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EFEITOS DO DEFICIT HIDRICO SIMULADO POR POLIETILENOGLICOL 6000
EM PLANTAS DE EUCALIPTO IN VITRO

EFFECTS OF WATER DEFICIT SIMULATED BY POLYETHYLENE GLYCOL 6000
ON EUCALYPTUS PLANTS IN VITRO

PEREIRA, Camila Alessandra.l
SECCO, Daiane.?

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos morfofisiolégicos do déficit
hidrico in vitro simulado com a adicao de PEG 6000 ao meio de cultivo sobre o
desenvolvimento de plantas de um hibrido comercial de eucalipto. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, totalizando cinco tratamentos com
concentracfes de PEG 6000 e dez repeticdbes cada. As principais alteracdes
observadas foram: reducdo do crescimento em altura, estresse e desidratacao
significativa das folhas e o tratamento 5 (- 1,5 MPa) teve total inibicdo no
desenvolvimento das plantas. Os resultados revelaram que diferentes dosagens de
PEG 6000 promoveram efeitos morfofisioldgicos distintos nos explantes ao final dos
25 dias de cultivo in vitro sob estresse hidrico.

Palavras-chave: Estresse abidtico. Eucaliptocultura. Cultura de tecidos.
Biotecnologia vegetal.

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the morphophysiological effects of the simulated
in vitro water deficit with the addition of PEG 6000 to the culture medium on the
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development of plants of a commercial eucalyptus hybrid. The experimental design
was completely randomized, totaling five treatments with concentrations of PEG
6000 and ten replications each. The main changes observed were: reduction in
height growth, stress and significant dehydration of leaves and treatment 5 (-1.5
MPa) had total inhibition of plant development. The results revealed that different
doses of PEG 6000 promoted different morphophysiological effects in the explants
at the end of 25 days of in vitro culture under water stress.

Keywords: Abiotic stress. Eucalyptus culture. Tissue culture. Plant biotechnology.

1. INTRODUCAO

O setor florestal no Brasil chegou a marca de 9,6 milhBes de hectares de
florestas plantadas, sendo que as areas cobertas por arvores do género Eucalyptus
correspondem a 7,4 milhdes de hectares. Grande parte da producao florestal do
pais estdo concentradas na regido Sul condizente a 84,6% de florestas de Pinus e
Sudeste com area de Eucalipto de 44,3%. Dentre as regides com 44,3% de area
plantada com eucalipto, se destaca os estados de Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul e Parana (IBGE, 2020).

No ano de 2020 o saldo da balanca comercial dos produtos que compdem esta
cadeia produtiva chegou a US$ 8,9 bilhdes. Esse setor possui grande importancia
no que diz respeito ao desenvolvimento local, promovendo mudangas econdémicas
e geracgéo de novas oportunidades de empregos diretos e indiretos (IBA, 2021).

Dentre as variadas espécies e subespécies conhecidas do género Eucalyptus
pertencente a familia Myrtaceae, originarias da Indonésia e de Timor, este género
apresenta melhor eficiéncia nutricional e hidrica, possuindo mecanismos
fisiologicos, foliares e radiculares tendo uma ampla adaptacdo em regides tropicais
sendo uma das mais plantadas no Brasil (LUZ, 1997).

Esse género possui maior potencial de crescimento em relacdo a areas
plantadas, € tolerante ao fungo causador do cancro do eucalipto sendo usada para
varios fins como a fabricacéo de celulose e papel, chapas duras e producéo de
carvao entre outros (JUNIOR, 2001).

De acordo com o Relatério anual da Industria Brasileira de Arvores (IBA, 2021),
a regiao Centro-Oeste, em especial o estado do Mato Grosso do Sul, possui cerca
de 15,1% de areas com plantio de eucalipto, sendo o terceiro estado com maior

producdo desta matéria prima, com potencial de expansdo. Em contraponto, esta



mesma regido possui aproximadamente 241 mil km? de areas em condicdes de
estresse hidrico, condicdo em que a agua armazenada no solo é insuficiente para
sustentar o crescimento vegetal, onde o impacto do déficit hidrico na vegetacao é
avaliado a partir do indice da Saude da Vegetacdo (VHI), sendo a regido Centro-
Oeste no ano de 2021 a mais impactada pela seca no Brasil (Boletim Monitoramento
de Secas e Impactos no Brasil, 2021).

Visando a produtividade florestal no pais, um dos maiores desafios da silvicultura
€ 0 uso de materiais genéticos alternativos, onde sdo capazes de se adaptar as
mudancgas climéticas. Segundo o Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climaticas — IPCC, prevé aumentos significativos na temperatura do ar e diminui¢éo
nas chuvas nos trépicos e subtrépicos para os proximos anos sendo um dos
problemas atuais onde ir4 estimular a restricdo hidrica (GONCALVES et al., 2017).

Segundo Carneiro et al. (2011) as plantas em condi¢des variaveis podem sofrer
alteracbes fisioloégicas e bioquimicas, refletindo no crescimento, fotossintese,
abertura e fechamento estomatico, expansao foliar, estresse oxidativo, mudancas
nas propriedades de membrana, matéria seca e producéao reduzida.

De acordo com Kerbauy (2013), a 4gua é um recurso natural de grande
importancia na composicao das células vegetais, atingindo entre 80 a 95% do peso
conforme a necessidade de cada espécie. Dessa forma suas propriedades séo
importantes nos processos fisicos, bioldégicos e quimicos da planta. Esses
processos auxiliam diretamente para a difusdo de solutos, no desenvolvimento e
sustentacao dos tecidos vegetais. A quantidade de agua pode alterar dependendo
da fisiologia e tipo de célula de cada planta (LIMA, 2017).

A micropropagacdo de eucalipto € uma ferramenta importante para a
necessidade de clonar espécies com altas taxas de crescimento, tolerancia a baixas
temperaturas e salinidade, resisténcia a pragas e doencas, além de poder obter o
rejuvenescimento de tecidos provindos de plantas adultas por sucessivos
subcultivos in vitro (DUTRA et al., 2009).

O Polietilenoglicol 6000 (PEG) é utilizado para simular o estresse osmatico, onde
as moléculas do PEG sé&o inertes ndo apresentando toxidade as plantas, nao ibnicas
e impermeavel na célula, com isso o seu tamanho é pequeno o suficiente para
influencias a pressdo osmotica e grande para nao ser absorvida pelas plantas
(MEDEIROS, 2013)



As respostas de plantas em condi¢des de estresse dificultam quando feitas em
campo, o isolamento, o controle de fatores individuais e a duracdo do estresse é
comprometida. Assim, a indu¢do do estresse in vitro permite melhor controle do
ambiente, da intensidade e duracdo, visando trabalhar com mais plantas num
espaco e tempo menor (MARTINS, 2016). A partir do exposto, objetivou-se avaliar
os efeitos do déficit hidrico in vitro simulado com a adicdo de PEG 6000 ao meio de
cultivo sobre o desenvolvimento de plantas de hibrido comercial de eucalipto,
analisando os efeitos morfolégicos das plantas e na habilidade em se adaptar as

condicdes de déficit hidrico.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no dia 25 de agosto até o dia 19 de setembro de
2022 no laboratorio de micro propagacdo do Instituto Senai de Inovacdo em
Biomassa, localizado no municipio de Trés Lagoas/MS.

O material vegetal utilizado para realizacdo do experimento corresponde a
explantes de um hibrido comercial de Eucalyptus cedidos pela empresa Eldorado
Brasil, os quais ja se encontravam estabelecidos in vitro em fase de alongamento e
subcultivados a cada 35 dias em meio de cultura WPM.

Para os ensaios de déficit hidrico in vitro, adaptou-se a metodologia de
ROSSATO (2019), SOUZA (1997) e LEMCOFF (2002).Preparou-se 500 ml de meio
de cultura MS acrescentado de 0,05 g de myo-Inositol, 0,4 g Polyvinylpyrrolidone,
7,5 g sacarose e 2,215 g de sais MS, sem adicéo de reguladores de crescimento e
autoclavou-se a 121°C durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar o meio de cultura foi distribuido em
cinco frascos de vidro (100 ml em cada) e acrescentado em cada frasco diferentes
concentracdes de Polietilenoglicol 6000 (PEG), conforme Tabela 1. Em sequéncia,
as solucdes meio + PEG (tratamentos) foram homogeneizadas e o pH de cada uma
delas padronizado para 5,8.



Tabela 1. Tratamentos com diferentes concentracdes de polietilenoglicol 6000 e seus
respectivos potenciais osmaéticos para a inducao de deficiéncia hidrica in vitro.

Concentragdes de o o
Tratamentos o , Potenciais osmoticos
polietilenoglicol (PEG)

Frasco 1 0g (controle) 0 Mpa

Frasco 2 22,59 - 0,75 Mpa
Frasco 3 30g - 1,0 Mpa
Frasco 4 37,59 - 1,25 Mpa
Frasco 5 45¢g -1,5 Mpa

Os potenciais osmoticos foram escolhidos de acordo com LEMCOFF (2002) e
SOUZA (1997), no qual os trabalhos apresentam a avaliacdo dos potenciais
osmoéticos de -0,5 MPa a -3,0 MPa, onde no potencial osmético de -0,5 ndo houve
diferenca significativa na deficiéncia hidrica das plantas e no potencial osmético de
— 3,0 MPa as plantas ndo foram tolerantes e morreram ao final do experimento.

ApOGs essas etapas dentro da camara de fluxo laminar, de cada tratamento
(solucdo de meio + PEG) foi distribuido com auxilio de uma micropipeta 7 ml em 10
tubos de ensaio contendo vermiculita autoclavada, a fim de dar sustentacao para as
plantas, totalizando 50 tubos.

Posteriormente, com o auxilio de uma pin¢a, bisturi e régua, os explantes
utilizados para o experimento foram padronizados quanto ao comprimento e nimero
de folhas, e introduzidos sobre a vermiculita contendo os tratamentos com PEG.
Introduziu-se um explante por tubo, totalizando 10 explantes por tratamento (10
repeticoes).

Os tubos com os explantes foram vedados com plastico filme, a fim de evitar
interferéncia da umidade externa, e mantidos em sala de crescimento sob
temperatura de 25 +1°C, fotoperiodo de 16 horas € intensidade luminosa de 20 ymol
m-2 s-1 por 25 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial

de 1 x 5, sendo uma espécie (hibrido de Eucalyptus sp.) e cinco concentracdes de



PEG 6000 (0 g; 22,5 g; 30 g; 37,5 g e 45 @), totalizando cinco tratamentos com 10
repeticdes cada.

As avaliacOes foram realizadas aos 25 dias ap0s a inoculacdo dos explantes
submetidos aos tratamentos a fim de verificar a resisténcia das plantas ao déficit
hidrico induzido. As variaveis analisadas foram: altura da planta (cm), nUmero de
folhas, massa fresca (MF) e massa seca (MS), através da pesagem de toda parte
aérea de todos os explantes, em balanca de precisdo e ap0s a secagem em estufa
de 65°C por 48 horas.

Os dados obtidos foram analisados através do software estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2019), sendo realizada a analise de variancia (ANOVA) e regressao a
5% de probabilidade para detectar as diferencas estatisticas entre os tratamentos e
o0 modelo da regressao selecionado com base no valor superior dos coeficientes de

determinacao (R?).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados revelaram que as diferentes dosagens de PEG 6000 promoveram
efeitos morfofisiolégicos distintos nos explantes do hibrido de eucalipto apos o

periodo de 25 dias de cultivo in vitro sob estresse hidrico (Figura 1).
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Figura 1. Efeitos morfofisiolégicos nos explantes de um hibrido de eucalipto
submetidos ao estresse hidrico in vitro com PEG 6000 aos 25 dias no laboratorio de
micro propagagéao do Instituto de Pesquisa e Inovagdo Senai em Biomassa, 2022

Fonte: Do autor, 2022.

Diferentemente do tratamento 1 (controle), onde apresentou o desenvolvimento
normal das plantas, com a formacao de novos brotos e crescimento de algumas
raizes, foi possivel observar para os tratamentos 2 (-0,75 MPa), 3 (-1,0 MPa), 4 (-
1,25 MPa) e 5 (-1,50 MPa) alteracdes no desenvolvimento vegetativo dos explantes.

O tratamento 2 apresentou o inicio de manchas foliares e ja ndo houve o
desenvolvimento de raizes. Em grande parte dos explantes do tratamento 3
observou-se efeitos de estresse hidrico nas folhas e no caule, como
encarquilhamento foliar e tortuosidade. Ja no tratamento 4, os explantes
comecaram a apresentar sintomas mais severos, como inicio de necrose nas folhas
e escurecimento do caule. No tratamento com o menor potencial osmaético (— 1,5
MPa), a maioria dos explantes apresentou efeitos do estresse hidrico, como folhas
e caule totalmente necrosados e morte das plantas, demonstrando que os explantes
nao foram tolerantes a este potencial osmotico.

Entretanto, de acordo com a analise de variancia, para o fator concentracéo de
PEG 6000 ndo houve efeito significativo (p<0,05) para as variaveis altura de planta
(ALT), numero de folhas (NF) e massa seca (MS), apenas a variavel massa fresca

(MF) variou significativamente (p<0,05) quanto ao fator estudado (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para a altura média de plantas (ALT),
namero de folhas (NF), massa seca (MS) e massa fresca (MF) de explantes de um
hibrido comercial de Eucalyptus sob estresse hidrico in vitro simulado com diferentes
doses de PEG 6000, aos 25 dias no laboratério de micro propagacédo do Instituto de
Pesquisa e Inovacao Senai em Biomassa, 2022.

Quadrados Médios

FV GL ALT (cm) NF (uni) MF (g9) MS (g)
Concentracao de PEG 4 0,90ms 11,33" 0,002" 0,000n"s
Residuo 45 0,77 4,50 0,00 0,000
Total 49 - - - -
Média Geral - 3,11 7,04 0,04 0,02
CV (%) - 28,20 30,14 72,22 56,69

s Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F.
* Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F.

GL = graus de liberdade.

CV (%) = coeficiente de variagcdo experimental.

Pela andlise de regressao, observamos um decréscimo na altura dos explantes

em funcdo do aumento do potencial osmotico induzido por PEG 6000 (Figura 2).

Figura 2. Gréfico de regressdo para o fator altura de plantas (cm) em funcédo dos
tratamentos de diferentes potenciais osmaticos induzidos por PEG 6000 em explantes
de um hibrido comercial de Eucalyptus in vitro, no laboratério de micropropagacéao do
Instituto de Pesquisa e Inovacao Senai em Biomassa, 2022.
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Fonte: Do autor, 2022.

Foram observados valores médios inferiores de altura dos explantes no

tratamento 5 (-1,5 MPa), o que pode estar relacionado aos mecanismos de tolerancias
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das plantas, que segundo Bianchi et al. (2016) se a intensidade do estresse for muito
grande, ira ocasionar um estado de exaustdo da planta, levando-a a um colapso
celular até a morte prematura.

Em contrapartida, os valores meédios superiores da altura dos explantes foram
obtidos no tratamento controle (0 MPa), onde ndo houve concentra¢gdes de PEG 6000.
Além disso, a regressdo demonstra que 0s explantes comecaram a apresentar 0s
efeitos do estresse hidrico, como a redugcdo em altura, logo no primeiro tratamento
com potencial osmotico de -0,75 MPa.

Corroborando com este resultado, Souza et al. (1997) relatou uma reducéao
constante na altura dos explantes de E. camaldulenses em funcéo da diminuicdo do
potencial osmoético no meio de cultivo, fato este que pode ser explicado devido a
diminuicdo da dominancia apical, ou seja, inibicdo do crescimento da planta como uma
resposta ao estresse hidrico.

Em relagéo a varidvel niumero de folhas, de acordo com a analise de regresséao,
foi observado uma média mais constante do nimero de folhas entre os tratamentos,
com excecao do controle, onde houve a maior média de folhas. Em contrapartida, a
menor média desta variavel foi observada no tratamento 5, o qual havia a maior
concentragéo de PEG 6000 (Figura 3).

Figura 3. Grafico de regressao para o fator numero de folhas (uni) em funcéo dos
tratamentos de diferentes potenciais osmoticos induzidos por PEG 6000 em explantes
de um hibrido comercial de Eucalyptus in vitro, no laboratério de micropropagacéo do
Instituto de Pesquisa e Inovacao Senai em Biomassa, 2022.

Regresao do fator N2 de folhas

[y
]

y =-0.2083x3+2.1107x2- 6.881x + 13.84
R?=0.977

Nimero médio de folhas (und)
O = MW s N =~ D0 WD

0 MPA -0.75 MPA -1.0 MPA -1.25MPA -1.5MPA

Potencial osmdético induzido por PEG 6000

Fonte: Do autor, 2022.
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Segundo Taiz e Zeiger (2013), este efeito do desenvolvimento das folhas pode
ocorrer pois as plantas podem sofrer estresses reversiveis ou irreversiveis
ocasionados através de fatores bioticos ou abioticos.

Corroborando com este resultado, segundo trabalhos de Stefanuto (2002),
indicam que a deficiéncia hidrica ao potencial osmético de -0,9 MPa a -3,0 MPa
demonstrou nao ter influenciado na quantificacao de folhas, porém ocorreu alteragcfes
nas estruturas anatémica das folhas de eucalipto.

Nas espécies de eucalipto, 0 estresse causado por deficiéncia hidrica tem
diversos efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento vegetativo, porém de maneira
mais lenta, podendo cada espécie, clone ou hibrido apresentar respostas de
resisténcia diferentes ao déficit de 4gua (TATAGIBA et al., 2007).

Para a variavel massa seca, de acordo com as analises de regresséao, nao foi
observado diferencas estatisticas e as médias observadas de cada tratamento

também se mantiveram bastante proximas (Figura 4).

Figura 4. Grafico de regressao para o fator massa seca (g) em funcéo dos tratamentos
de diferentes potenciais osmoticos induzidos por PEG 6000 em explantes de um
hibrido comercial de Eucalyptus in vitro, no laboratorio de micropropagacdo do
Instituto de Pesquisa e Inovagdo Senai em Biomassa, 2022.

Regressao do fator Massa seca

0.030
y = -0.0003x3+0.0032x2- 0.01x + 0.0314
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0.005

Massa seca média das plantas (g)

0.000

0 MPA -0.75 MPA -1.0 MPA -1.25MPA -1.5MPA

Potencial osmdético induzido por PEG 6000

Fonte: Do autor, 2022.

Porém, a partir do tratamento 2 (-0,75 MPa) ocorreu a diminuicdo de massa

seca dos explantes, mesmo que sutil, e novamente a menor média ocorreu no
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tratamento 5 (-1,5 MPa), demonstrando que o hibrido de eucalipto testado ndo €
tolerante a este potencial osmatico.

Os resultados obtidos demonstram o que Gongalves e Passos (2000) relatam
sobre a diminuicdo do crescimento das plantas, sobretudo perda no volume dos
tecidos e 6rgaos vegetativos, quando espécies florestais sdo submetidas a regime de
escassez hidrica.

Por outro lado, Souza et al (1997) observou em seus estudos com diferentes
progénies de E. camaldulensis sob estresse in vitro até o potencial osmotico de -3,0
MPa, que conforme houve a reducéo do conteudo de agua nas plantas, ocorreu um
aumento da massa seca das mesmas, e que isso pode ser explicado pelo fato de que
as plantas naturalmente perdem agua de seus tecidos em funcdo da reducéo do
potencial osmotico do meio de cultivo.

De acordo com as andlises de regresséo, para a variavel massa fresca foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos, onde a maior média
ocorreu no tratamento 1 (controle) e a menor média no tratamento 5 (-1,5 MPa) (Figura
5).

Figura 5. Gréfico de regressdo para o fator massa fresca (g) em funcdo dos
tratamentos de diferentes potenciais osméticos induzidos por PEG 6000 em explantes
de um hibrido comercial de Eucalyptus in vitro, no laborato6rio de micropropagacéo do
Instituto de Pesquisa e Inovacdo Senai em Biomassa, 2022.
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__ 007
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0 MPA -0.75 MPA -1.0 MPA -1.25 MPA -1.5MPA
Potencial osmdético induzido por PEG 6000

Fonte: Do autor, 2022.
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Com base na figura 5, fica evidente a reducdo de massa fresca dos explantes
quando a absor¢ao da agua no meio de cultivo fica cada vez mais limitada.

A agua possui um papel importante na fase de crescimento das plantas, desde
o alongamento e divisdo celular, manutencéo da turgescéncia, transporte de ions e
nutrientes e participacédo na fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Souza et al. (1997) em seu trabalho com E. camaldulensis sob estresse hidrico
induzido in vitro também verificou essa resposta da perda de 4gua constante das
plantas quanto menor foi o potencial osmatico.

Segundo McCree e Fernandez (1989), a resposta mais comum das plantas ao
déficit hidrico, consiste no decréscimo da producdo de massa fresca, do fechamento

dos estbmatos, da aceleracdo da senescéncia e da absciséo das folhas.
4. CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios de déficit hidrico in vitro simulado com PEG 6000 demonstrou ser
uma ferramenta interessante para a identificacdo precoce de materiais genéticos de
eucalipto mais susceptiveis a este estresse abiotico, uma vez que foi possivel obter
respostas morfofisiologicas diferentes das plantas nos potenciais osmaticos
estudados ainda em fase de laboratério e em um curto periodo de tempo (25 dias),
0 que torna mais agil a escolha do material genético mais adequado.

Estes ensaios poderdo ser replicados para outras espécies e clones de
eucalipto a fim de detectar padrdes no desenvolvimento e crescimento de plantas
com mais tolerancia a restricao hidrica.

Para uma diferenciacdo mais assertiva entre espécies de eucalipto mais e
menos tolerantes ao déficit hidrico, ainda em fase de cultivo in vitro, € necessario

realizar avaliacbes complementares a este estudo.
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