. globulus teve sucesso no
enraizamento (58%) com um numero médio de raizes de 0,79 = 0,18 (Tabela 9). No entanto, na comparacao
entre as duas condi¢des de iluminacdo para cada genotipo ndo foram encontradas diferencas significativas

(Figs. 16 e 17).

Tabela 9 - Taxas de enraizamento e parametros avaliados para as plantas do ensaio C sob iluminacdo LED e luz branca.

Clone Meio Enraizamento N2 de Comprimento Comprimento
de (%) raizes da > raiz (cm) aéreo (cm)
cultura
E.glo- F mod 42 0,89+0,27 0,40+0,16 0,50+0,05
LED
E.nitens- E mod 22 0,90+0,59 0,41+0,30 0,71+0,08
LED
E. glo- F mod 58 0,79+0,18 0,46+0,15 0,52+0,05
Luz
normal
E.nitens- E mod 0 0,00%0,00 0,00%0,00 0,50+0,06
Luz
normal
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Figura 16 - Avaliacdo dos parametros de enraizamento de E. globulus para o ensaio C comparando dois tipos de iluminacdo
(LED e luz normal) (*p <0.05, **p <0,01; ***p <0,001).
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Figura 17 - Avaliacéo dos parametros de enraizamento de E. nitens para o ensaio C comparando dois tipos de iluminacdo (LED
e luz normal) (*p <0.05, **p <0,01; ***p <0,001).
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Uma compreensdo detalhada dos fatores que limitam o sucesso do enraizamento adventicio pode ser
alcancada comparando os parametros fisiol6gicos entre espécies relacionadas ou clones da mesma espécie
que apresentem diferentes capacidades de enraizamento. A diferenca na capacidade de enraizamento de
uma espécie pode estar relacionada com uma diferenca no controlo da atividade da auxina (Fett-Neto et al.,
2001). Um aumento induzido pela luz na captacdo de auxina pode explicar os tempos médios de
enraizamento mais longos em tratamentos de E. globulus suplementados com auxina e cultivados no escuro

durante a fase de inducéo em relacao aos rebentos tratados com IBA em luz.

Entre os critérios de enraizamento examinados para avaliar a capacidade de enraizamento do material
vegetal, o0 comprimento da raiz pode parecer 0 menos relevante do ponto de vista pratico. De facto,
(Nourissier et al., 2008) observaram que as raizes formadas em condicGes in vitro decompdem-se apds
transferéncia para condicGes ex vitro, dando origem a novas raizes, mais funcionais e principalmente
decorrentes da parte proximal ou de emergéncia das raizes formadas in vitro. Nesse sentido, 0 nimero de
raizes adventicias iniciadas in vitro pode aumentar a qualidade do sistema radicular desenvolvido apds a

transferéncia para condigdes ex vitro.

Uma relacdo entre a idade da planta dadora, capacidade de enraizamento e concentracdo de auxina foi

observado em E. globulus (Aumond et al., 2017).

A exposicdo a luz vermelho-longo de rebentos de E. globulus origina rebentos com competéncia de
enraizamento significativamente melhorada, em comparagdo com a utilizagdo de luz branca; as interagdes
entre a qualidade da luz, o metabolismo dos hidratos de carbono e das auxinas pode ser parte dos
mecanismos que resultam na reducéo da recalcitrancia do enraizamento em eucalipto (Ruedell et al., 2015).
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4.Conclusao e
perspetivas futuras
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A possibilidade de utilizar técnicas de cultura de tecidos in vitro, de espécies vegetais, tem vindo a revelar-
se uma ferramenta muito Gtil para a compreensdo de processos fisioldgicos, sele¢cdo de genotipos de

interesse e propagacao de plantas em grande escala.

A continua valorizagdo do eucalipto como espécie florestal de interesse depende em grande parte do sucesso

na sua propagacéo através de novas técnicas como a micropropagacao.

O enraizamento e ulterior aclimatizagdo das plantas s&o a Ultima etapa da propagacao in vitro e constituem,

na maioria das vezes, um passo problemético que podera originar consequéncias econdémicas consideraveis.

Através dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que: as respostas aos diferentes meios de
cultura foram visivelmente dependentes do genotipo, considerando a necessidade de melhor adaptacao as
condigdes in vitro ajustando as concentracdes salinas de acordo com material genético utilizado; o sucesso
na germinacdo de sementes de E. globulus e E. nitens corresponde aos resultados ja publicados em outros
estudos; no enraizamento in vitro, um periodo de escuro ap6s inducédo definitivamente estimula a formacao
de raizes; de acordo com os resultados obtidos também a iluminacdo com luz LED ndo teve grande
influéncia no enraizamento in vitro, pois o acréscimo de luz ndo afetou significativamente os varios
parametros vegetativos (taxa de enraizamento, numero de raizes, comprimento da raiz maior e comprimento
aéreo do explante), sendo que se obteve melhores resultados com iluminacdo normal. No entanto, ndo quer

dizer que a iluminagdo LED ndo tenha efeito no fendtipo e na constituicdo bioquimica das plantas.

No que diz respeito aos ensaios de enraizamento in vitro, considero que devem ser feitos alguns ajustes,
nomeadamente testar diferentes variacdes de pH do meio de cultura, concentracdo de acUcares e a influéncia
de compostos fendlicos pois na literatura disponivel existem ja trabalhos que verificaram a influéncia destes

parametros no enraizamento in vitro.

Com a realizagdo deste trabalho, levantaram-se algumas questdes tais como compreender que
comprimentos de onda serdo mais benéficos para o enraizamento da planta e que influéncia podera o meio
de cultura utilizado ter no enraizamento, as quais abrem portas a novos trabalhos que visem melhorar o

conhecimento da resposta ao enraizamento in vitro de eucalipto.
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