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RESUMO 

 

SOUZA, Denys Matheus Santana Costa, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2018. Fontes de luz na micropropagação de clones híbridos de Corymbia. Orientador: 
Aloisio Xavier. Coorientadores: Wagner Campos Otoni e Glêison Augusto dos Santos. 
 

A importância das espécies do gênero Corymbia e de seus híbridos interespecíficos tem sido 

evidenciada nos programas de silvicultura, principalmente devido à sua qualidade da madeira e 

capacidade de adaptações as condições ambientais. Essas considerações têm estimulado o 

desenvolvimento de protocolos mais eficientes na propagação vegetativa necessária para a 

clonagem destas plantas. O presente estudo teve como objetivo geral a micropropagação de 

clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana, 

e especificamente avaliar: i) o efeito da fonte de luz na introdução in vitro de clones híbridos de 

Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana; ii) o efeito da fonte 

de luz, regulador de crescimento BA e o número de subcultivos na fase de multiplicação in vitro 

de clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana, 

e; iii) o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e concentração de sacarose no alongamento in vitro 

e porcentagem de enraizamento e sobrevivência in vitro e ex vitro  de microestacasde clones 

híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana. O 

material experimental utilizado para obtenção dos explantes foi proveniente de minicepas de 

três clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) e um de 

Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01). Os experimentos in vitro foram conduzidos no 

Laboratório de Cultura de Tecidos II do Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária 

(BIOAGRO), da Universidade Federal de Viçosa (UFV), localizado no município de 

Viçosa/MG, e o experimentos ex vitro foram conduzidos no Viveiro de Pesquisas do 

Departamento de Engenharia Florestal da UFV. Com base nos resultados obtidos, pode-se 

concluir que: i) o uso da fonte de luz LEDs correspondeu aos melhores resultados, para as 

características avaliadas na introdução in vitro; ii) o uso de LEDs vermelho azul obteve os 

melhores resultados, para os clones analisados na multiplicação in vitro; os explantes 

apresentaram resposta eficiente ao estimulo do regulador de crescimento BA, na concentração 

de 0,5 mg L-1 para os clones Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e 1,0 

mg L-1 para o clone Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01), promovendo maior número de 
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brotações; quanto ao número de subcultivos os melhores resultados foi diante do nono 

subcultivo, no qual conseguiu atingir maiores valores para o número de brotos por explante e 

vigor; iii) o uso de LEDs vermelho azul proporcionou a melhor resposta, para os clones 

analisados no alongamento e enraizamento in vitro; a concentração de 15g L-1 de sacarose 

apresentou os melhores resultados diante das variáveis analisadas, concentração essa que 

apresenta redução desse componente no meio nessas condições de cultivo; os explantes 

alongados (microestacas) apresentaram  melhor resposta ao enraizamento e sobrevivência das 

plantas obtidas na condição in vitro. 

 

  



x 

 

 

ABSTRACT 

 

SOUZA, Denys Matheus Santana Costa, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 
2018. Sources of light in micropropagation of Corymbia hybrid clones. Advisor: Aloísio 
Xavier. Co-Advisors: Wagner Campos Otoni and Glêison Augusto dos Santos. 
 

The importance of the species belonging to the genus Corymbia and its interspecific hybrids has 

been highlighted in the silviculture programs, mainly due to its wood quality and adaptability to 

the environmental conditions. These considerations have stimulated the development of an 

efficient protocol for the vegetative propagation necessary for the cloning of these plants. The 

present study had the general objective of micropropagating hybrid clones of Corymbia 

torelliana x C. citriodora and Corymbia citriodora x C. torelliana, and specifically to evaluate: 

i) the effect of the light source on the in vitro introduction of hybrid clones of Corymbia 

torelliana x C. citriodora and Corymbia citriodora x C. torelliana; ii) the effect of the light 

source, growth regulator BA and the number of subcultures on the in vitro multiplication phase 

of hybrid clones of Corymbia torelliana x C. citriodora and Corymbia citriodora x C. torelliana, 

and; iii) the effect of light source, gas exchange and sucrose concentration on in vitro elongation 

and percentage of rooting and in vitro and ex vitro survival of micro-cuttings of hybrid clones 

of Corymbia torelliana x C. citriodora and Corymbia citriodora x C. torelliana. The 

experimental material used to obtain the explants was from mini-stumps of three hybrid clones 

of Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) and one of Corymbia citriodora x 

C. torelliana (CT01). The in vitro experiments were conducted at the Tissue Culture Laboratory 

II of the Institute of Applied Biotechnology for Agriculture, Federal University of Viçosa 

(UFV), Viçosa/MG, and the ex vitro experiments were conducted at the Research Nursery of 

the Forest Engineering Department of UFV. Based on the results, it can be concluded that: i) 

the use of the LED light source corresponded to the best results, for the characteristics evaluated 

in the in vitro introduction; ii) the use of red blue LEDs generated the best results for the clones 

analyzed in the in vitro multiplication; the explants presented efficient response to BA growth 

regulator at 0.5 mg L-1 concentration for Corymbia torelliana x C. Citriodora clones (TC01, 

TC02 and TC03) and 1.0 mg L-1 for the clone Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01), 

promoting greater number of shoots; as to the number of subcultures the best results were in the 

ninth subculture, in which it was able to reach higher values for the number of shoots per explant 
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and vigor; iii) the use of red blue LEDs provided the best response, for the clones analyzed in 

the in vitro elongation and rooting; the concentration of 15 g L-1 of sucrose presented the best 

results in relation to the analyzed variables, a concentration that shows a reduction of this 

component in the medium under these conditions of cultivation; the elongated explants (micro-

shoots) showed a better response to the rooting and survival of the plants obtained in the in vitro 

condition.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A expansão de plantios para regiões não tradicionais e a busca de melhor adequação na 

produção de mudas têm ampliado a utilização de espécies e combinações híbridas. Dessa forma, 

nos últimos anos, espécies pertencentes ao gênero Corymbia como C. citriodora, C. maculata e 

C. torelliana e alguns de seus híbridos interespecíficos têm sido correntemente mencionadas 

pela grande importância quanto aos aspectos de qualidade da madeira e adaptação às condições 

ambientais adversas (ASSIS, 2014). 

A maioria das espécies e híbridos do gênero Corymbia são consideradas de difícil 

propagação vegetativa, com exceção do C. torelliana, onde o enraizamento tem sido viável. 

Devido às dificuldades de enraizamento encontradas em algumas espécies e híbridos de 

Corymbia na propagação clonal por estaquia, principalmente no que envolve material adulto, o 

desenvolvimento de técnicas visando a reversão à juvenilidade e o vigor dos propágulos, como 

a miniestaquia seriada (WENDLING e XAVIER, 2005) e a microestaquia (XAVIER e 

COMÉRIO 1996; ASSIS, 2001; ALFENAS et al., 2009) têm permitido avanços consideráveis 

na propagação clonal. 

Nos últimos anos, as pesquisas sobre o gênero Corymbia spp. envolvendo a 

micropropagação, aumentaram significativamente considerando desde o processo de introdução 

(PINEDO et al., 1990; SHARMA et al., 2009), multiplicação (PINEDO et al., 1990; 

ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA, 2012), alongamento (NHUT et al., 

2002; WENDLING et al. 2014a, 2014b), aclimatização e enraizamento (HARTMANN et al., 

2011, BACCARIN et al., 2015, OLIVEIRA et al. 2015; BRONDANI., et al 2017). 

Para solucionar os fatores limitantes de cada processo, fica evidente a necessidade de 

estudos básicos para maximização da produção de microestacas in vitro, entre eles: o 

conhecimento e adequação de protocolos; a adoção de sistemas com trocas gasosas, como 

membranas porosas, e a redução da fonte de carbono no meio de cultivo; o conhecimento do 

ambiente mais eficiente para o sistema; entre outros (SALDANHA et al., 2012; XAVIER et al., 

2013). 

Além disso, o controle de fatores ambientais, como a temperatura e luz também são 

importantes para a resposta morfogenética in vitro (HERINGER et al., 2017). As diferentes 

fontes de radiação têm sido o centro de várias pesquisas ao longo dos anos, em especial quanto 
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aos efeitos da radiação vermelho e vermelho distante sobre o desenvolvimento e fisiologia das 

plantas (DEMOTES-MAINARD et al., 2016). A luz (qualidade espectral, fluxo de fótons e 

fotoperíodo) é um dos fatores que influenciam o crescimento e desenvolvimento de diferentes 

espécies de plantas in vitro (GUPTA e JATOTHU, 2013). É utilizada por plantas para 

fotossíntese como fonte de energia, mas também pode atuar como sinal externo de regulação 

em vários processos morfogênicos e fisiológicos que altera a arquitetura e o nível de 

fitoquímicos da planta ( OUZOUNIS et al., 2015). No entanto, apesar da importância econômica 

do gênero Corymbia e seus híbridos, estudos sobre o efeito de diferentes comprimentos de onda 

das lâmpadas LEDs no processo de morfogênese e crescimento ainda são inexistentes.  

Outro fator que deve-se levar em conta para a otimização da micropropagação é a  

redução ou a exclusão da fonte de sacarose no meio, bem como o uso de membranas porosas 

com ventilação natural ou forçada, pois proporcionam redução da umidade relativa do ar no 

interior dos frascos de cultivo e aumento significativo da troca gasosa com a atmosfera exterior, 

aumentando a transpiração e a efetiva absorção de água e nutrientes pela planta, melhorando 

seu processo de aclimatização ex vitro (HAZARIKA, 2006; IVANOVA e VAN STADEN, 

2010; XIAO et al., 2011). Vários autores, relataram seu efeito positivo, em diferentes espécies, 

o que beneficia o cultivo e reduz gastos (MOREIRA et al., 2007; SORACE et al., 2008; 

SILVEIRA et al., 2012 e GALLO, 2015). 

Uma resposta positiva à micropropagação, dentre diversos fatores, deve-se também a 

um balanço adequado dos reguladores de crescimento, sendo os mais utilizados, as citocininas 

e as auxinas (XAVIER et al., 2013). As concentrações desses reguladores de crescimento variam 

de acordo com o estágio de micropropagação e em função da espécie e do tipo de explante 

(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Na micropropagação de espécies de Eucalyptus e 

Corymbia, os reguladores de crescimento mais utilizados são as citocininas, sendo a 6-

Benzilaminopurina (BAP) e 6-benziladenina (BA), sendo citadas por vários autores (GÓMEZ 

et al. 2007; OLIVEIRA 2011; ALMEIDA, 2012; OLIVEIRA, et al., 2014 e OLIVEIRA et al., 

2016).  

Em vista da necessidade de adequação de um protocolo de micropropagação, para clones 

híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana, visando 

o rejuvenescimento e, ou, revigoramento clonal, o presente trabalho teve como objetivos 

específicos avaliar: i) o efeito da fonte de luz na fase de introdução in vitro; ii) o efeito da fonte 
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de luz, regulador de crescimento BA e o número de subcultivos na fase de multiplicação in vitro, 

e; iii) o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e concentração de sacarose no alongamento in vitro 

e porcentagem de enraizamento e sobrevivência das microestacas na condição in vitro e ex vitro. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Gênero Corymbia 

Em uma nova classificação para o gênero Eucalyptus, proposta por Hill e Johnson 

(1995), foram excluídas as espécies chamadas de “bloodwood”, formando com estas um novo 

gênero denominado Corymbia, incluindo nestas 113 espécies. No Brasil destacam-se as espécies 

Corymbia citriodora da região de Queensland e New South Wales (Figura 1A) e o Corymbia 

torelliana de Queensland (Figura 2A), ambas nativas da Austrália, tendo sida introduzida em 

diversos países do mundo (Figuras 1B e 2B). 

 

  

Figura 1: (A) Ocorrência natural do Corymbia citriodora na Austrália (REIS et al., 2014); (B) 

Localização da espécie Corymbia citriodora ao redor do mundo (FORESTRY 

COMPENDIUM, 2014). 

 

Cruzamentos entre C. torelliana e C. citriodora são ainda pouco explorados, mas têm 

apresentado forte heterose ou vigor híbrido, para características de crescimento e as chances de 

clonagem em níveis operacionais, em virtude da participação de C. torelliana no cruzamento 

(LEE, 2007), principalmente se utilizar esta espécie como genitor feminino (REIS et al., 2014).  

A B 
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Esses híbridos têm apresentado elevada densidade da madeira, apropriada para produção de 

celulose e papel, madeira serrada, carvão vegetal e uso energético, além disso apresenta 

tolerância a estresses bióticos e abióticos, como ventos, déficit hídrico, geadas, a maioria das 

pragas e doenças que causam danos econômicos às florestas de eucalipto (ASSIS, 2014). 

 

  

Figura 2: (A) Ocorrência natural do Corymbia torelliana na Austrália (REIS et al., 2014); (B) 

Localização da espécie Corymbia torelliana ao redor do mundo (FORESTRY COMPENDIUM, 

2014). 

 

A maioria das espécies do gênero Corymbia são consideradas de difícil propagação, com 

níveis de enraizamento normalmente abaixo de 5%, o que tem impedido a sua utilização em 

programas clonais (ASSIS, 2014), exceto a espécie C. torelliana que possui maior capacidade 

de enraizamento em relação a essas outras espécies.  Por esta razão, as plantações comerciais de 

Corymbia têm sido ainda tradicionalmente estabelecidas por via seminal (REIS et al., 2014). 

Isso sugere que, as ferramentas do melhoramento genético, da silvicultura clonal e do manejo 

florestal continuam sendo os caminhos mais adequados para assegurar a continuidade do 

crescimento da produtividade. 

Assim, o desenvolvimento de técnicas visando a reversão à juvenilidade e o vigor dos 

propágulos, como a miniestaquia seriada (WENDLING e XAVIER, 2005) e a microestaquia 

(ASSIS et al., 1992; XAVIER e COMÉRIO 1996; ASSIS, 2001; ALFENAS et al., 2009) têm 

permitido avanços consideráveis na propagação clonal. 

 

A B 
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2.2. Micropropagação 

As técnicas de propagação vegetativa são a base da silvicultura clonal, sobretudo pela 

sua efetividade em capturar os ganhos genéticos obtidos dos programas de melhoramento, 

constituindo atualmente um dos principais processos de produção de mudas (XAVIER et al., 

2013). A propagação clonal representa uma alternativa em situações em que a espécie apresenta 

limitações na propagação sexuada, sendo amplamente utilizada para as espécies florestais por 

possibilitar a multiplicação de genótipos selecionados, conservação de germoplasma e pesquisas 

em geral, com as técnicas de enxertia, estaquia e micropropagação em destaque como as mais 

difundidas (XAVIER et al., 2013).  

O processo produtivo evolutivo das técnicas de propagação de plantas com o 

desenvolvimento da ciência torna-se necessário para alcançar os objetivos na multiplicação e 

preservação do material vegetal (XAVIER et al., 2013). Entretanto, formas de resgate que 

privilegiem a reversão à juvenilidade e o vigor dos propágulos têm sido utilizadas. Para as 

espécies do gênero Corymbia em que as técnicas de propagação vegetativa em larga escala ainda 

não estão estabelecidas, os estudos têm sido direcionados quanto à adequação desses métodos 

que são utilizados amplamente na clonagem do gênero Eucalyptus.   

A micropropagação é uma das técnicas de propagação vegetativa mais utilizadas dentre 

a cultura de tecidos, em que apresentam importante impacto na multiplicação clonal em várias 

espécies, incluindo arbóreas (SOARES et al., 2007; PIJUT et al., 2012). Na micropropagação 

podem ser utilizados como fonte de explantes meristemas, embriões zigóticos ou somáticos, 

folhas, segmentos caulinares e raízes (RATHORE et al., 2014; SIWACH et al., 2014; 

ZURAIDA et al., 2017). Estes explantes quando inoculados em condições assépticas, em meio 

de cultura e com condições ambientais controladas podem expressar a capacidade de formar 

novos órgãos como brotos e raízes (ROUSSOS et al., 2016; BIANCHETTI et al., 2017).  

Como ferramenta de produção de mudas clonais, a micropropagação tem inúmeras 

vantagens em que se destacam: a possibilidade de propagação massal de clones em curto espaço 

de tempo; o maior controle nutricional, ambiental e fitossanitário; o transporte do material clonal 

para grandes distâncias sem danos; o armazenamento por longos períodos; e a retenção do vigor 

híbrido (BISHT et al., 1999; XAVIER et al., 2013).  

Na busca por alternativas para o rejuvenescimento/revigoramento de clones 

selecionados, visando a melhoria do enraizamento adventício no processo de produção de mudas 
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clonais a micropropagação via proliferação de gemas axilares tem sido recomendada como 

técnica para alcançar esse objetivo. Dentre as etapas da micropropagação, em virtude da 

metodologia adotada para a proliferação das gemas axilares, tem as fases de introdução, 

multiplicação e alongamento in vitro, que é necessária para a obtenção de brotações com 

tamanho adequado para a fase de enraizamento destas, a qual tem sido realizada ex vitro 

(XAVIER et al., 2013) ou in vitro (TRINDADE e PAIS, 1997; BENNETT et al., 2003; 

NOURISSIER e MONTEUUIS, 2008).  

Nos últimos anos aumentaram significativamente as pesquisas sobre o gênero Corymbia. 

Como  resultado, os métodos de propagação vegetativa melhoraram significativamente, 

maximizando a produção clonal, especialmente pelo rejuvenescimento tecidual (WENDLING 

et al., 2014a,  2015b). Trabalhos envolvendo a micropropagação de Corymbia vêm sendo 

desenvolvidos desde o processo de introdução (PINEDO et al., 1990; SHARMA et al., 2009), 

multiplicação (PINEDO et al., 1990; ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA, 

2012), alongamento (NHUT et al., 2002; WENDLING et al., 2014a, 2014b), aclimatização e 

enraizamento (HARTMANN et al., 2011, BACCARIN et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2015; 

BRONDANI et al., 2017). 

Para solucionar alguns fatores que podem ser limitantes do processo, fica evidente a 

necessidade de estudos básicos para maximização da produção de microestacas in vitro, entre 

eles: o conhecimento e adequação de protocolos, bem como o tipo de explante a ser utilizado; o 

desenvolvimento de tecnologias de produção em recipientes alternativos; a adoção de sistemas 

com mais trocas gasosas, como membranas porosas, e a redução da fonte de carbono no meio 

de cultivo; o uso de substratos alternativos, visando à redução com gastos de meios 

semissólidos; o conhecimento do ambiente mais eficiente para o sistema; entre outros 

(PENCHEL et al., 2007; SALDANHA et al., 2012; XAVIER et al., 2013). 

 

2.3. Fonte de luz 

Na propagação in vitro, o controle dos fatores ambientais, como temperatura e luz, é 

fundamental para a resposta morfogenética. Entre os fatores externos, a luz tem destaque 

fundamental para espécies fotoautotróficas, atuando na produção de energia pela fotossíntese, e 

também atuando como estímulo percebido por fotorreceptores que desencadeiam a 

fotomorfogênese em plantas (GUPTA e JATOTHU, 2013; OLLE e VIRSILE, 2013).  
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A luz é um fator ambiental importante para as plantas clorofiladas, pois, a morfogênese 

pode ser controlada por esse fator, sendo denominada fotomorfogênese. Não apenas a 

morfologia e anatomia do vegetal estão relacionadas à luz, mas a bioquímica das plantas também 

está sob sua influência (RIBEIRO et al., 2009).  Deste modo, o fotoperíodo, o fluxo de fótons e 

a qualidade de luz intereferem no cultivo in vitro, pois, o primeiro está relacionado à duração, o 

segundo à quantidade e o terceiro e último ao comprimento de onda dos espectros de luz sob a 

planta (RIBEIRO et al., 2009).  

As diferentes fontes de radiação têm sido o centro de várias pesquisas ao longo dos anos 

em especial quanto aos efeitos de espectro de luz vermelho e vermelho distante sobre o 

desenvolvimento e a fisiologia das plantas (DEMOTES-MAINARD et al., 2016). Os estudos 

têm centrado nas respostas estimuladas in vitro com utilização de fontes artificiais de luz 

(HERINGER et al., 2017). Diferentes níveis de comprimento de onda afetam diversos 

metabolismo nas plantas. Luz azul (450 – 495 nm), vermelho (620 – 750 nm), vermelho extremo 

(750 – 850 nm) e verde (495 -570), atuam de forma especifica na morfogênese in vitro, 

crescimento e desenvolvimento da planta (GUPTA e JATOTHU, 2013; GOLOVATSKAYA e 

KARNACHUK, 2015; WANG et al., 2015; ZIENKIEWICZ et al., 2015; HERINGER et al., 

2017). 

Diodos emissores de luz (LEDs) são uma fonte de luz alternativa, potencial para o cultivo 

in vitro, devido à sua especificidade de comprimento de onda, largura de banda estreita, baixa 

quantidade de emissões térmicas, baixa degradação e longa duração (GUPTA e JATOTHU 

2013).  O uso de lâmpadas de diodos emissores de luz (LED) no vegetal parece ser vantajosa 

em relação as fluorescentes, uma vez que os LEDs podem fornecer luz  com mais eficiência, 

através de pontos particulares do espectro de luz (GUPTA e JATOTHU 2013). Por causa disso, 

nos últimos anos, os LEDs estão sendo a fonte de luz predominante em câmaras de crescimento 

e biorreatores para melhorar o desenvolvimento de plantas in vitro (YEH e CHUNG, 2009).  

Trabalhos científicos com uso de LEDs na micropropagação de Corymbia spp. ainda são 

recentes, no entanto, são encontrados bons resultados para o alongamento do caule e entrenós 

em diferentes genótipos de Vitis riparia × V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon (POUDEL et al., 

2008),  aumento da matéria seca e fresca em algodoeiro (LI e TANG, 2010), aumento na 

formação de estômatos em cana de açúcar (VIEIRA et al., 2015),  maior crescimento em Vanilla 

planifolia (BELLO-BELLO et al., 2016), maiores quantidades de carboidrato solúvel total, 



8 

 

 

 

amido e aminoácidos livres em Phoenix dactylifera (MADI et al., 2016) e maior quantidade de 

pigmentos fotossintéticos em Gossypium hirsutum (LI et al., 2017).  

Estas respostas observadas no desenvolvimento das plantas são controladas por 

programas genéticos complexos (HOCHHOLDINGER et al., 2006), por ações endógenas e 

interação com reguladores de crescimento (KUTSCHERA e WANG, 2016) e em resposta a 

estímulos ambientais, como temperatura, umidade e luz (DENG et al., 2014). É importante 

salientar que caso haja extrapolação do tempo necessário de exposição em lâmpadas LEDs, pode 

ser prejudicial para as plantas. Dentre os danos fisiológicos, estão o elevado grau de oxidação 

aumento de peróxidos (H2O2) e a redução da totipotência celular (GUPTA e SAHOO, 2015). 

As diferentes condições luminosas podem elevar ou diminuir a eficácia da transferência e a 

absorção de energia capturada pelas plantas (FAGAN et al., 2013). 

No entanto, apesar da importância econômica do gênero Corymbia e seus hibridos, o 

efeito de diferentes comprimentos de onda das lâmpadas LEDs no processo de morfogênese e 

crescimento ainda são inexistentes. A luz, na cultura de tecidos, permite a manipulação das 

condições de cultivo, que contribui com a otimização dos protocolos de micropropagação, 

tornando os tecidos melhores e reproduzíveis, contudo, ainda são necessários maiores estudos 

que reportem a qualidade de luz e o fotoperíodo no cultivo in vitro de plantas lenhosas (BRAGA 

et al., 2009). 

 

2.4. Benziladenine 6-BA 

Os reguladores de crescimento são substâncias sintéticas exógenas, que ao serem 

aplicadas às plantas  desempenham funções semelhantes às substâncias endógenas;  podendo 

ser iguais quimicamente aos fito-hormônios, possibilitando alteração no crescimento e 

desenvolvimento das plantas (SILVA, 2014). De maneira geral, uma resposta positiva à 

micropropagação, dentre diversos fatores, deve-se também a um balanço adequado dos 

reguladores de crescimento, sendo os mais utilizados são as citocininas e auxinas (XAVIER et 

al., 2013), cujas concentrações variam de acordo com o estágio de micropropagação e em função 

da espécie e do tipo de explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

A 6-benziladenina (BA) é uma citocinina que possui síntese em ápices radiculares e 

caulinares e são transportadas pelo xilema e floema (TAIZ e ZEIGER, 2013). Esses reguladores 

são de grande importância para estimular a formação de brotos in vitro, modular sinais 
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necessários à reprogramação, proliferação de células e também na superação da dominância 

apical exercida por auxinas, estimulando gemas axilares, e consequentemente, o 

desenvolvimento em diversas espécies do gênero Eucalyptus e Corymbia,  (ALMEIDA, 2012; 

MOHEBALIPOUR et al., 2012; UZELAC et al., 2012; EL-SHOWK et al., 2013; JUNIOR et 

al., 2014; OLIVEIRA, et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016). 

Uma das maiores exigências do uso da micropropagação tem sido ajustar e aperfeiçoar 

o processo de cultivo in vitro, em especial, a composição do meio, as combinações e 

concentrações de reguladores de crescimento (CORDEIRO et al., 2014). A aplicação desses 

hormônios exógenos ao meio de cultivo, devem ser escolhidas cautelosamente, pois, quando a 

concentração é excedida, pode ser tóxica para o explante, tendo consequências como hiper-

hidricidade, oxidação, inibição, encurtamento de brotos (VASCONCELOS et al., 2012).  

 

2.5. Sacarose e trocas gasosas  

Dentre as diversas formas de carbono no cultivo in vitro, a sacarose é a mais utilizada, 

por ser o hidratado de carbono mais comum na seiva do floema de muitas plantas (GAUCHAN, 

2012). Convencionalmente os recipientes onde são cultivadas as plantas in vitro têm como 

característica a alta umidade relativa, reduzidas trocas gasosas e fluxo de fótons, além de meio 

de cultura com elevada concentração de carboidratos; sendo assim, as plantas neste sistema 

podem exibir metabolismo heterotrófico ou mixotrófico (KOZAI, 2010) e apresentar desordens 

anatômicas e metabólicas que acarretam em baixas taxas de sobrevivência durante a 

aclimatização (HAZARIKA, 2006). Diante disso, diferentes estratégias vêm sendo utilizadas, 

tais como o aumento da intensidade luminosa nas salas de crescimento, o ajuste do teor de 

açúcares no meio de cultura e o emprego de sistemas de ventilação dos recipientes 

(POSPÍŠILOVA et al., 2007; SAÉZ et al., 2012; SILVA et al., 2014), visando criar um ambiente 

mais favorável para o desenvolvimento das plantas in vitro.  

A redução ou a exclusão da fonte de sacarose no meio, bem como o uso de membranas 

porosas com ventilação natural ou forçada, proporcionam redução da umidade relativa do ar no 

interior dos frascos de cultivo e aumento significativo da troca gasosa com a atmosfera exterior, 

aumentando a transpiração e a efetiva absorção de água e nutrientes pela planta, melhorando 

seu processo de aclimatização ex vitro (HAZARIKA, 2006; IVANOVA e VAN STADEN, 

2010; XIAO et al., 2011). Vários autores, relataram seu efeito positivo, em diferentes espécies, 
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além, da possibilidade de variações em sua concentração, o que beneficia o cultivo e reduz 

gastos (MOREIRA et al., 2007; SORACE et al., 2008 e SILVEIRA et al., 2012 e GALLO, 

2015). Oliveira et al. (2014) não observou diferença entre os sistemas quem receberam ou não 

injeção de ar em biorreatores de imersão temporária no processo de multiplicação in vitro do 

clone Eucalyptus grandis x E. urophylla. A propagação in vitro com uso de membranas porosas 

permitem a troca de gases entre a atmosfera externa e interna dos frascos através da ventilação 

natural, desde que a concentração de CO2 seja adequada, resultando em aumento no crescimento 

(KOZAI, 2010).  

A fonte de carbono adicionada ao meio de cultura pode influenciar significativamente o 

desempenho do cultivo, devido aos seus efeitos sobre o aporte de energia para o explante e a 

manutenção do potencial osmótico do meio (RIBEIRO et al., 2015). A presença de sacarose no 

meio de cultura é indispensável para a multiplicação da maioria dos vegetais, contudo, a 

concentração empregada pode ser ajustada de acordo com a fonte de luz à qual as plantas estão 

expostas (ROCHA et al., 2013). A concentração de carboidrato utilizado nos meios de cultura 

para o gênero Eucalyptus e Corymbia pode variar de acordo com as fases de introdução, 

multiplicação, alongamento ou enraizamento, mas em geral é mantida entre 15 e 30 g L-1 

(BORGES et al., 2011; BRONDANI et al., 2012; NAVROSKI et al., 2013; BACCARIN, 2015).  

Na micropropagação fotoautotrófica, por não se utilizar açúcar, o crescimento das 

culturas ou acumulação de carboidratos depende em grande parte da fotossíntese e absorção de 

nutrientes inorgânicos (KOZAI e KUBOTA, 2005; BRONDANI, 2012). No cultivo in vitro, as 

plantas perdem parcialmente o autotrofismo e, consequentemente, necessitam de uma fonte 

exógena de carboidratos, sendo a sacarose a mais utilizada na cultura de tecidos vegetais 

(PARVEEN e SHAHZAD, 2014). Além disso, age como fonte de energia para sustentar o 

metabolismo fotomixotrófico, garantindo o desenvolvimento ideal, como precursor de carbono 

e metabólito de sinalização, bem como atua na manutenção do potencial osmótico, garantindo 

a conservação da água nas células (GAGO et al., 2014). 
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FONTE DE LUZ NA INTRODUÇÃO IN VITRO DE CLONES HIBRIDOS DE 
Corymbia PELA MICROPROPAGAÇÃO 

 

RESUMO: A micropropagação via proliferação de gemas axilares tem sido recomendado para 

o rejuvenescimento/revigoramento de clones selecionados, e consequentemente melhoria no 

enraizamento de mudas clonais. O sucesso de um protocolo de micropropagação depende da 

fase de introdução in vitro, visto que as etapas seguintes de multiplicação, alongamento e 

posterior transferência para condições ex vitro só podem ser executadas com sucesso após o 

estabelecimento de culturas assépticas e com bom vigor vegetativo. Diante disso, o presente 

estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz na introdução in vitro de clones 

híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora 

x C. torelliana (CT01), pela técnica de micropropagação via proliferação por gemas axilares. 

As minicepas, fornecedoras dos explantes para introdução in vitro, foram conduzidas em 

minijardim clonal semi hidropônico. Segmentos nodais de três clones de Corymbia torelliana x 

C. citriodora e de um clone de Corymbia citriodora x C. torelliana foram coletados, 

desinfestados e inoculados em meio de cultura JADS, à fim de comparar os efeitos da qualidade 

da luz de LEDs branco, LEDs vermelho/azul, Lâmpada fluorescente e Escuro/lâmpada 

fluorescente. Aos 30 dias após a inoculação, foram avaliadas as características porcentagem 

média de contaminação, oxidação, explantes não reativos, comprimento de brotos maiores que 

0,5 cm e o número médio de brotações por explante maiores que 0,5 cm. Com base nos 

resultados obtidos, o uso da fonte de luz LEDs vermelho/azul obteve os melhores resultados, 

para todas as características avaliadas na introdução in vitro. 

Palavras-chave: Propagação in vitro; propagação vegetativa; LEDs. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A micropropagação via proliferação de gemas axilares tem sido recomendado para o 

rejuvenescimento/revigoramento de clones selecionados na área florestal, principalmente 

visando a melhoria no processo de produção de mudas clonais pela propagação vegetativa por 

enraizamento de estacas. Dessa forma, a micropropagação apresenta como grande utilidade no 

setor florestal, em razão de possibilitar a formação e manutenção de jardins clonais. 

O sucesso de um protocolo de micropropagação depende da fase de introdução in vitro, 

visto que as etapas seguintes de multiplicação, alongamento e posterior transferência para 

condições ex vitro só podem ser executadas com sucesso após o estabelecimento de culturas 

assépticas e com bom vigor vegetativo (GEORGE e DEBERGH, 2008). Entretanto, para o 

adequado desenvolvimento dos explantes, é necessário o controle dessas fases, já que são 

dependentes de vários fatores, como características intrínsecas da espécie, disponibilidade de 

luz, meio nutritivo utilizado e balanço hormonal (PASA et al., 2012). 

Nos últimos anos aumentaram significativamente as pesquisas sobre o gênero Corymbia. 

Como resultado, os métodos de propagação vegetativa melhoraram, maximizando a produção 

clonal, especialmente pelo rejuvenescimento vegetativo (WENDLING et al. 2014a, 2014b). 

Trabalhos envolvendo a micropropagação de Corymbia spp. vêm sendo desenvolvidos desde a 

fase de introdução in vitro até a obtenção da muda na condição ex vitro (PINEDO et al., 1990; 

SHARMA et al., 2009). 

Diversas tecnologias vêm sendo propostas com o intuito de automatizar o processo da 

micropropagação, entre elas: inovações no ambiente de cultivo, como recipientes alternativos 

permitindo trocas gasosas; uso de substratos alternativos ao sistema semissólido como o ágar; 

novas fontes de iluminação à base de diodos – LEDs; e automatização das operações dos 

sistemas de cultura e de procedimentos rotineiros, como preparo de meio, repicagem e 

aclimatização (PENCHEL et al., 2007). 

Estudos recentes mostraram como diferentes níveis de comprimento de onda 

influenciam em diversos metabolismo nas plantas. Luz azul (450 – 495 nm), vermelho (620 – 

750 nm), vermelho extremo (750 – 850 nm) e verde (495 -570) atuam na morfogênese in vitro, 

crescimento e desenvolvimento da planta. (GUPTA e JATOTHU, 2013; GOLOVATSKAYA e 

KARNACHUK 2015; WANG et al., 2015; ZIENKIEWICZ et al., 2015; HERINGER et al., 
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2017). O uso de lâmpadas de diodos emissores de luz (LED) no vegetal parece ser vantajosa em 

relação as fluorescentes, uma vez que os LEDs podem fornecer luz  com mais eficiência, através 

de pontos particulares do espectro de luz (GUPTA e JATOTHU, 2013). Por causa disso, nos 

últimos anos, os LEDs estão sendo a fonte de luz predominante em câmaras de crescimento e 

biorreatores para melhorar o desenvolvimento de plantas in vitro (YEH e CHUNG, 2009). 

Considerando a importância que o gênero Corymbia e seus híbridos representam 

atualmente para o setor florestal, a obtenção de um protocolo eficiente e repetível quanto à 

propagação vegetativa, será essencial para estabelecer condições racionais para propagação 

dessas plantas, refletindo diretamente na produção comercial de mudas clonais nas empresas 

florestais, produtores e instituições de pesquisas. 

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz na 

introdução in vitro de clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia 

citriodora x C. torelliana pela técnica de micropropagação via proliferação de gemas axilares. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Localização do estudo e material experimental 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos II  do Instituto 

de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária – BIOAGRO, da Universidade Federal de Viçosa – 

UFV, localizado no município de Viçosa/MG. 

O material utilizado para obtenção dos explantes foi proveniente de minicepas de três 

clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) e um de Corymbia. 

citriodora x C. torelliana (CT01), oriundos da empresa CMPC – Celulose Riograndense, 

localizado no município de Guaiba/RS. 

As minicepas foram estabelecidas em minijardim clonal, sob sistema semi hidropônico 

de canaletão de areia, no Viveiro de Pesquisas do Departamento de Engenharia Florestal da 

Universidade Federal de Viçosa, Viçosa/MG. As plantas receberam solução nutritiva por 

gotejamento, aplicada quatro vezes ao dia, numa vazão total diária de 4 L m-2. A solução 

nutritiva foi composta de nitrato de cálcio (0,920 g L-1), cloreto de potássio (0,240 g L-1), nitrato 

de potássio (0,140 g L-1), monoamônio fosfato (0,096 g L-1), sulfato de magnésio (0,364 g L-1), 

hidroferro (0,040 g L-1), ácido bórico (2,800 mg L-1), sulfato de zinco (0,480 mg L-1), sulfato de 
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manganês (1,120 mg L-1), sulfato de cobre (0,100 mg L-1) e molibidato de sódio (0,040 mg L-1). 

A condutividade elétrica da solução nutritiva foi mantida em torno de 2,0 mS m-2. 

 

2.2. Coleta e preparo dos explantes 

Foram coletadas brotações (Figura 1A) provenientes da segunda coleta (primeira 

introdução) e da quarta coleta (segunda introdução), correspondendo a 60 e 120 dias após a poda 

do ápice das minicepas, respectivamente. Segmentos nodais medindo entre 3 e 4 cm foram 

coletados retirando-se as folhas do terceiro e quarto nós, a partir do ápice das brotações (Figura 

1B). Posteriormente, os explantes foram imersos em água deionizada autoclavada e 

transportados ao laboratório de cultura de tecidos. Durante todo o processo, os equipamentos 

utilizados foram desinfestados com solução de álcool a 70 % (v/v). 

 

 

Figura 1. Obtenção de explantes para introdução in vitro de clones híbridos de Corymbia: (A) 
brotação recém coletada das minicepas, destacando a porção utilizada para obtenção dos 
explantes; (B) segmento nodal após preparo. 
 

2.3. Introdução in vitro 

Os segmentos nodais foram lavados por cinco vezes em água corrente e imersos em 

solução fungicida contendo 2,4 g L-1 de Orthocide 500® (Captan 50 % como princípio ativo) 

durante 15 minutos. Posteriormente, foram lavados por cinco vezes em água desionizada 

autoclavada e imersos em solução de álcool a 70 % (v/v) por 30 segundos com agitação 

constante, dentro da câmara de fluxo laminar horizontal. Em seguida, foram imersos em solução 

de NaOCl a 1 % (v/v) Clarix®, acrescida de Tween 20 (3 gotas/100 mL de solução) durante 15 

minutos. Finalmente, os segmentos nodais foram lavados em água deionizada autoclavada, por 

cinco vezes e os explantes preparados e inoculados verticalmente, sob condições assépticas, em 

tubos de ensaio de 15 cm x 2,5 cm, contendo10 mL de meio de cultura. 



23 

 

 

 

O tempo desde a coleta dos explantes, em condições de campo, até a inoculação em meio 

de cultura foi inferior a três horas. Durante a coleta, o transporte e intervalos entre a 

desinfestação e inoculação, os explantes foram mantidos imersos em água desionizada 

autoclavada para evitar a desidratação. 

O meio de cultura utilizado foi o JADS (CORREIA, 1995) adicionados de 0,5 mg L-1 de 

BA (6-benziladenina – Sigma Co.), 0,1 mg L-1 de ANA (ácido naftalenoacético – Sigma Co.), 

100 mg L-1 de mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L-1 de PVP30 (Polivinilpirrolidona – Synth 

Ltda), 30 g L-1 de sacarose (Synth Ltda) e 6 g L-1  de ágar (Merck S.A.). O meio de cultura foi 

preparado utilizando água deoonizada e o pH ajustado para 5,8 ± 0,05 com NaOH (0,1 M) e 

HCl (0,1 M), antes da autoclavagem e da adição do ágar. A autoclavagem do meio de cultura 

foi realizada à temperatura de 121º C e pressão de aproximadamente 1 kgf cm-2, durante 20 

minutos. 

Foram utilizados três clones híbridos de Corymbia torelliana x C.  citriodora (TC01, 

TC02, TC03) e um de Corymbia. citriodora x C. torelliana (CT01) para realização de duas 

introduções in vitro. 

 

2.4. Fonte de luz 

Após inoculação, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 °C por 

um fotoperíodo de 16 horas de luz e irradiância de 80 μmol m-2 s-1 (quantificada por radiômetro, 

LI-COR®, LI-250A Light Meter), sendo testados três fontes de luz diferentes: Lâmpada 

fluorescente (HO Sylvania T12, 110 W, São Paulo, Brasil), Lâmpada LEDs branco (SMD 100, 

18 W, Vilux®,Vitória, ES, Brasil) e Lâmpada LEDs vermelho/azul (LabPARLL-HR / DB-480, 

11,6 W, LabLumens®, Carapicuíba, SP, Brasil). Para o tratamento testemunha os explantes 

foram mantidos durante sete dias no escuro e posteriormente transferidos para Lâmpada 

fluorescente (HO Sylvania T12, 110 W, São Paulo, Brasil). Os espectros de luz foram obtidos 

por espectroradiômetro (Ocean Optics Spectra-Suite, Ocean Optics, Dunedin, FL) (Figura 2).  
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Figura 2. Variações da irradiância absoluta (μW cm-2 nm-1) e do comprimento de onda (nm) de 
luz emitido pelas Lâmpadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W), LEDs brancos (Vilux® 

SMD 100, 18 W) e LEDs vermelho/ azul (LabPAR LL-HR / DB-480, 11,6 W) utilizadas na 
experimentação de indução em explantes na condição in vitro de clones híbridos de Corymbia, 
obtidas na sala de crescimento do LCT – II, BIOAGRO/UFV. 
 

2.5. Delineamento e avaliações experimentais  

O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 4 x 4, no delineamento inteiramente 

casualizado, sendo quatro clones híbridos de Corymbia (três clones híbridos de Corymbia 

torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) e um de Corymbia citriodora x C. torelliana 

(CT01)) e quatro fontes de luz: Escuro / Lâmpada fluorescente (E/LF), Lâmpada fluorescente 

(L/F), Lâmpada LEDs branco (L/B) e Lâmpada LEDs vermelho/azul (V/A), com quatro 

repetições, compostas de parcelas com oito explantes. 

Aos 30 dias após a inoculação, foram avaliadas as características porcentagem média de 

contaminação, oxidação, explantes não reativos, comprimento de brotos maiores que 0,5 cm e 

o número médio de brotações por explante maiores que 0,5 cm.  

 

2.6. Análise de dados 

As análises foram processadas em software R, versão 3.0.3 (R Core Team, 2014), com 

auxílio do pacote ExpDes, versão 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). Os dados dos dois subcultivos 

na fase de introdução in vitro foi feita a média geral. As variáveis contaminação, oxidação, 

explante não reativo, comprimento e número de brotos não apresentaram distribuição normal 
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perante teste de Shapiro-Wilkem a 5 % de significância, sendo transformados em arcsen e, 

respectivamente; e para as variáveis significativas, foi feito o teste Tukey a 5 % significância. 

 

3. RESULTADOS 

 

O aspecto dos explantes, com relação às características estudadas, pode ser observado 

na Figura 3, indicando diferença na resposta entre clones, bem como nas diferentes fontes de 

luz utilizadas na introdução in vitro de clones híbridos de Corymbia.  

 

 

Figura 3. Explantes de clones híbridos de Corymbia, aos 30 dias após a inoculação na condição 
in vitro: (A) explante não responsivo; (B) explante contaminado; (C) explante oxidado; (D) 
explante reativo. Barra = 1 cm. 

 

Na porcentagem de contaminação, observou para os clones híbridos de Corymbia 

torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01) 

a menor média de 5,46% diante da fonte de luz LEDs vermelho/azul (Figura 4A). Já na 

comparação entre clones não foi observado diferença (p > 0,05) (Figura 4B). 

Em relação à oxidação fenólica dos explantes, também observou que os quatro clones 

avaliados diferiram entre as fontes de luz (Figura 4C), tendo a fonte de luz LEDs vermelho/azul 

com menor média de 2,34%. Já para as condições entre clones os valores foram bem próximos 

(Figura 4D), não havendo diferença significativa (p > 0,05). 
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Figura 4. Características observadas na introdução in vitro em função das diferentes fontes de 
luz (E/LF, L/F, L/B e V/A) e clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, 
TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01). (A) Porcentagem de contaminação 
em função das diferentes fontes de luz; (B) Porcentagem de contaminação em função dos clones 
híbridos; (C) Porcentagem de oxidação em função das diferentes fontes de luz; (D) Porcentagem 
de oxidação em função dos clones híbridos (E) Comprimento das brotações em função das 
diferentes fontes de luz; (F) Comprimento das brotações em função dos clones híbridos. 
*Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
 

Neste sentido, pode-se observar que na combinação de LEDs vermelho/azul foi 

determinante para a menor porcentagem de contaminação e oxidação, independente dos clones 

analisados. Por outro lado, os maiores valores para a porcentagem de contaminação e oxidação 

fenólica foram obtidos na fonte de luz do Escuro/lâmpada fluorescente.  

A característica comprimento de brotos maiores que 0,5 cm, observou-se um 

comportamento variado, tanto entre clones, quanto entre fonte de luz, com diferença 

significativa (p < 0,05) em ambos.  

Os brotos (em média > 0,5 cm) dos explantes advindos da fonte de luz LEDs 

vermelho/azul apresentaram maior comprimento (em média 1,02 cm), superior ao tratamento 
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contendo a luz com Lâmpada fluorescente e Escuro/lâmpada fluorescente. Já para a luz de LEDs 

branco, não apresentou diferença significativa (Figura 4E). 

Entre os clones analisados, o clone TC03 apresentou diferença estatística com maior 

comprimento de brotos (média 0,98 cm), em comparação com o clone TC02 e ao clone TC01 

(Figura 4F). Já o clone CT01 apresentou resposta semelhante ao TC03. 

Ao número de brotos maiores que 0,5 cm por explante apresentaram diferenças 

significativas (p < 0,05) sob os diferentes tratamentos de fontes de luz, bem como os clones. 

De modo geral as fontes de luz LEDs vermelho/azul e LEDs branco apresentaram 

resultados que proporcionaram maior número de brotos por explante (Figura 5A). 

 

 

Figura 5. Características observadas na introdução in vitro em função das diferentes fontes de 
luz (E/LF, L/F, L/B e V/A) e clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, 
TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01). (A) Número de brotos por 
explante; (B) Porcentagem de explante não responsivo. Letras minúsculas representam 
diferenças estatísticas comparando-se os diferentes clones no mesmo tratamento (luz). Letras 
maiúsculas representam diferenças estatísticas comparando-se os tipos de luz no mesmo 
tratamento (clone). *Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey a 5 % de probabilidade. 
 

Os tratamentos envolvendo porcentagem de explantes não responsivos apresentaram 

efeito siginificativo (p < 0,05) sob as diferentes fontes de luz, bem como os clones. Em relação 
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ao processo de resposta na indução de brotações nos explantes aos 30 dias após a inoculação, 

baixos percentuais de explantes sem brotações foram obtidos, sendo que o clones CT01 e o 

TC03 foram os mais responsivos com 100 % (Figura 5B). As porcentagens foram bem próximos 

para os clones, não havendo diferença. 

Para a melhor fonte de luz dentre os clones, foi observado os clones CT01, TC01 e TC03 

com a luz de LEDs vermelho/azul obteve menores porcentagens de explantes não responsivos 

(Figura 5B). Já para o clone TC02 a menor média de explantes não responsivos foi em 

detrimento do uso da luz LEDs branco. Por outro lado, as fontes de luz lâmpada fluorescente e 

escuro/lâmpada fluorescente proporcionaram maior número de explantes não responsivos se 

comparados aos demais tratamentos. 

A fonte de luz teve influência direta sobre o desenvolvimento dos explantes de clones 

híbridos de Corymbia, onde a luz LEDs vermelho/azul proporcionou os melhores resultados 

baseado em uma menor oxidação, contaminação, maior comprimento, número de brotos e 

explantes reativos. 

 

 
4. DISCUSSÃO 

 

A fonte de luz utilizada no cultivo in vitro dos explantes teve influência direta na 

contaminação sobre os clones híbridos de Corymbia torelliana x C. Citriodora e Corymbia 

citriodora x C. torelliana. Neste contexto, a luz LEDs vermelho/azul, mostrou-se melhor 

resposta, devido à menor porcentagem de contaminação em relação aos demais tratamentos 

avaliados.  

A luz azul é um dos sinais ambientais mais importantes para vários organismos, visto 

que  regula seus processos de desenvolvimento fisiológico via fotorreceptores (SANO et al., 

2009). De acordo Kurtzman e Martínez-carrera (2013), vários organismos receptores de luzes 

azuis e vermelhas absorvem fótons e transduzem a energia para dentro das células regulando as 

fotorespostas fúngicas através da expressão genética diferencial, na biossíntese de carotenóides 

e agregação de hifas. A via metabólica dos microorganismos também pode estar sujeita à 

regulação pela luz (TISCH e SCHMOLL, 2010).  

O controle do ambiente é efetivo na modulação das respostas relacionadas ao metabolito 

secundário no micélio vegetativo (POSTEMSKY E CURVETTO, 2016). Ellis et al. (1999) 
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demonstraram que a formação de fungos em Coprinus stercorarius possuem requisitos 

separados para a luz, com ambos mostrando atividade máxima no 440-470-nm, mas com valores 

de pico ligeiramente diferentes.  

A resposta dos clones em relação à oxidação fenólica foi de baixa intensidade, 

principalmente aqueles com influência direta da qualidade de luz LEDs vermelho/azul. Estes 

resultados estão próximos aos encontrados por Brondani (2011) que obteve oxidação fenólica 

inferior a 6 % dos explantes, no estabelecimento in vitro de clones de Eucalyptus benthamii x 

E. dunii. 

A oxidação fenólica tem sido um problema associado com a micropropagação de 

espécies lenhosas, sendo reportada em diversos trabalhos (PINTO et al., 2008; ALMEIDA et 

al., 2008; BRONDANI, 2011). Essa ocorre pelo corte que danifica as células dos tecidos, 

promovendo a liberação de compostos fenólicos precursores da síntese de lignina, os quais 

modificam a composição do meio de cultivo e a absorção de metabólitos (ANDRADE et al., 

2000), podendo levar a morte dos tecidos. Esses resultados podem estar ligados a fatores 

ambientais internos que afetam o desenvolvimento dos explantes, em que menores frascos 

tendem a apresentar reduzidas concentrações de dióxido de carbono e elevadas concentrações 

de etileno, como também podem ser afetados por irradiação de luz, temperatura do ar e umidade 

relativa (XIAO et al., 2011).   

No comprimento de brotos maiores que 0,5 cm, verificou-se que a qualidade de luz afeta 

o desenvolvimento das brotações dos clones híbridos de Corymbia, com alterações 

significativas no crescimento das brotações. Neste sentido, o uso de lâmpadas de LEDs em 

culturas in vitro têm demonstrado ser vantajosos para a regulação de processos fisiológicos de 

crescimento, como a fotomorfogênese, acarretando na maior qualidade, produção e 

desenvolvimento de mudas micropropagadas (GUPTA e JATOTHU, 2013).  

Processos do desenvolvimento vegetal são afetados pela variação do vermelho e azul, 

como promoção no desenvolvimento das brotações de Cedrela fisilis, com alterações 

significativas no alongamento (OLIVEIRA, 2017). Estas alterações podem também ser 

decorrentes da interação entre a qualidade e quantidade de luz, bem como através de reguladores 

hormonais (LAU e DENG, 2010). 

A flexibilidade de combinar os comprimentos de onda dos LEDs para fotorreceptores 

pode proporcionar uma maior produção de metabolitos, influenciando a morfologia e o 
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metabolismo das plantas (MORROW, 2008). Embora, os relatórios anteriores tenham 

confirmado os efeitos fisiológicos e morfológicos da qualidade da luz LEDs na morfogênese e 

no crescimento de várias plântulas in vitro (LIN et al ., 2011; LI et al., 2013), estes resultados 

do estudo mostraram que a luz LEDs é mais adequada para a morfogênese e crescimento da 

planta do que a lâmpada fluorescente. No entanto, as respostas variam de acordo com as espécies 

de plantas. 

Neste sentido, os comprimentos de onda com espectros de luz na faixa do vermelho e 

azul, atuou com maior efetividade na morfogênese, havendo maior comprimento de brotações 

na introdução in vitro de Corymbia. 

Para o número de brotos observou-se variação entre clones e fontes de luz na introdução 

in vitro. A combinação de LEDs vermelho/azul em Brassica napuse e Dendrobium officinale 

observou um maior número de brotos por explante (LIN et al., 2011; LI et al., 2013). Esses 

mesmos autores relataram que o diodo emissor de luz (LED) é uma alternativa eficaz, 

especialmente durante a regeneração in vitro de brotações. De acordo Silva (2014), a relação 

vermelho/azul dos LEDs influenciou significativamente a resposta de crescimento in vitro de 

plântulas de mamão, onde o LEDs vermelho estimulou fortemente a produção de brotos por 

explante.  

Harun et al. (2013) trabalhando com Brassica chinensis revelou que o tratamento sob a 

relação de 16:4 vermelho/azul é mais eficaz, aumentando a quantidade de brotos e folha. 

Similarmente, de LEDs com 30% de azul e 70% de vermelho (HUNG et al., 2015). Em clones 

de Eucalyptus grandis x E. urophylla para a qualidade de luz, somente o vigor dos brotos teve 

influência, tendo a lâmpada com 4 LEDs superior à lâmpada de 2 LEDs e à fluorescente 

(GALLO, 2015).  

Em Fragaria x ananassa Duch. foi verificado o melhor desenvolvimento in vitro de 

brotações quando mantidas em lâmpadas no comprimento de onda e maior fluxo luminoso, os 

LEDs influenciam profundamente respostas fotomorfogênicas de explantes cultivados, como a 

formação de brotos, embriões somáticos, rizogênese e habilidades fotossintéticas de plantas 

regeneradas durante a aclimatização em uma variedade de espécies de plantas (MACEDO et al., 

2011). Nesse sentido Mengxi et al. (2011) considerou a fonte de luz LEDs vantajoso para a 

micropropagação, sendo uma fonte alternativa para substituição das lâmpadas fluorescentes. 
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Seguindo o mesmo padrão das demais características estudadas, o número médio de 

explantes não responsivos variou entre clones e fontes de luz. De modo geral foi observado que 

os clones apresentaram altas taxas de explantes com resposta à indução de brotações (entre 75% 

a 100% de explantes responsivos), uma vez que as brotações são necessárias ao prosseguimento 

a fase de multiplicação. Apesar de alguns explantes não serem responsivos, alguns se 

mantinham vivos, observado pela manutenção da coloração verde (ERIG e SCHUCH, 2005).  

Kapoor e Chauhan (1992) encontraram média de 72 % de explantes responsivos em um 

híbrido de Eucalyptus torelliana x E. citriodora; Yang et al. (1995) obtiveram até 100 % de 

explantes com brotações em Eucalyptus grandis x E. urophylla e Borges (2011) encontrou 95% 

de explantes com brotação em um hibrido de Eucalyptus urophylla x E. globulus. Em 

contrapartida, Gomes e Canhoto (2003) obtiveram média de 10 % de explantes com brotações 

para segmentos nodais de Eucalyptus nitens. Dessa forma, observa-se resultados variados para 

explantes não responsivos na fase de introdução in vitro, variando em função do material vegetal 

(genótipo) e das condições de cultivo utilizadas. 

De acordo com Sharma e Ramamurthy (2000) para o sucesso da micropropagação é 

necessário que apenas alguns explantes emitam brotações livres de contaminação. No entanto, 

quando se necessita de grande quantidade de material micropropagado, maiores taxas de 

explantes com brotações podem ser necessárias para aumentar rapidamente a quantidade de 

material produzido. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho para os clones híbridos Corymbia 

torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02, TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01), 

pode-se concluir que, em virtude da metodologia adotada para a proliferação das gemas axilares, 

a fonte de luz LEDs vermelho/azul demonstrou ser a mais adequada para a fase de introdução 

in vitro, tendo influência direta sobre o desenvolvimento dos explantes de clones híbridos de 

Corymbia, baseado em uma menor taxa de oxidação e contaminação, maior comprimento de 

brotos, número de brotações por explante e explantes reativos. 
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INFLUÊNCIA DA FONTE DE LUZ E DO REGULADOR DE CRESCIMENTO 

BA NA MULTIPLICAÇÃO IN VITRO DE CLONES HIBRIDOS DE Corymbia 

PELA MICROPROPAGAÇÃO 

 

RESUMO: Na busca por alternativas para o rejuvenescimento/revigoramento de clones 

selecionados de Corymbia, e consequentemente a melhoria do enraizamento adventício no 

processo de produção de mudas clonais, a micropropagação pela proliferação de gemas axilares 

tem sido recomendada por ser uma das técnicas mais eficiente para tal propósito. Assim, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da fonte de luz, do regulador de crescimento BA e do 

número de subcultivos na multiplicação in vitro de clones híbridos de Corymbia torelliana x C. 

citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01) pela técnica de 

micropropagação pela proliferação por gemas axilares. Para a iniciação da fase de multiplicação, 

as brotações produzidas na fase de estabelecimento in vitro foram preparadas isolando-se uma 

brotação padronizada de 0,5 cm, com bom vigor vegetativo e inoculadas sob condições 

assépticas, em meio de cultura JADS. Os efeitos da fonte da luz (LEDs branco, LEDs 

vermelho/azul e Lâmpada fluorescente) e de diferentes concentrações do regulador de 

crescimento BA (0,5, 1, 1,5 e 2 mg L-1) foram avaliados em dez subcultivos de multiplicação. 

Aos 30 dias após a inoculação, foram avaliadas as características de comprimento de brotos, 

número de brotos por explante, oxidação e vigor das brotações. Com base nos resultados 

obtidos, o uso de LEDs vermelho/azul foi melhor para todos os clones analisados na 

multiplicação in vitro; os explantes apresentaram resposta eficiente ao estímulo do regulador de 

crescimento BA, tendo as melhores respostas na concentração de 0,5 mg L-1 para os clones 

Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e de 1,0 mg L-1 para o clone 

Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01), a qual promoveu maior número de brotações; 

quanto ao número de subcultivos, os melhores resultados foi diante no nono subcultivo, no qual 

conseguiu atingir maiores valores para o número de brotos por explante e vigor. 

Palavras-chave: Propagação vegetativa; propagação in vitro; LEDs. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

             Para espécies arbóreas, a micropropagação como técnica de 

rejuvenescimento/revigoramento vegetativo é dependente do número de subcultivos in vitro, do 

meio de cultura, bem como do balanço hormonal necessários para alcançar melhores respostas 

quanto ao potencial de enraizamento adventício. Em geral, para o rejuvenescimento de clones 

selecionados na idade adulta, recomenda-se no mínimo de 10 a 12 subcultivos (DUTRA et al., 

2009). Contudo, esse rejuvenescimento/revigoramento é progressivo e parcial, bem como 

dependente da espécie e idade ontogenética do material vegetativo utilizado na 

micropropagação (XAVIER et al., 2013).  

Nos ultimos anos aumentou significativamente as pesquisas sobre o gênero Corymbia. 

Como resultado, os métodos de propagação vegetativa melhoraram, maximizando a produção 

clonal, especialmente pelo rejuvenescimento tecidual (WENDLING et al., 2014a,  2014b). 

Diante disso, alguns estudos envolvendo a multiplicação in vitro de Corymbia  vêm sendo 

desenvolvidos (PINEDO et al., 1990; ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA, 

2012). Porém, ainda há necessidade de maior conhecimento do número de subcultivos para 

rejuvenescimento/revigoramento, disponibilidade de luz, bem como do balanço hormonal do 

meio nutritivo nos recipientes in vitro, visando a maximização da produção de brotos no 

processo de multiplicação clonal. 

Um dos principais desafios da multiplicação in vitro baseia-se em estabelecer as 

melhores combinações de elementos em meio de cultura, que proporcionem o crescimento e 

desenvolvimento adequados dos explantes de espécies lenhosas (OLIVEIRA et al., 2013), bem 

como ajustar as condições ambientais de cultivo. Para a fase de multiplicação in vitro, os 

reguladores de crescimento mais utilizados são as citocininas, sendo a 6-Benzilaminopurina 

(BAP) e 6-benziladenina (BA) as mais comuns. Para a formação de brotos in vitro, se destaca o 

uso da 6-benziladenina (BA), uma citocinina utilizada para modular sinais necessários à 

reprogramação e proliferação de células de gemas laterais. Também atua na superação da 

dominância apical exercida por auxinas, estimulando o desenvolvimento de gemas axilares, e 

consequentemente, a formação de brotações (SANTOS et al., 2004; MOHEBALIPOUR et al., 

2012; UZELAC et al., 2012; EL-SHOWK et al., 2013). 
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O controle de fatores ambientais, como a temperatura e luz, também são fatores 

importantes para a resposta morfogenética in vitro (HERINGER et al., 2017). Entre os fatores 

externos, a luz tem destaque fundamental para espécies fotoautotróficas, atuando na produção 

de energia pela fotossíntese e como estímulo percebido por fotorreceptores que desencadeiam a 

fotomorfogênese em plantas (OLLE e VIRSILE, 2013). As diferentes fontes de radiação têm 

sido o centro de várias pesquisas, em especial quanto aos efeitos da radiação vermelho, vermelho 

distante e azul sobre o desenvolvimento e fisiologia das plantas (DEMOTES-MAINARD et al., 

2016). Convencionalmente as lâmpadas fluorescentes são utilizadas na 

propagação/multiplicação in vitro, porém devido ao menor custo, espectro de luz e outras 

características, as lâmpadas de LED têm sido propostas como uma alternativa mais viável e 

promissora (GUPTA e JATOTHU, 2013). 

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz, 

regulador de crescimento BA e o número de subcultivos na fase de multiplicação in vitro de 

clones híbridos de Corymvia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana 

pela técnica de micropropagação via proliferação de gemas axilares. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Localização do estudo e material experimental 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos II do Instituto 

de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), da Universidade Federal de Viçosa - 

UFV, localizado no município de Viçosa/MG. 

O material utilizado para obtenção dos explantes foi proveniente de minicepas de três 

clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e um de Corymbia 

citriodora x C. torelliana (CT01), oriundos da empresa CMPC – Celulose Riograndense, 

localizado no município de Guaiba/RS. 

Para a iniciação da fase de multiplicação, as brotações produzidas na fase de 

estabelecimento in vitro foram preparadas, isolando-se uma brotação padronizada de 0,5 cm 

com bom vigor vegetativo e inoculadas sob condições assépticas, em tubos de ensaio de 15 cm 

x 2,5 cm, contendo 10 mL do meio de cultura. Foi usado o meio de cultura JADS (CORREIA, 

1995), adicionado de 30 g L-1 de sacarose (Vetec®), 100 mg L-1 de mio-inositol (Sigma®), 800 



39 

 

 

 

mg L-1 de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Vetec®), 0,5 mg L-1 de BA (6-benziladenina – Sigma 

Co.), 0,01 mg L-1 de ANA (ácido naftalenoacético – Sigma®) e 6 g L-1 de ágar (Merck®). O 

meio de cultura foi preparado utilizando água desionizada e o pH ajustado para 5,8 ± 0,05 com 

NaOH (0,1 M) e HCl (0,1 M), antes da autoclavagem e da adição do ágar. A autoclavagem do 

meio de cultura foi realizada à temperatura de 121º C e pressão de aproximadamente 1 kgf cm-

2, durante 20 minutos. 

 

2.2. Fonte de luz 

Após inoculação no meio JADS (Item 2.1), à fim de comparar os efeitos da qualidade 

da luz, os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 °C por um fotoperíodo 

de 16 horas de luz e irradiância de 80 μmol m-2 s-1 (quantificada por radiômetro, LI-COR®, LI-

250A Light Meter), sendo testados três fontes de luz diferentes: Lâmpada fluorescente (HO 

Sylvania T12, 110 W, São Paulo,Brasil), Lâmpada LEDs branco (SMD 100, 18 W, 

Vilux®,Vitória, ES, Brasil) e Lâmpada LEDs vermelho/azul (LabPARLL-HR / DB-480, 11,6 

W, LabLumens®, Carapicuíba, SP,Brasil). Os espectros de luz foram obtidos por 

espectroradiômetro (Ocean Optics Spectra-Suite, Ocean Optics, Dunedin, FL) (Figura 2).  

 

Figura 1. Variações da irradiância absoluta (μW cm-2 nm-1) e do comprimento de onda (nm) de 
luz emitido pelas Lâmpadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W), LEDs brancos (Vilux® 
SMD 100, 18 W) e LEDs vermelho/ azul (LabPAR LL-HR / DB-480, 11,6 W) utilizadas na 
experimentação da multiplicação em explantes na condição in vitro de clones híbridos de 
Corymbia, obtidas na sala de crescimento do LCT – II, BIOAGRO/UFV. 
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2.3. Regulador de crescimento BA   

Com os resultados obtidos no experimento anterior (Item 2.2), para todos os clones 

analisados foi usado a fonte de luz Lâmpada LEDs vermelho/azul. A inoculação foi feita em 

meio de cultivo JADS (CORREIA, 1993), constituído de quatro concentrações do regulador de 

crescimento BA (0,5, 1, 1,5 e 2 mg L-1), adicionado de 30 g L-1 de sacarose (Vetec®), 100 mg L-

1 de mio-inositol (Sigma®), 800 mg L-1 de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Vetec®), 0,01 mg L-1 

de ANA (ácido naftalenoacético – Sigma®) e 6 g L-1 de ágar (Merck®). O pH do meio de cultura 

foi ajustado em 5,8 com HCl (0,1 M) ou NaOH (0,1 M), antes da adição do ágar, e autoclavado 

a uma pressão de 1,5 atm e temperatura de 121 °C, por 20 minutos. Os tratamentos foram 

mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 °C por um fotoperíodo de 16 horas de luz e irradiância 

de 80 μmol m-2 s-1 (quantificada por radiômetro, LI-COR®, LI-250A Light Meter. 

  

2.4.  Subcultivo 

Aos tratamentos que proporcionaram os melhores resultados diante das concentrações 

de BA (Item 2.3), para os clones TC01, TC02 e TC03 foi usado 0,5 m/g L-1 e o clone CT01 1 

mg L-1 do regulador de crescimento. Procedeu dez subcultivos das brotações multiplicadas de 

cada clone para um novo meio de cultura JADS (Item 2.1), de igual composição, a cada 30 dias. 

Após a inoculação, os explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 

h e irradiância de 80 μmol m-2 s-1 (quantificada por radiômetro, LI-COR®, LI-250A Light 

Meter), com a fonte de luz Lâmpada LEDs vermelho/azul. 

 

2.5. Delineamento e avaliações experimentais  

Visando comparar a fonte de luz, o experimento foi disposto em arranjo fatorial 4 x 3, 

no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones híbridos de Corymbia: três de 

Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e um de Corymbia citriodora x C. 

torelliana (CT01) e três fontes de luz: Lâmpada fluorescente (L/F), Lâmpada LEDs branco 

(L/B) e Lâmpada LEDs vermelho/azul (V/A), com quatro repetições, compostas de parcelas 

com dez explantes.  

As concentrações do regulador de crescimento BA, o experimento foi conduzido em 

arranjo fatorial 4 x 4, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones híbridos de 

Corymbia: três de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) e um de Corymbia 
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citriodora x C. torelliana (CT01) e quatro concentrações do regulador de crescimento BA (0,5, 

1, 1,5 e 2 mg L-1), com quatro repetições, compostas de parcelas com dez explantes.  

Já para o número de subcultivos o arranjo fatorial foi 4 x 10, em delineamento 

experimental inteiramente casualisado, com quatro clones híbridos de Corymbia: três de 

Corymbia torelliana x C.  citriodora (TC01, TC02 , TC03) e um de Corymbia citriodora x C. 

torelliana (CT01) e dez subcultivos, com quatro repetições, compostas de parcelas com dez 

explantes. 

Aos 30 dias após a inoculação na fase de multiplicação, foram avaliadas nos 

experimentos:  oxidação e vigor (Figura 2A e 2B), comprimento de brotos e o número médio de 

brotações por explante.  

 

 

Figura 2.  Avaliações de oxidação e vigor de acordo uma escala de notas. (A) Oxidação das 
brotações (1 = Nula: sem oxidação; 2 = Média: reduzida oxidação na base dos explantes (meio 
de cultura com tom acinzentado; 3 = Alta: oxidação completa das brotações (meio de cultura 
com tom enegrecido). (B)  Vigor das brotações (1 = Baixo:  ausência de indução das brotações 
e, ou, senescência e morte; 2 = Bom: indução de brotações, porém com folhas de tamanho 
reduzido; 3 = Ótimo: indução de brotações com crescimento ativo, sem deficiência nutricional). 
 
 
2.6. Análise de dados 

As análises foram processadas em software R, versão 3.0.3 (R Core Team, 2014), com 

auxílio do pacote ExpDes, versão 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). As médias dos tratamentos 

foram utilizadas para a realização das análises estatísticas e ajustes das equações de regressão. 

As variáveis de oxidação, vigor, comprimento e número de brotos não apresentaram distribuição 

normal perante teste de Shapiro-Wilkem a 5 % de significância, sendo transformados em arcsen 

1 2 

3 

3 

2 1 

A 
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e, respectivamente; e para as variáveis significativas, foi feito o teste Tukey a 5 % de 

significância. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Efeito da fonte de luz sobre a multiplicação in vitro 

De acordo às características estudadas, foi observado diferença na resposta entre clones, 

bem como nas diferentes fontes de luz utilizadas na multiplicação in vitro de clones híbridos de 

Corymbia.  

Em relação a variável comprimento de brotos para os explantes aos 30 dias na fase de 

multiplicação, os maiores valores foram encontrados para o clone CT01 na qualidade de luz 

vermelho/azul (Figura 3A).  

 

 

Figura 3. Características observadas na multiplicação in vitro em função das diferentes fontes 
de luz (L/F, L/B e V/A) e clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 
e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01). (A) Comprimento de broto; (B) Número 
de brotos por explante. Letras minúsculas representam diferenças estatísticas comparando-se os 
diferentes clones no mesmo tratamento (fonte de luz). Letras maiúsculas representam diferenças 
estatísticas comparando-se as diferentes qualidades de luz no mesmo tratamento (clone). 
*Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
 

As maiores médias para o comprimento das brotações por explante foi encontrado no 

clone CT01 com a luz de LEDs vermelho/azul, apresentando em média 2,17 cm (Figura 3A). O 

clone TC01 com a luz LEDs vermelho/azul também obteve valores médios de comprimento de 

brotações superiores aos demais tratamentos. Em relação ao clone TC02 e TC03 a maior média 

foi observada com o uso da luz LEDs branco. 
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Na indução de brotações por explante na etapa de multiplicação para os clones 

analisados, foi observado que a maior média foi encontrada no clone TC02, apresentando 5,30 

brotos (Figura 3B). De modo geral as fontes de luz LEDs vermelho/azul e LEDs branco 

apresentaram resultados que proporcionaram maior número de brotos por explante 

A interação entre as fontes de luz e os clones não foram significativa (p > 0,05), para as 

variáveis oxidação e vigor dos explantes.  

O número de explantes oxidados não diferiu quando foram conduzidos sob a luz de 

LEDs vermelho/azul e LEDs Branco, contudo a LEDs vermelho/azul apresentou menores 

oxidação se comparadas aos conduzidos pela fonte de luz Lâmpada fluorescente (Figura 4A). 

Já para as condições de comparação entre clones hibrido de Corymbia (Figura 4B), não ocorreu 

diferença significativa (p > 0,05).                                                               

 

  

  

Figura 4. Características observadas na multiplicação in vitro. (A) Oxidação das brotações em 
função das diferentes fontes de luz (L/F, L/B e V/A); (B) Oxidação das brotações em função 
dos clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia 
citriodora x C. torelliana (CT01); (C) Vigor das brotações em função das diferentes fontes de 
luz (L/F, L/B e V/A); (D) Vigor das brotações em função dos clones híbridos de Corymbia 
torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana 
(CT01).*Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % 
de probabilidade. 
 

Em relação ao vigor dos explantes, os melhores resultados foram diante da LEDs Branco 

com diferença significativa apenas para a Lâmpada fluorescente (Figura 4C). Já para as 

condições entre clones não houve diferença (Figura 4D). 
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Neste sentido, pode-se observar que a fonte de luz com LEDs foi determinante para o 

maior comprimento, número de brotos, oxidação e vigor dos explantes. 

 

3.2. Efeito do regulador de crescimento (BA) sobre a multiplicação in vitro 

Entre os clones testados, diante dos reguladores de crescimento, observou-se que o clone 

TC02 apresentou média de 1,85, que superior ao clone TC03 (Figura 5A). Entre as 

concentrações de BA testadas o comprimento de brotos decresceu com o aumento do regulador 

de crescimento (Figura 5B).    

 

 

  

Figura 5. Características observadas na multiplicação in vitro dos clones híbridos de Corymbia 
torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01) 
(A) Comprimento de brotações em função dos clones híbridos; (B) Comprimento de brotações 
em função de diferentes concentrações de BA; (C) Oxidação das brotações em função dos clones 
híbridos; (D) Vigor das brotações em função diferentes de concentrações de BA. *Médias 
seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 

 

O clone TC01 apresentou melhor desenvolvimento das brotações, tendo BA na 

concentração 0,5 mg L-1 aquela que promoveu resultados positivos quanto ao vigor das 

brotações (Figura 5D). 

Para número de brotações por explante na multiplicação in vitro, apresentaram seus 
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analisados em detrimento das concentrações de BA testadas, verificou-se que, as maiores 

médias para número de brotações por explante (5,3; 4,4 e 4,77) nos clones CT01, TC01 e TC03 

respectivamente, foi com a concentração de 1 mg L-1 (Figura 6A). Em contrapartida para o clone 

TC02 (em média 4,4 brotos por explante) a concentração de 0,5 mg L-1 obteve os melhores 

valores. Para os clones analisados em detrimento das concentrações de BA testadas, verificou-

se que, os clones TC01, TC02 e TC03 apresentaram comportamento semelhante, independente 

da concentração de BA. Por outro lado,  somente o clone CT01 foi responsivo à concentração 

de BA, cujo maior número de brotos é estimado na concentração de 1.43 mgL-1para o clone 

CT01. (Figura 6B).  

 

 

Figura 6.  Número de brotos por explante observados na multiplicação in vitro. (A) Clones 
híbridos de Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora 
x C. torelliana (CT01); (B) Concentrações de BA. *Médias seguidas de uma mesma letra não 
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.  
 
3.3. Efeito do número de subcultivos na multiplicação in vitro 

As características de comprimento de brotos e oxidação dos explantes observadas na 

multiplicação in vitro apresentaram seus fatores (clone e subcultivo) com interação significativa.  

Em relação ao número de brotos e vigor dos explantes os fatores atuaram de forma independente.  

Os clones TC02 e TC01 se destacaram com maior comprimento de brotos do 3° ao 7° 

subcultivo, porém nos demais não foi observado diferença significativa no comprimento dos 

brotos entre os clones analisados (Figura 7A). 

A curva de regressão diante da correlação dos subcultivo com os clones apresentou 

comportamento polinomial de segundo grau, no entanto, os pontos críticos para o comprimento 

das brotações variaram do terceiro a quarto subcultivo, verificando um declínio do tamanho das 

brotações a partir disso (Figura 7B). 
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Figura 7. Características observadas na multiplicação in vitro dos clones híbridos de Corymbia 
torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01). 
(A) Comprimento de brotações em função do número de subcultivos; (B) Comprimento de 
brotações em função dos clones híbridos; (C) Oxidação das brotações em função dos clones 
híbridos. *Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % 
de probabilidade. 
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Para o maior número de brotos e vigor dos explantes dos clones analisados em 

detrimento dos subcultivos, verificou-se que o ponto critico foi estabelecido no nono subcultivo. 

(Figura 6B).  

Observou-se variações no número de brotações ao longo dos subcultivos, sendo o maior 

percentual observado para o clone CT01 (em média 4,15 brotos por explante) (Figura 8A). Os 

resultados demonstraram diferenças na taxa de multiplicação dos clones analisados em 

detrimento do número de subcultivos, verificando um aumento gradativo no número de brotos 

por explante do primeiro ao nono (Figura 8B). Em relação ao vigor dos explantes, os clones que 

apresentaram os maiores valores foram o CT01 e TC01 (em média 2,74) (Figura 8C). Já para o 

número de subcultivos os melhores resultados também foram verificados pelo aumento 

gradativo do primeiro ao nono (Figura 8D). 

 

 

 

Figura 8. Características observadas na multiplicação in vitro dos clones híbridos de Corymbia 
torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01). 
(A) Número de brotos por explante em função dos clones híbridos; (B) Número de brotos por 
explante em função de diferentes subcultivos; (C) Vigor das brotações em função dos clones 
híbridos; (D) Vigor das brotações em função diferentes subcultivos. *Médias seguidas de uma 
mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 
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4.  DISCUSSÃO 

 

4.1. Efeito da fonte de luz sobre a multiplicação in vitro  

Verificou-se que a fonte de luz LED foi favorável ao desenvolvimento das brotações na 

fase de multiplicação para os clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia 

citriodora x C. torelliana, promovendo menor oxidação, maior vigor, comprimento e número 

de brotos por explante quando comparado a Lâmpada fluorescente. Adicionalmente, estudos 

têm mostrado o efeito de uso de lâmpadas de LED com espectros específicos de luz nas respostas 

morfogenéticas in vitro de plantas. A combinação de vermelho e azul, com uso de lâmpadas de 

LED, tem sido descrito para várias espécies, como para Cedrela fissilis, obtendo maior 

efetividade no crescimento de brotações (OLIVEIRA, 2017). Similarmente, em Fragaria x 

ananassa Duch. foi verificado o melhor desenvolvimento in vitro de brotações quando mantidas 

em lâmpadas de LED com 30% de azul e 70% de vermelho (HUNG et al., 2015). As luzes LED 

podem eliminar os comprimentos de onda de luz que são inativas para a fotossíntese, causando 

maior crescimento e desenvolvimento em plantas (GUPTA e JATOTHU, 2013). 

Trabalhos envolvendo a multiplicação in vitro de Corymbia spp. vêm sendo 

desenvolvidos para otimizar a propagação vegetativa desse gênero (PINEDO et al., 1990; 

ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA, 2012). Em amoreira-preta cv. Tupy foi 

verificado o melhor desenvolvimento in vitro ao número brotações quando mantidas em 

lâmpadas de LEDs vermelho/azul (GOMES da ROCHA et al., 2013).  Um estudo de Harun et 

al. (2013) revelou que o tratamento sob a relação de 16: 4 vermelho/azul é mais eficaz, 

aumentando a quantidade de brotos e folha. Devido a especificidade no comprimento de onda, 

os LEDs influenciam profundamente respostas fotomorfogênicas de explantes cultivados, como 

a formação de brotos, em uma variedade de espécies de plantas (MACEDO et al., 2011).  

A resposta dos clones em relação à oxidação fenólica foi de baixa intensidade, 

principalmente aqueles com influência direta da qualidade de luz LEDs vermelho/azul. Esses 

resultados podem estar ligados a fatores ambientais internos que afetam o desenvolvimento dos 

explantes, em que menores frascos tendem a apresentar reduzidas concentrações de dióxido de 

carbono e elevadas concentrações de etileno, como também podem ser afetados por irradiação 

de luz, temperatura do ar e umidade relativa (XIAO et al., 2011).   
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Já o vigor dos explantes apresentaram de bom a ótimo, considerando os valores máximos 

estimados para essa variável, os clones analisados apresentaram crescimento ativo, sem 

deficiência nutricional, principalmente aqueles com influência direta da qualidade de luz LEDs. 

Em clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla para a qualidade de luz, somente o vigor dos 

brotos teve influência, tendo a lâmpada com 4LEDs superior à lâmpada de 2 LEDs e à 

fluorescente (GALLO, 2015). Resultados similares foi encontrado por Oliveira et al. (2016), em 

relação a escala de notas para a classificação do vigor, das brotações in vitro dos clones de 

Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus.  

 

4.2. Efeito do regulador de crescimento (BA) sobre a multiplicação in vitro  

Em relação ao regulador de crescimento BA, nesse estudo permitiu estimular a 

multiplicação in vitro, com o desenvolvimento de brotações, baixos índices de oxidação e um 

bom vigor vegetativo principalmente com as menores concentrações testadas de 0,5 mg L¹ 

diante dos clones híbridos de Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e 1,0 

mg L¹ para o Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01).  

Quanto a avaliação do comprimento de brotos, verificou-se que a concentração de BA 

afeta o desenvolvimento das brotações dos clones híbridos de Corymbia, com alterações 

significativas no crescimento das brotações. Os melhores resultados foram observados sob os 

tratamentos com a concentração de BA 0,5 mg L-1. 

Oliveira et al. (2016), trabalhando com multiplicação in vitro de clones híbridos de 

Eucalyptus globulus, verificou que a combinação de BAP 0,5 mg L-1 e ANA 0,01 mg L-1 adotada 

permitiu estimular o crescimento das brotações, bem como um bom vigor vegetativo.  Em 

Tectona grandis os comprimentos da parte aérea dos brotos regenerados, tanto em meio de 

cultura WPM quanto em MS, os maiores comprimentos foram observados nas menores 

concentrações de BAP, e os menores comprimentos nas maiores concentrações (JUNIOR et al., 

2014). 

Em relação ao número de brotos por explante observou-se variação entre clones e 

concentrações de BA na multiplicação in vitro. De acordo com Oliveira et al. (2011) e Gómez 

et al. (2007), a variação da taxa de multiplicação está relacionada com as condições in vitro, 

bem como relacionada ao balanço de citocininas e auxinas no meio de cultura, visto esse balanço 

ser bastante variável em função da espécie e do tipo de explante utilizado.  



50 

 

 

 

Almeida (2012), trabalhando com Eucalyptus citriodora denotou que o aumento 

gradativo de reguladores de crescimento foi essencial à produção de brotos in vitro, uma vez 

que a adição direta de 0,5 mg.L-1 de benzilaminopurina (BAP) e 0,05 mg.L-1 de ácido 

naftalenoacético (ANA) ao meio de cultura, aparentemente promoveu estresse nas microcepas. 

Na multiplicação in vitro de Eucalyptus globulus sob diferentes combinações de ANA e BAP, 

revelaram que as concentrações próximas a 0,7 mg L-1 de BAP e 0,05 mg L-1 de ANA no meio 

de cultura WPM, mostraram-se mais eficientes para a obtenção de gemas axilares em quantidade 

e qualidade adequadas (OLIVEIRA, et al., 2014). 

Villa et al. (2006), ao trabalharem com multiplicação in vitro de amoreira-preta ‘Brazos’, 

obtiveram melhores respostas para número de brotações com aplicação de 1,0mg L-1 de BAP ao 

meio de cultura. De acordo com Cheng et al. (2013), a interação entre baixas concentrações de 

auxinas e concentrações mais elevadas de citocininas pode favorecer a indução de brotações, 

por estimular mais ainda as divisões celulares. Resultados contrastantes foi encontrado por Silva 

et al. (2014) em estudos com espécies lenhosas como a Caesalpinia pyramidalis, em que 

constataram aumento no número de brotações em meio de cultura sem reguladores vegetais, o 

que evidencia que concentrações mais elevadas dessa citocinina foram inibitórias para o 

processo de multiplicação. 

Para a oxidação dos brotos foi observado um comportamento dos clones de média a nula, 

considerando os valores mínimos estimados para essa variável. Diante disso foi verificado que 

a concentração do regulador de crescimento não teve influência nesse estudo, observando 

apenas diferenças entre os clones avaliados.  

Já para o vigor das brotações, foi observado um decréscimo com o aumento gradativo 

das concentrações de BA. As concentrações de citocininas exógenas aplicadas ao meio de 

cultivo, devem ser escolhidas cautelosamente, pois, quando a concentração é excedida, pode ser 

tóxica para o explante, tendo consequências como hiper-hidricidade, inibição, encurtamento de 

brotos (VASCONCELOS et al., 2012).                      

Os tratamentos com as concentrações de 1,5 ou 2,5 mg.L-1 de BAP associados com 0,5 

mg.L-1 de ANA proporcionaram baixo índice de multiplicação dos explantes, além disso, essas 

brotações não se desenvolveram satisfatoriamente Hancornia speciosa (OLIVEIRA et al., 

2016). Também foi observado um decréscimo na porcentagem de sobrevivência conforme o 

aumento das concentrações de citocinina. A suplementação do meio de cultura com BA é 
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fundamental para o sucesso da proliferação clonal, pois esta citocinina atua na promoção da 

morfogênese a partir de tecidos da parte aérea vegetal modulando sinais para reprogramação e 

proliferação de células de gemas laterais, e também atua na superação da dominância apical 

exercida por auxinas (UZELAC et al., 2012). 

 

4.3. Efeito do número de subcultivos na multiplicação in vitro 

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o comprimento, oxidação, número de 

brotos e vigor das brotações, em clones híbridos de Corymbia (Corymbia torelliana x C. 

citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana foram influenciados pelos subcultivos, nas 

respostas morfogenéticas in vitro de plantas.  

Neste contexto, os subcultivos três e quatro, mostraram mais adequados para o 

crescimento das brotações. Resultados similares foi encontrado por Oliveira et al. (2016), 

demonstrando variação multiplicação in vitro ao longo dos subcultivos, para todos os clones, 

dificultando distinguir um ponto específico da estabilização. Já em Cedrela fissilis, o maior 

comprimento de brotações foi obtido no primeiro subcultivo, seguido de diminuição ao longo 

dos demais (OLIVEIRA, 2017).   

Para a oxidação das brotações, as respostas dos clones analisados na multiplicação in 

vitro foram observadas de média à nula, considerando os valores mínimos estimados para essa 

variável. Os resultados diferem dos obtidos por Borges (2011), aonde alguns clones se 

mostraram recalcitrantes em relação durante a fase de multiplicação in vitro, sendo descartados 

após alguns subcultivos, apresentando sem vigor e necróticos, o que limitou seu cultivo. 

Brondani (2011) também observou recalcitrância na fase de multiplicação in vitro de um clone 

de Eucalyptus benthamii x E. dunii, sendo causada pelo elevado índice de oxidação durante a 

proliferação das gemas. Um dos principais fatores limitantes para a regeneração de explantes é 

a ocorrência da oxidação fenólica (SILVA et al., 2015), por isso, estratégias que visem a 

superação ou redução da oxidação fenólica são de extrema relevância. 

O número de brotos por explante mostrou tendência de aumento até o nono subcultivo. 

Para A. comosus é observado elevado número de brotos em subcultivos sucessivos (HAMAD e 

TAHA, 2008). Por outro lado, em C. fissilis, foi observada uma redução significativa no número 

de brotações com o aumento do número de subcultivos nos segmentos nodais cotiledonares a 

partir do segundo subcultivo (OLIVEIRA, 2017). Dada a sua importância essa variável se 
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destaca, como ferramenta para avaliar a eficiência da etapa de multiplicação dos explantes nos 

sucessivos subcultivos (SILVA et al., 2016).  

Seguindo o mesmo padrão das demais características estudadas, o vigor dos explantes 

variou diante dos subcultivos analisados. De modo geral foi observado que os clones 

apresentaram de bom a ótimo, considerando os valores máximos estimados para essa variável, 

com crescimento ativo, sem deficiência nutricional, principalmente com aumento gradativo do 

primeiro ao nono subcultivo. Já para Polesi (2015), estudando a micropropagação de Eucalyptus 

benthamii encontrou os maiores valores para vigor no primeiro subcultivo. As variações entre 

genótipos também têm sido obtidas em alguns trabalhos quanto a fase de multiplicação in vitro 

de Eucalyptus (BRONDANI, 2012; HARTMANN et al., 2011), demonstrando ser este um fator 

que exerce grande influência na resposta in vitro. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos na fase de multiplicação in vitro para os clones híbridos 

Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02, TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana 

(CT01), pode-se concluir que: 1) O uso de LEDs vermelho/azul foi melhor para todos os clones 

analisados na multiplicação in vitro; 2) os explantes mostraram resposta eficiente ao estímulo 

do regulador de crescimento BA, sendo a concentração de 0,5 mg L-1 a que apresentou melhor 

resultado para os clones Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e 1,0 mg 

L-1 para o clone Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01) promovendo maior número de 

brotações;  3) Quanto ao número de subcultivos, os melhores resultados foi obtido no nono 

subcultivo, no qual conseguiu atingir maiores valores para o número de brotos por explante e 

vigor para os clones avaliados. 
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FONTE DE LUZ E SACAROSE NO ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE 
CLONES HIBRIDOS DE Corymbia PELA MICROPRAPAGAÇÃO 

 

RESUMO: Devido às dificuldades de enraizamento encontradas em algumas espécies e 

híbridos de Corymbia na propagação clonal, principalmente no que envolve material adulto, o 

desenvolvimento de técnicas visando o rejuvenescimento/revigoramento pela micropropagaçao, 

assim como a adoção da microestaquia como forma de propagação vegtativa, têm sido 

considerados  importantes no processo de  produção de mudas clonais. Dessa forma, o presente 

trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e concentração de 

sacarose no alongamento in vitro, bem como a porcentagem de enraizamento e sobrevivência 

in vitro e ex vitro de microestacas de três clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora 

e de um clone de Corymbia citriodora x C. torelliana pela micropropagação. A partir de 

brotações obtidas na fase de multiplicação por micropropagação, os efeitos da fonte de luz no 

alongamento e enraizamento in vitro foram avaliados por meio de três fontes (Lâmpada 

fluorescente, LEDs branco e LEDs vermelho/azul,). Na avaliação dos efeitos do troca gasosa 

foram testados diferentes formas de vedação dos frascos na fase de alongamento in vitro (tampas 

rígidas de polipropileno e tampas de polipropileno com dois orifícios (10 mm) cobertos com 

membranas de 0,45 um) e de concentração de sacarose (0, 15 e 30 g L-1). Aos 35 dias, foram 

avaliadas as características de comprimento de brotos, número de brotos por explante, oxidação, 

vigor das brotações, porcentagem de enraizamento e sobrevivência. Com base nos resultados 

obtidos para o alongamento e enraizamento in vitro, a fonte de luz LEDs vermelho/azul 

demonstrou ser a mais adequada, a qual foi necessária para a obtenção de brotações com 

tamanho adequado para a fase de enraizamento; a utilização de 15 g L-1 de sacarose 

proporcionou os melhores resultados diante das variáveis analisadas, concentração essa que 

apresenta redução desse componente no meio, visto o emprego usual de sacarose na 

micropropagação de Corymbia ser de 30 g L-1;  Os explantes alongados (microestacas) dos 

clones avaliados apresentaram melhor resposta ao enaizamento e sobrevivência das plantas 

obtidas na condição in vitro. 

 

Palavras-chave: Propagação in vitro; propagação vegetativa; LEDs. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O enraizamento de espécies hibridas de Corymbia é um desafio no contexto de sua 

propagação clonal, particularmente quando o material adulto está envolvido. Entretanto, o 

rejuvenescimento/revigoramento dos propágulos tem permitido avanços consideráveis no 

enraizamento e outros aspectos da propagação clonal (ASSIS et al., 1992; XAVIER e 

COMÉRIO, 1996; ASSIS, 2001; ALFENAS et al., 2009; XAVIER et a., 2013). Na busca por 

alternativas para a melhoria do enraizamento no processo de produção de mudas clonais de 

Corymbia, a micropropagação via proliferação de gemas axilares, tem sido recomendada como 

técnica de rejuvenescimento de clones selecionados (BRONDANI et al., 2012; XAVIER et al., 

2013). Nos últimos anos aumentaram significativamente as pesquisas sobre o gênero Corymbia, 

especialmente em relação aos métodos de propagação vegetativa relacionadas ao 

revigoramento/rejuvenescimento vegetativo (WENDLING et al. 2014a,  2014b), bem como 

quanto ao enraizamento adventício (HARTMANN et al., 2011, BACCARIN et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2015). 

Dentre as etapas da micropropagação via proliferação das gemas axilares, a fase de 

alongamento in vitro é primordial na obtenção de brotações com tamanho adequado para a fase 

de enraizamento das microestacas, a qual tem sido realizada tanta na condição ex vitro 

(XAVIER et al., 2013) ou in vitro (TRINDADE e PAIS, 1997; BENNETT et al., 2003; 

NOURISSIER e MONTEUUIS, 2008). Pesquisas visando a maximização da produção de 

brotações na fase de alongamento in vitro tem sido intensificado, visando principalmente a 

obtenção de microestacas para a fase de enraizamento. Estudos científicos têm focado quanto 

ao conhecimento e adequação de protocolos, bem como na redução da fonte de carbono no meio 

de cultivo, assim como conhecimento do ambiente mais eficiente para o sistema, entre outros 

(SALDANHA et al., 2012; XAVIER et al., 2013). 

O controle de fatores ambientais, como a temperatura e luz são considerados importantes 

para a resposta morfogenética in vitro (HERINGER et al., 2017). As diferentes fontes de 

radiação têm sido o centro de várias pesquisas ao longo dos anos, em especial quanto aos efeitos 

da radiação vermelho e vermelho distante sobre o desenvolvimento e fisiologia das plantas 

(DEMOTES-MAINARD et al., 2016). Investigações sobre o efeito da exposição de luz LED na 

cultura in vitro demonstraram que espectros de luz vermelho, vermelho distante e azul, 
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isoladamente ou combinadas, atuam positivamente em melhorias na morfogênese das plantas 

(POUDEL et al., 2008; LI et al., 2010; HERINGER et al., 2017). 

De maneira geral, uma resposta positiva à micropropagação, dentre os diversos fatores, 

deve-se também à redução ou a exclusão da fonte de sacarose. Assim como, uso de membranas 

porosas com ventilação natural ou forçada proporcionam redução da umidade relativa do ar no 

interior dos frascos de cultivo e aumento significativo da troca gasosa com a atmosfera exterior, 

aumentando a transpiração e a efetiva absorção de água e nutrientes pela planta, melhorando 

seu processo de aclimatização ex vitro (IVANOVA e VAN STADEN, 2010; XIAO et al., 2011). 

Vários autores, relataram seu efeito positivo, em diferentes espécies, além, da possibilidade de 

variações em sua concentração, o que beneficia o cultivo e reduz gastos (SORACE et al., 2008; 

SILVEIRA et al., 2012). 

Em vista da necessidade de adequação de um protocolo para micropropragação de clones 

híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e 

concentração de sacarose no alongamento in vitro e no enraizamento e sobrevivência in vitro e 

ex vitro das microestacas. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Localização do estudo e material experimental 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos II do Instituto 

de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO) da Universidade Federal de Viçosa - 

UFV, Viçosa/MG. O material genético utilizado para obtenção dos explantes foi proveniente de 

minicepas de três clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) 

e um clone de Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01), oriundos da empresa CMPC – 

Celulose Riograndense, localizado no município de Guaiba/RS. 

Na iniciação da fase de alongamento, as brotações produzidas na fase de multiplicação 

in vitro foram preparadas isolando-se quatro brotações padronizada de 0,5 cm e com bom vigor 

vegetativo e inoculadas sob condições assépticas, em frascos de vidro (250 mL de capacidade), 

cultivadas durante 35 dias, contendo 50 mL de meio JADS (CORREIA, 1995), adicionado de 

30 g L-1 de sacarose (Vetec®), 100 mg L-1 de mio-inositol, 800 mg L-1 de PVP-30 
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(polivinilpirrolidona - Vetec®), 6 g L-1 de ágar, 0,05 mg L-1 de BA (6-benziladenina – Sigma 

Co.) e 0,25 mg L-1 de ácido 3-indolbutírico (AIB) (Sigma®).  

Para o enraizamento in vitro, microestacas com tamanho em torno de dois centímetros 

foram preparadas a partir de gemas alongadas, dos quatro clones híbridos produzidas na fase de 

alongamento. As microestacas foram inoculadas sob condições assépticas, as quais foram 

cultivadas durante 35 dias em frascos de vidro (250 mL de capacidade), contendo 50 mL de 

meio JADS (CORREIA, 1995), adicionado de 30 g L-1 de sacarose (Vetec®), 100 mg L-1 de 

mio-inositol, 800 mg L-1 de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Vetec®), 6 g L-1 de ágar e 1 mg L-1 

de ácido 3-indolbutírico (AIB) (Sigma®). 

Os meios de cultura foram preparados utilizando água desionizada e o pH ajustado para 

5,8 ± 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCl (0,1 M), antes da autoclavagem e da adição do ágar. A 

autoclavagem do meio de cultura foi realizada à temperatura de 121 ºC e pressão de 

aproximadamente 1 kgf cm-2, durante 20 minutos. 

 

2.2. Fonte de luz 

Para avaliar os efeitos da qualidade da luz no alongamento e enraizamento in vitro, os 

tratamentos foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 °C por um fotoperíodo de 16 horas 

de luz e irradiância de 80 μmol m-2 s-1 (quantificada por radiômetro, LI-COR®, LI-250A Light 

Meter), sendo testados três fontes de luz diferentes: Lâmpada fluorescente (HO Sylvania T12, 

110 W, São Paulo,Brasil), Lâmpada LEDs branco (SMD 100, 18 W, Vilux®,Vitória, ES, Brasil) 

e Lâmpada LEDs vermelho/azul (LabPARLL-HR / DB-480, 11,6 W, LabLumens®, 

Carapicuíba, SP,Brasil). Os espectros de luz foram obtidos por espectroradiômetro (Ocean 

Optics Spectra-Suite, Ocean Optics, Dunedin, FL) (Figura 1). 
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Figura 1. Variações da irradiância absoluta (μW cm-2 nm-1) e do comprimento de onda (nm) de 
luz emitido pelas Lâmpadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W), LEDs brancos (Vilux® 
SMD 100, 18 W) e LEDs vermelho/ azul (LabPAR LL-HR / DB-480, 11,6 W) utilizadas na 
experimentação do alongamento e enraizamento em explantes na condição in vitro de clones 
híbridos de Corymbia, obtidas na sala de crescimento do LCT II, BIOAGRO/UFV. 
 
 
2.3. Trocas gasosas e concentrações de sacarose 

Com os resultados obtidos no experimento na fase de alongamento in vitro (Item 2.2), 

para todos os clones analisados, nesse experimento foi usado a fonte de luz Lâmpada LEDs 

vermelho/azul. Para troca gasosa foi submetido duas formas de vedação: tampas rígidas de 

polipropileno (TRP), ou seja, sem trocas gasosas; e tampas de polipropileno com dois orifícios 

(10 mm) cobertos com membranas de 0,45 um (MilliSeal® AVS-045 Air Vent), possibilitando 

as trocas gasosas. A inoculação foi feita em meio de cultivo JADS (CORREIA, 1995), 

constituído de três concentrações de sacarose (0, 15 e 30 g L-1), 100 mg L-1 de mio-inositol, 800 

mg L-1 de PVP-30 (polivinilpirrolidona), 6 g L-1 de ágar, 0,05 mg L-1 de BA (6-benziladenina) 

e 0,25 mg L-1 de ácido 3-indolbutírico (AIB). O pH do meio de cultura foi ajustado em 5,8 com 

HCl (0,1 M) ou NaOH (0,1 M), antes da adição do ágar, e autoclavado a uma pressão de 1,5 atm 

e temperatura de 121 °C, por 20 minutos.) Os tratamentos foram mantidos em sala de 

crescimento a 25 ± 2 °C por um fotoperíodo de 16 horas de luz e irradiância de 80 μmol m-2 s-1 

(quantificada por radiômetro, LI-COR®, LI-250A Light Meter. 
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2.4. Enraizamento ex vitro das microestacas 

Esse experimento foi conduzido no Viveiro de Pesquisas do Departamento de 

Engenharia Florestal, da Universidade Federal de Viçosa, localizado no município de 

Viçosa/MG. As microestacas foram obtidas com tamanho de dois centímetros a partir das 

brotações produzidas na fase de alongamento in vitro, dos quatro clones híbridos, as quais foram 

transferidas em uma caixa de isopor para o viveiro. 

As microestacas foram plantadas em tubetes plásticos de 55 cm3 de capacidade, contendo 

substrato comercial (Tropstrato Vida Verde®) e vermiculita de granulometria média, na 

proporção de (1:1), adicionado de 5 kg m-3 de superfosfato simples (Heringer®), sendo em 

seguida acondicionadas em casa de vegetação climatizada (temperatura de 20 a 30 ºC e umidade 

relativa do ar ≥ 80 %), durante 35 dias. Nos primeiros 15 dias em casa de vegetação, foi mantida 

uma cobertura com Aluminet (50 %) sobre as microestacas, a uma altura de 20 cm dos 

recipientes. 

 

2.5. Delineamento e avaliações experimentais 

No experimento de qualidade de luz no alongamento e enraizamento in vitro, foi 

disposto em arranjo fatorial 4 x 3, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones 

híbridos de Corymbia: três de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) e um 

de Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01) e três fontes de luz diferentes: Lâmpada 

fluorescente (L/F), Lâmpada LEDs branco (L/B) e Lâmpada LEDs vermelho/azul (V/A), com 

quatro repetições, compostas de parcelas com dez explantes. 

Quanto ao experimento com as concentrações de sacarose, em arranjo fatorial 4 x 3, o 

delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, com quatro clones híbridos 

de Corymbia: três de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02, TC03) e um de 

Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01) e três concentrações de sacarose (0, 15 e 30 g L-1). 

Já para o experimento de troca gasosa, adotou-se o arranjo fatorial 4x2, com os mesmos clones, 

duas formas de vedação (tampas rígidas de polipropileno (TRP) e tampas de polipropileno com 

dois orifícios (10 mm) cobertos com membranas de 0,45 um). Esses experimentos foram 

compostos, com quatro repetições e parcelas com dez explantes. 

À fim de comparar o enraizamento, o experimento foi conduzido em arranjo fatorial 4 x 

2, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones híbridos de Corymbia (três de 
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Corymbia torelliana x C.  citriodora (TC01, TC02 , TC03) e um de Corymbia citriodora x C. 

torelliana (CT01)) e dois tipos de enraizamento (in vitro e ex vitro), com quatro repetições, 

compostas de parcelas com dez explantes. 

Aos 35 dias após a inoculação na fase de alongamento, foram avaliadas nos 

experimentos: porcentagem média de oxidação, vigor, comprimento de brotos, número médio 

de brotações por explante e trocas gasosas. Para os experimentos de enraizamento in vitro e ex 

vitro, foram avaliados a porcentagem média de sobrevivência e enraizamento (raízes observadas 

na extremidade inferior do frasco ou tubete).  

 

Figura 2.  Avaliações de oxidação e vigor de acordo uma escala de notas. (A) 1 = Nula: sem 
oxidação; (B) 2 = Média: reduzida oxidação na base dos explantes (meio de cultura com tom 
acinzentado; (C) 3 = Alta: oxidação completa das brotações (meio de cultura com tom 
enegrecido); (D) 1 = Baixo:  ausência de desenvolvimento das brotações e, ou, senescência e 
morte; (E) 2 = Bom: brotações com bom crescimento, porém com folhas de tamanho reduzido; 
(F) 3 = Ótimo: brotações com crescimento ativo, sem deficiência nutricional aparente. 

 

2.6. Análise de dados 

As análises foram processadas em software R, versão 3.0.3 (R Core Team, 2014), com 

auxílio do pacote ExpDes, versão 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). As médias dos tratamentos 

foram utilizadas para a realização das análises estatísticas. As variáveis porcentagem de 

sobrevivência, enraizamento, oxidação, vigor, comprimento e número de brotos não 
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apresentaram distribuição normal perante teste de Shapiro-Wilkem a 5 % de significância, sendo 

transformados em arcsen e, respectivamente; e para as variáveis significativas, foi feito o teste 

Tukey a 5 % de significância. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Efeito da fonte de luz sobre o alongamento in vitro 

De acordo às características estudadas, foi observado diferença na resposta entre clones, 

bem como nas diferentes fontes de luz utilizadas no alongamento in vitro de clones híbridos de 

Corymbia.  

A característica comprimento de brotos, verificou - se um comportamento variado, tanto 

entre clones, quanto entre qualidade de luz. Entre os clones testados, diante das fontes de luz, 

observou-se que o clone TC03 apresentou média de 4,54 cm, sendo superior aos demais 

tratamentos (Figura 3A). Para as fontes de luz, o tratamento que se destacou foi aquele que 

utilizou o LEDs vermelho/azul (Figura 3B). 

Para o vigor das brotações dos clones analisados, foi observado que os maiores valores 

foi encontrado no clone TC03, apresentando em média 2,84 (Figura 3C). Os tratamentos 

envolvendo a melhor fonte de luz, foi observado a LEDs vermelho/azul obteve as maiores 

médias 2,77 (Figura 3D). 

Em relação ao número de brotações por explante, verificou-se que a fonte de luz de 

LEDs vermelho/azul (em média 1,78) obteve os maiores valores (Figura 3E). Já para oxidação, 

os valores foram bem próximos a classe de nota 1 e os tratamentos foram semelhantes.  

 

3.2. Efeito das trocas gasosas e sacarose sobre o alongamento in vitro  

De acordo as características observadas in vitro para os clones híbridos de Corymbia, 

apresentaram seus fatores (trocas gasosas e concentrações de sacarose) atuando de forma 

independente. O comprimento de brotos e o vigor dos explantes apresentaram diferença (p < 

0,05), em relação aos clones e a concentrações de sacarose. Para o número de brotações, só foi 

observado diferença significativa para as concentrações de sacarose (p < 0,05). Já o uso de 

tampas rígidas (sem trocas gasosas) e com membranas (com trocas gasosas) os resultados 

diferiram apenas para a variável comprimento de brotos. 



65 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Características observadas no alongamento in vitro em função dos diferentes clones 
híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora 
x C. torelliana (CT01) e fontes de luz (L/F, L/B e V/A). (A) Comprimento de brotos por explante 
em função dos clones híbridos; (B) Comprimento de brotos por explante em função de diferentes 
fontes de luz; (C) Vigor das brotações em função dos clones híbridos; (D) Vigor das brotações 
em função diferentes fontes de luz; (E) Número de brotos por explante em função diferentes 
fontes de luz. *Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 
5 % de probabilidade. 
 
 

O comprimento dos brotos e vigor mostrou a mesma tendência que o número de 

brotações por explante, sendo os melhores resultados para os tratamentos com 15 e 30 g L-1 de 

sacarose (Figuras 4A; 4D e 4E). Diante dos genótipos analisados, para a característica 

comprimento e vigor de brotos, o clone TC03 foi significativamente superior aos demais (Figura 

4B e 4C). 

A maioria das características observadas não foi influenciada pelos ambientes com e sem 

trocas gasosas, no entanto, o uso de tampas rígidas proporcionou maior comprimento de brotos, 

(Figura 4F), com valores médios de 5,13 cm, sendo superior ao uso de tampas com membranas.  
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Figura 4. Características observadas no alongamento in vitro em função dos diferentes clones 
híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora 
x C. torelliana (CT01). (A) Comprimento de brotos por explante em função dos clones híbrido; 
(B) Comprimento de brotos por explante em função de diferentes concentrações de sacarose (0, 
15 e 30 g L-1); (C) Vigor das brotações em função dos clones híbridos; (D) Vigor das brotações 
em função diferentes concentrações de sacarose (0, 15 e 30 g L-1); (E) Número de brotos por 
explante em função diferentes concentrações de sacarose (0, 15 e 30 g L-1); (F) Comprimento 
de brotos por explante sem troca gasosa (STG) e com troca gasosa (CTG). *Médias seguidas de 
uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 
 
3.3. Efeito da fonte de luz sobre o enraizamento in vitro de microestacas 

Os tratamentos envolvendo o enraizamento in vitro aos 35 dias, apresentaram diferença 

siginificativa (p < 0,05), sob as diferentes qualidades de luz, bem como os clones, de forma 

independente. O clone TC03 apresentou as maiores médias para porcentagem de enraizamento 

dos explantes 85,8% (Figura 5A).  Em relação as condições de comparação entre as qualidades 

de luz, o LEDs vermelho/ azul, apresentou os maiores valores 79,4%, diferindo para a Lâmpada 

fluorescente (Figura 5B). 
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Figura 5.  Porcentagem de enraizamento observados de microestacas obtidas a partir de 
brotações alongadas in vitro. (A) Clones híbridos de Corymbia torelliana x C. Citriodora 
(TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01); (B) fonte de luz (L/F, L/B 
e V/A). *Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % 
de probabilidade. 
 

 

3.4. Efeito dos tipos de cultivo no enraizamento e sobrevivência das microestacas 

A porcentagem de enraizamento in vitro e ex vitro das microestacas aos 35 dias, o maior 

valor foi encontrado para o clone TC03 (em média 97% e 71%) respectivamente (Figura 6A).  

Em relação a sobreviência dos explantes aos 35 dias, altos percentuais foram obtidos nas 

condições in vitro, sendo que o clone TC03 foi o mais responsivo com 100 % (Figura 6B). Já 

para o melhor tipo de cultivo dentre os genótipos analisados, foi observado que o cultivo dos 

explantes in vitro obteve as maiores porcentagens de sobrevivência dos explantes, para todos os 

clones analisados. (Figura 6B).  

 

 

Figura 6. Características observadas no enraizamento in vitro e ex vitro de clones híbridos de 
Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e Corymbia citriodora x C. 
torelliana (CT01).  (A) Porcentagem de enraizamento; (B) Porcentagem de sobrevivência. 
Letras minúsculas representam diferenças estatísticas comparando-se os diferentes clones no 
mesmo tratamento (enraizamento). Letras maiúsculas representam diferenças estatísticas 
comparando-se os tipos de enraizamento no mesmo tratamento (clone). *Médias seguidas de 
uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 
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4. DISCUSSÃO 

 

4.1. Efeito da fonte de luz sobre o alongamento in vitro  

A fonte de luz utilizada no alongamento in vitro dos explantes influenciou no 

crescimento dos clones híbridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora 

x C. torelliana, porém havendo variações nas respostas. Diferenças genotípicas no 

desenvolvimento in vitro são relatadas em diferentes espécies do gênero Eucalyptus e Corymbia, 

como observado para E. globulus (OLIVEIRA., 2016), C. citriodora (ALMEIDA, 2012) E. 

dunnii (NAVROSKI et al., 2015), e também em outros híbridos: C. citriodora x C. torelliana 

(ARYA, et al., 2009), E. benthamii x E. dunnii (BRONDANI et al., (2011), E. grandis x E. 

urophylla (NAKHOODA et al., 2012), E. grandis x E. nitens (WATT, 2014). 

O uso de LED influencia os efeitos fisiológicos e morfológicos na morfogênese e 

desenvolvimento de várias espécies vegetais cultivadas in vitro (BELO-BELO, 2016; 

OLIVEIRA, 2017; GUPTA et al., 2017; MOSQUEDA et al., 2017; FAVETTA et al., 2017). 

Resultados têm mostrados que a luz LED é mais adequada para a morfogênese e crescimento 

da planta do que a L/F (lâmpada fluorescente), no entanto, as respostas podem variar de acordo 

com as espécies de plantas. Uma possível causa para essa diferenciação está relacionada ao uso 

de lâmpadas de LEDs em culturas in vitro, no qual têm demonstrado ser um método vantajoso 

para a regulação de processos fisiológicos de crescimento, como a fotomorfogênese, acarretando 

na maior qualidade, produção e desenvolvimento de mudas micropropagadas (GUPTA e 

JATOTHU, 2013). 

Para o número de brotos por explante observou-se variação entre as fontes de luz no 

alongamento in vitro, indicando que os comprimentos de onda com espectros de luz na faixa do 

vermelho e azul, atuam em conjunto na sinalização para a morfogênese, havendo uma maior 

efetividade nas brotações. Resultados semelhantes foram encontrado para Cedrella fissilis, 

verificando que a qualidade e quantidade da luz afeta o desenvolvimento das brotações, com 

alterações significativas no alongamento e número de brotos por explante (OLIVEIRA, 2017). 

Em Vanilla planifolia as brotações foram significativamente afetadas por diferentes tratamentos 

de luz in vitro, aonde os resultados indicaram um aumento significativo no número de brotos 

por explante sob LED vermelho azul (BELLO-BELLO et al., 2016). 
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Em relação à oxidação fenólica dos explantes os clones apresentaram oxidação com 

baixa intensidade, principalmente aqueles com influência direta da qualidade de luz LEDs 

vermelho/azul. Em Foxglove chinês (Rehmannia glutinosa) quando a qualidade de luz é 

acrescida sob LEDs azul, as plantas possuem uma resposta de luz complexa e dinâmica com 

menores reações de oxidação e otimização na aclimatação. (SZECHYŃSKA - HEBDA et al., 

2010). O uso de diodos emissores de luz (LEDs) como fonte de radiação para plantas, tem–se 

uma maior flexibilidade dos comprimentos de onda para a instalação de fotorreceptores, 

podendo proporcionar um ótimo vigor, influenciando na morfologia e  metabolismo das plantas 

(MASSA et al., 2008; MORROW, 2008).  

 

4.2. Efeito das trocas gasosas e da sacarose no alongamento in vitro  

A concentração de sacarose apresentou implicação direta no alongamento de clones 

híbridos de Corymbia. Para as características avaliadas, valores satisfatórios foi apresentado 

diante de 15 g L-1 de sacarose, concentração essa que apresenta redução desse componente no 

meio, visto o emprego usual de sacarose na micropropagação de Eucalyptus ser de 30 g L-1. 

Diversos trabalhos relatam o uso entre 15g L-1 e 30 g L-1 de sacarose no processo de 

micropropagação, sendo responsável pela multiplicação ou alongamento de Eucalyptus spp. 

(BORGES et al., 2011; BRONDANI et al., 2012; NAVROSKI et al., 2013; BACCARIN, 2015).  

Costa et al (2017), trabalhando com Ochroma pyramidale, verificou as maiores médias 

para o comprimento das brotações utilizando a concentração de 15g L-1 de sacarose. Vários 

autores relataram seu efeito positivo em diferentes espécies, o que beneficia o cultivo e reduz 

gastos (SORACE et al., 2008; SILVEIRA et al., 2012 e GALLO, 2015). Já para Eucalyptus 

benthamii, de acordo com Polesi (2015), a concentração de 30 g L-1 de sacarose apresentou os 

melhores resultados nos aspectos morfofisiológicos e também no desenvolvimento dos 

explantes.  

Em trabalho de Monfot et al. (2015) com Ocimum selloi, verificaram efeito negativo 

sobre o número, comprimento, matéria seca da brotação e número de raízes sem sacarose. A 

ausência de sacarose inibe o desenvolvimento, pois a quantidade de CO2 presente no frasco é 

insuficiente para que a planta exerça plenamente seu autotrofismo (JO et al, 2009). 

Os sistemas com e sem troca gasosa não influenciaram a maioria das características 

observadas para o clone em questão. Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho de 
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Oliveira et al. (2014), não tendo havido diferença entre o sistema sem e com injeção de ar em 

biorreatores de imersão temporária no processo de multiplicação in vitro do clone Eucalyptus 

grandis x E. urophylla. A propagação in vitro com uso de membranas porosas permitem a troca 

de gases entre a atmosfera externa e interna dos frascos através da ventilação natural, desde que 

a concentração de CO2 seja adequada, resultando em aumento no crescimento (KOZAI, 2010). 

No entanto, o uso do sistema com troca gasosa afetou o comprimento dos explantes, tendo os 

maiores valores de comprimento em sistema fechado, resultado que contrasta com diversos 

estudos com a aplicação de manejo in vitro de ambientes gasosos. 

No cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e, consequentemente, 

necessitam de uma fonte exógena de carboidratos, sendo a sacarose a mais utilizada na cultura 

de tecidos vegetais (PARVEEN; SHAHZAD, 2014). Além disso, age como fonte de energia 

para sustentar o metabolismo fotomixotrófico, garantindo o desenvolvimento ideal, como 

precursor de carbono e metabólito de sinalização, bem como atua na manutenção do potencial 

osmótico, garantindo a conservação da água nas células (GAGO et al., 2014). 

 

4.3. Efeito da fonte de luz na sobrevivência e enraizamento in vitro de microestacas 

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a porcentagem de enraizamento e 

sobrevivência das microestcas em clones híbridos de Corymbia (Corymbia torelliana x C. 

Citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana) é afetado pela fonte de luz nas respostas 

morfogenéticas no cultivo in vitro de plantas. Neste contexto, a fonte de luz LEDs, mostrou-se 

mais adequado para o enraizamento e sobrevivência das microestacas. Resultados similares 

foram encontrado por Lim e Feom (2013), Kwon et al. (2015) e Favetta et al. (2017), aonde tem 

como principal efeito o aumento na porcentagem de enraizamento, número, comprimento e 

sobreviência ds microestacas. 

Diferenças significativas foram observadas no número de raízes e folhas por explante, 

através das fontes de luz LEDs vermelho azul em Vanilla planifólia (MOSQUEDA et al., 2017). 

Similarmente Hung et al. (2015) demonstraram que tratamentos misturados com fótons 

vermelho e azul proporcionaram uma sobrevivência e enraizamento significativamente maior 

do que as lâmpadas fluorescentes (ou seja, 90-94% vs. 76% em cultivares de Strawberry). Já 

para foxglove chinês (Rehmannia glutinosa) obteve um maior número de raízes quando sob a 

luz azul, (MANIVANNAN et al. 2015). Investigações sobre o efeito da exposição de luz LED 
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na cultura in vitro demonstraram que espectros de luz vermelho, vermelho distante e azul, 

isoladamente ou combinadas, atuam significativamente em melhorias na morfogênese das 

plantas (LI et al., 2010; HERINGER et al., 2017).  

De acordo com Mokotedi et al. (2000), as espécies lenhosas têm enraizamento 

genotípico dependente, requerendo assim diferentes condições de cultivo. Wendling e Xavier 

(2005) também afirmam que o enraizamento adventício é um processo complexo que é afetado 

também, dentre diversos fatores, pelas características genéticas.  

 

4.4. Efeito dos tipos de cultivo no enraizamento e sobrevivência das microestacas 

Devido às dificuldades de enraizamento encontradas em algumas espécies e híbridos de 

Corymbia na propagação clonal, o desenvolvimento de novas técnicas para a propagação 

vegetativa e o ajuste dos diversos fatores que influenciam o desenvolvimento da planta foi 

estudado na tentativa de estabelecer um melhor enraizamento e sistemas eficientes de produção 

em larga escala.  

A porcentagem de enraizamento e sobrevivência das microestacas advindas dos diversos 

tratamentos, resultou em variações entre os tipos de  enraizamento e clones avaliados.  A adoção 

do enraizamento in vitro para o clone (TC03), resultou nas melhores resposta desse estudo. 

Similarmente Júnior et al. (2014) ao conduzir explantes de Tectona grandis in vitro, observaram 

percentual máximo de sobrevivência (100%). Oliveira (2015) também avaliou sobrevivência 

com resultados superiores a 90% para microestacas de E. cloeziana. Assim, observa-se que a 

porcentagem de sobrevivência teve bons resultados da mesma forma que outros estudos 

apresentados para técnica semelhante. Em relação ao enraizamento em Eucalyptus benthamii, 

Brondani et al. (2012) verificaram índices de enraizamento acima de 90%, ainda aos 21 dias. 

No enraizamento ex vitro de microestacas de Lavandula angustifolia, Machado et al. 

(2013) verificaram de 15% a 83% de sobrevivência aos 30 dias. Nas miniestacas intermediárias, 

os índices de enraizamento variaram entre 25 e 86,1 % entre clones (BORGES, 2011). Tormen 

(2017) ao induzir o enraizamento de microestacas de Eucalyptus cloeziana não utilizou 

regulador de crescimento e observou um percentual de 70% de enraizamento aos 30 dias. 

A propagação vegetativa nos híbridos de Corymbia era considerada difícil de ser 

viabilizada operacionalmente, entretanto foi possível observar os melhores resultados para o 

clone híbrido de Corymbia torelliana x Corymbia citriodora (TC03) nas diferentes condições 
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de cultivo. Recentes modificações nos procedimentos de enraizamento têm possibilitado obter 

resultados em níveis considerados excelentes (ASSIS, 2014). Um primeiro aspecto se refere à 

espécie utilizada como genitor feminino; neste sentido, a espécie C. torelliana é especialmente 

importante, por ser a espécie de maior enraizamento dentre todas as espécies de Corymbia 

testadas, sua presença nos cruzamentos é fundamental para se obterem níveis adequados de 

enraizamento na clonagem desses híbridos (ASSIS, 2014), decorrente da existência do efeito 

materno para esta característica (ASSIS, 2001). Resultados operacionais de enraizamento de 

clones de C. citriodora x C. torelliana e C. torelliana x C. citriodora obtidos na Arcelor Mittal 

Bioflorestas confirmam as observações anteriores da existência de efeito materno no 

enraizamento (ASSIS, 2012). 

Outro aspecto relevante é que grande parte das espécies lenhosas, as estacas de mudas 

juvenis enraízam naturalmente, enquanto outras procedentes de plantas mais velhas o fazem 

com maior complexidade ou não enraízam (XAVIER et al., 2013). Pode-se admitir que, de uma 

forma geral, quanto mais juvenil for o explante a ser propagado, maior é a possibilidade de êxito 

no enraizamento, tanto pelo percentual de enraizamento, qualidade das raízes e rapidez de 

formação, quanto pela capacidade de crescimento da nova muda (GRATTAPAGLIA e 

MACHADO, 1998; XAVIER et al., 2013). Diante disso a etapa da micropropagação, em virtude 

da metodologia adotada para a proliferação das gemas axilares, temos a fase de alongamento in 

vitro, a qual é necessária para a obtenção de brotações com tamanho adequado para a fase de 

enraizamento destas, a qual tem sido realizada normalmente ex vitro (XAVIER et al., 2013). 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos nesse estudo para os clones híbridos de Corymbia 

torelliana x C. Citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana, pode-se concluir que: 1) Em 

virtude da metodologia adotada para o alongamento e enraizamento in vitro, a fonte de luz LEDs 

vermelho/azul demonstrou ser a mais adequada, apresentando os melhores resultados para vigor, 

oxidação fenólica, número de brotações por explante, comprimento de brotos, porcentagem de 

enraizamento e sobrevivência das microestacas; 2) A sacarose adicionada ao meio de cultura 

influenciou significativamente o desempenho do cultivo, devido aos seus efeitos sobre o aporte 

de energia para o explante e a manutenção do potencial osmótico do meio, sendo a redução para 



73 

 

 

 

15 g L-1 de sacarose com os melhores resultados diante das variáveis analisadas; 3) Os explantes 

alongados (microestacas) apresentaram melhor resposta ao enaizamento e sobrevivência das 

plantas obtidas na condição in vitro. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

A produção de mudas do gênero Corymbia e alguns de seus híbridos interespecíficos 

têm destacado, visto a importância que a espécie tem adquirido no setor florestal. No entanto, 

diante das dificuldades encontradas atualmente na propagação clonal de clones selecionados de 

algumas espécies e híbridos desse gênero, como Corymbia citriodora, a obtenção de um 

protocolo eficiente e repetível de propagação vegetativa para o estabelecimento de condições 

ideais no processo de clonagem dessas plantas tem-se tornado um desafio. 

Apesar de apresentarem forte heterose ou vigor híbrido para características de 

crescimento, os cruzamentos entre Corymbia torelliana e Corymbia citriodora ainda são pouco 

explorados. É importante considerar que as chances de clonagem em níveis operacionais são 

altas, em virtude da participação de Corymbia torelliana no cruzamento, gerando uma demanda 

permanente por novas tecnologias que permitam incrementar a eficiência dos atuais processos 

de propagação para esta e outras espécies. Um dos principais desafios da micropropagação 

baseia-se em estabelecer as melhores combinações de elementos em meio de cultura, que 

proporcionem o crescimento e desenvolvimento adequados dos explantes de espécies lenhosas, 

bem como ajustar as codições ambientais de cultivo. 

Os resultados deste estudo indicam novas possibilidades para propagação vegetativa do 

gênero Corymbia através da micropropagação como ferramenta de produção mudas clonais, 

cujas vantagens são a possibilidade de propagação massal de clones em curto espaço de tempo; 

o maior controle nutricional, ambiental e fitossanitário; o transporte do material clonal para 

grandes distâncias sem danos; o armazenamento por longos períodos; bem como a retenção do 

vigor híbrido. 

Como as espécies do gênero Corymbia são consideradas de difícil propagação 

vegetativa, o desenvolvimento de um protocolo, que foi objeto deste trabalho, possibilitou a 

maximização na produção de mudas através do estudo de fontes de luz, subcultivos, 

concentrações de hormônios, sacarose e trocas gasosas, visando a reversão à juvenilidade e o 

revigoramento dos propágulos. 

O controle de fatores ambientais, como a temperatura e luz foram fatores importantes 

para a resposta morfogenética in vitro e a luz vermelho (620-750 nm)/azul (450-495 nm), atuou 

de forma especifica na morfogênese, crescimento e desenvolvimento dos explantes. Em virtude 
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da metodologia adotada para a proliferação das gemas axilares, a fonte de luz LED 

vermelho/azul apresentou os melhores resultados para as variáveis vigor, número de brotações 

por explante, comprimento de brotos e porcentagem de enraizamento e sobrevivência, ao 

mesmo tempo que minimizou a oxidação fenólica e contaminação, demonstrando ser a mais 

adequada para as fases de introdução, multiplicação, alongamento in vitro, que por sua vez, 

importantes na obtenção de brotações com tamanho adequado para a fase de enraizamento. 

O uso de lâmpadas de diodos emissores de luz (LED) no vegetal foi vantajosa em relação 

as fluorescentes, uma vez que forneceram luz com mais eficiência, através de pontos particulares 

do espectro de luz. Diante disso, para estes materiais genéticos, os LEDs podem ser a fonte de 

luz predominante em salas de crescimento para maximizar a produção e o desenvolvimento de 

plantas in vitro. 

Para espécies arbóreas, a micropropagação como meio de rejuvenescimento e, ou, 

revigoramento é dependente do número de subcultivos in vitro, necessários para alcançar 

melhores respostas quanto ao potencial de enraizamento adventício. Com base nos resultados 

obtidos nesse trabalho desenvolvido, para os clones híbridos selecionados, o nono subcultivo 

apresentou os maiores valores para o número de brotos por explante e vigor durante a 

multiplicação. Contudo, esse rejuvenescimento/revigoramento normalmente tem sido 

progressivo, parcial e dependente do genótipo. 

Em relação à utilização de reguladores de crescimento, a aplicação da citocinina 6-

benziladenina (BA), induziu a divisão celular e estimulou maior número de brotações. Os 

explantes apresentaram resposta eficiente principalmente nas concentrações de 0,5 mg L-1 para 

os clones Corymbia torelliana x C. Citriodora (TC01, TC02 e TC03) e 1,0 mg L-1 para o clone 

Corymbia citriodora x C. torelliana (CT01), destacando-se na fase de multiplicação in vitro. É 

importante considerar que uma resposta positiva na micropropagação pela aplicação desses 

hormônios exógenos ao meio de cultivo, deve-se principalmente a um balanço adequado, pois 

quando a concentração é excedida, pode ser tóxica para o explante, tendo consequências como 

hiper-hidricidade, oxidação, inibição ao desenvolvimento e encurtamento de brotos. 

Um outro fator avaliado nesse trabalho diz respeito à fonte de sacarose no meio, bem 

como o uso de ventilação natural ou forçada na micropropagação. No presente estudo a 

quantidade utilizada de 15 g L-1 de sacarose apresentou os melhores resultados diante das 

variáveis analisadas, concentração essa que apresenta redução desse componente no meio, 
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comparada com o emprego usual na micropropagação de Eucalyptus e Corymbia que tem sido 

adotada de 30 g L-1, proporcionando, assim um melhor custo/benefício. Além disso, a redução 

nas concentrações de carboidrato pode evitar desordens anatômicas e metabólicas, que 

acarretam em baixas taxas de sobrevivência durante a aclimatização. A fonte de carbono, 

adicionada, influenciou significativamente o desempenho do explante, devido aos seus efeitos 

sobre o aporte de energia e a manutenção do potencial osmótico, garantindo a conservação da 

água nas células. Em relação as trocas gasosas, o uso da ventilação natural obteve os melhores 

resultados para o comprimento das brotações na fase de alongamento in vitro, proporcionando 

o tamanho adequado para a obtenção de microestacas para a fase de enraizamento, contudo esse 

resultado contrasta com diversos estudos na literatura, com a aplicação de manejo com uso de 

membranas porosas. 

Como foi visto, devido às dificuldades de enraizamento encontradas em algumas 

espécies e híbridos de Corymbia na propagação clonal, a utilização de novas técnicas para a 

propagação vegetativa e os ajustes dos diversos fatores avaliados, influenciaram de maneira 

positiva na obtenção de uma melhor resposta na propagação desses clones. Para porcentagem 

de enraizamento dos explantes aos 35 dias, o maior valor encontrado foi para o clone hibrido de 

Corymbia torelliana x C. citriodora (TC03), em que nos sistemas in vitro e ex vitro 

apresentaram em média 97% e 71% de enraizamento, respectivamente. Entretanto, é importante 

salientar que a espécie Corymbia torelliana, possui naturalmente a maior capacidade de 

enraizamento em relação a outras espécies pertencentes ao gênero Corymbia, principalmente se 

utilizar esta espécie como genitor feminino. 

Para o gênero Coymbia os níveis de enraizamento dos clones selecionados normalmente 

são baixos, o que tem limitado a sua utilização em programas clonais. Diante dos objetivos 

propostos, através do enraizamento in vitro e ex vitro, foi possível observar, para todos os clones 

híbridos utilizados nesse estudo, valores superiores aos encontrados na literatura, possibilitando 

assim sua viabilização no processo da produção de mudas clonais. 

Estes resultados podem ser o ponto de partida para novas pesquisas, favorecendo o 

estabelecimento de protocolos de poliploidia, transgenia, embriogênese somática e 

organogênese envolvendo o ambiente de cultivo in vitro, com o objetivo de otimizar a qualidade 

das mudas produzidas e contribuindo para a propagação vegetativa do gênero Corymbia, 
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indicando as bases para futuros estudos na área, na procura da melhora contínua dos processos 

de propagação in vitro. 

 


