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RESUMO

SOUZA, Denys Matheus Santana Cod¥aSc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de
2018. Fontes de luz na micropropagacdo de clones hibridos deorymbia. Orientador:
Aloisio Xavier. Coorientad@s Wagner Campos Otoni e Gléison Augusto dos Santos.

A importancia das espécies do gén€arymbiae de seus hibridos interespecificos tem sido
evidenciada nos programas de silvicultura, principalmente devido a sua qualidade da madeira e
capacidade de adaptacdes as condicBes ambientais. Essas consideracdes tém estimulado o
desenvolvimento de protocolos mais eficientes na propagacdo vegetativa necessaria para a
clonagem destas plantas. O presente estudo teve como objetivo geral a micropropagacéo de
clones hibridos d€orymbia torellianax C. citriodorae Corymbia citriodorax C. torelliang

e especificamentavaliar: i) o efeito da fonte de luz na introdugéwitro de clones hibridos de
Corymbia torellianax C. citriodorae Corymbia citriodorax C. torelliang ii) o efeito da fonte

de luz, regulador de crescimento BA e o nimero de subcultivos na fase de multijticéicéo

de clones hibridos deorymbia torellianax C. citriodorae Corymbia citriodorax C. torelliang

e; iii) o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e concentracdo de sacarose no alongeitnento

e porcentagem de enraizamento e sobrevivéinciatro e ex vitro de microestacasde clones
hibridos deCorymbia torellianax C. citriodora e Corymbia citriodorax C. torelliana O

material experimental utilizado para obtencéo dos explantes foi proveniente de minicepas de
trés clones hibridos d€orymbia torellianax C. citriodora (TC01, TC02, TC03e um de
Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01). Os experimentas vitro foram conduzidos no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Il do Instituto de Biotecnologia Aplicada & Agropecuéria
(BIOAGRO), da Universidade Federal de Vicosa (UFV), localizado no municipio de
Vicosa/MG, e o experimentosx 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 afonte de luz LEDs correspondeu aos melhores resultados, para as
caracteristicas avaliadas na introdugéwitro; ii) o uso de LEDs vermelho azul obteve os
melhores resultados, para os clones analisados na multiplicacéibro; os explantes
apresentaram resposta eficiente ao estimulo do regulador de crescimento BA, na concentragao
de 0,5 mg Ltpara os clone€orymbia torellianax C. Citriodora(TC01, TC02 e TC03% 1,0

mg L-* para o clon€orymbia citriodorax C. torelliana(CT01), promovendo maior nimero de



brotac@®s quanto ao numero de subcultivos os melhores resultados foi diante do nono
subcultivo, no qual conseguiu atingir maiores valores para o0 numero de brotos por explante e
vigor; iii) o uso de LEDs vermelho azul proporcionou a melhor resposta, para os clones
aralisados no alongamento e enraizamenteitro; a concentracdo de 15gLde sacarose
apresentou os melhores resultados diante das variaveis analsagzentracdo essa que
apresenta reducdo desse componente no meio nessas condi¢des de cultivo; os explantes
alongados (microestacas) apresentaram melhor regmsteaizamento e sobrevivéncia das

plantas obtidas na condicawovitro.



ABSTRACT

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

The importance of the species belonging to the g€ougmbiaand 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 clon€sryginbia
torellianax C. citriodoraandCorymbia citriodorax C. torelliana and specifically to evaluate:

i) the effect of the light source on the in vitro introduction of hybrid clone€arymbia
torelliana x C. citriodora and Corymbia citriodorax C. torelliang ii) the effect of the light
source, growth regulator BA and the number of subcultures on the in vitro multiplication phase
of hybrid clones o€orymbia torellianax C. citriodoraandCorymbia citriodorax C. torelliang

and; iii) the effect of light source, gas exchange and sucrose concentrationtomelongation

and percentage of rooting amdvitro andex vitrosurvival of micro-cuttings of hybrid clones

of Corymbia torellianax 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. citriodorgdTC01, TC02, TC03) and one Gbrymbia citriodorax

C. torelliana(CTO01). Then vitro experiments were conducted at the Tissue Culture Laboratory

Il of the Institute of Applied Biotechnology for Agriculture, Federal University of Vigcosa
(UFV), Vicosa/MG, and thexvitro experiments were conductatithe 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 thein vitro introduction; ii) the use of red blue LEDs generated the best results for the clones
analyzed in thén vitro multiplication; the explants presented efficient response to BA growth
regulator at 0.5 mg L-1 concentration foorymbia torellianax C. Citriodoraclones (TCO1,

TCO02 and TCO03) and 1.0 mg L-1 for the cldberymbiacitriodora 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



Xi

and vigor; iii) the use of red blue LEDs provided the best response, for the clones analyzed in
thein 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 obtaingohitrthe

condition.



1. INTRODUCAO GERAL

A expansao de plantios para regides nao tradicionais e a busca de melhor adequacao na
producao de mudas tém ampliado a utilizacdo de espécies e combinac¢des hibridas. Dessa forma,
nos ultimos anos, espécies pertencentes ao g€oeymbiacomoC. citriodora C. maculatee
C. torellianae alguns de seus hibridos interespecificos tém sido correntemente mencionadas
pela grande importancia quanto aos aspectos de qualidade da madeira e adaptacdo as condicdes
ambientais adversas (ASSIS, 2014).

A maioria das espécies e hibridos do gér@ooymbiasao consideradas de dificil
propagacdo vegetativa, com exce¢aoCddorelliana onde o enraizamento tem sido viavel.
Devido as dificuldades de enraizamento encontradas em algumas espécies e hibridos de
Corymbiana propagacéo clonal por estaquia, principalmente no que envolve material adulto, o
desenvolvimento de técnicas visando a reversdo a juvenilidade e o vigor dos propagulos, como
a miniestaquia seriada (WENDLING e XAVIER, 2005) e a microestaquia (XAVIER e
COMERIO 1996; ASSIS, 2001; ALFENAS et al., 2009) tém permitido avancos consideraveis
na propagacao clonal.

Nos Ultimos anos, as pesquisas sobre o géi@oymbia spp. envolvendo a
micropropagagéo, aumentaram significativamente considerando desde o processo de introdugao
(PINEDO et al., 1990; SHARMA et al., 2009), multiplicacdo (PINEDO et al., 1990;
ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA, 2012), alongamento (NHUT et al.,
2002; WENDLING et al. 2014a, 2014b), aclimatizacdo 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 basicos para maximizacdo da producdo de microestawéso, entre eles: o
conhecimento e adequacdo de protocolos; a adocdo de sistemas com trocas gasosas, como
membranas porosas, e a reducdo 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 sao
importantes para a resposta morfogendticaitro (HERINGER et al., 2017). As diferentes

fontes de radiacao tém sido o centro de varias pesquisas ao longo dos anos, em especial quanto



aos efeitos da radiacdo vermelho e vermelho distante sobre o desenvolvimento e fisiologia das
plantas (DEMOTES-MAINARD et al., 2016). A luz (qualidade espectral, fluxo de fétons e
fotoperiodo) é um dos fatores que influenciam o crescimento e desenvolvimento de diferentes
espécies de plantds vitro (GUPTA e JATOTHU, 2013). E utilizada por plantas para
fotossintese como fonte de energia, mas também pode atuar como sinal externo de regulacéo
em Varios processos morfogénicos e fisiolégicos que altera a arquitetura e o nivel de
fitoquimicos da planta (OUZOUNIS et al., 2015). No entanto, apesar da importancia econémica
do génerdaCorymbiae seus hibridos, estudos sobre o efeito de diferentes comprimentos de onda
das lampadas LEDs no processo de morfogénese e crescimento ainda sao inexistentes.

Outro fator que deve-se levar em conta para a otimizacdo da micropropagacéo € a
reducdo ou a exclusdo da fonte de sacarose no meio, bem como o uso de membranas porosas
com ventilacdo natural ou forcada, pois proporcionam reducdo da umidade relativa do ar no
interior dos frascos de cultivo e aumento significativo da troca gasosa com a atmosfera exterior,
aumentando a transpiracao e a efetiva absorcdo de agua e nutrientes pela planta, melhorando
seu processo de aclimatizag®o vitro (HAZARIKA, 2006; IVANOVA e VAN STADEN,

2010; XIAO et al., 2011). Varios autores, relataram seu efeito positivo, em diferentes espécies,
0 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 a micropropagacao, dentre diversos fatores, deve-se também a
um balanco adequado dos reguladores de crescimento, sendo 0s mais utilizados, as citocininas
e as auxinas (XAVIER et al., 2013). As concentragOes desses reguladores de crescimento variam
de acordo com o estdgio de micropropagacao e em funcéo da espécie e doxjgantde e
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Na micropropagacao de espécie€dealyptuse
Corymbig os reguladores de crescimento mais utilizados sdo as citocininas, sendo a 6-
Benzilaminopurina (BAP) e 6-benziladenina (BA), sendo citadas por varios autores (GOMEZ
et al. 2007; OLIVEIRA 2011; ALMEIDA, 2012; OLIVEIRA, et al., 2014 e OLIVEIRA et al.,

2016).

Em vista da necessidade de adequacao de um protocolo de micropropagacao, para clones
hibridos deCorymbia torelliana x C. citriodora Corymbia citriodora XC. torelliang visando
0 rejuvenescimento e, ou, revigoramento clonal, o presente trabalho teve como objetivos

especificos avaliar: i) o efeito da fonte de luz na fase de introdugdm; ii) o efeito da fonte



de luz, regulador de crescimento BA e o niumero de subcultivos na fase de multijpicétcéo
e; lii) o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e concentracao de sacarose no alomgaitrento

eporcentagem de enraizamento e sobrevivéncia das microestacas na dondligé@ex vitra

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. GéneroCorymbia

Em uma nova classificacdo para o géneuralyptus proposta por Hill e Johnson
(1995), foram excluidas as espécikamadas de “bloodwood”, formando com estas um novo
género denominaddorymbig incluindo nestas 113 espécil® Brasil destacam-se as espécies
Corymbia citriodorada regido de Queensland e New South Wales (Figura DbAJorymbia
torelliana de Queensland (Figura 2A), ambas nativas da Australia, tendo sida introduzida em

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

(&)
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Figura 1: (A) Ocorréncia natural déorymbia citriodorana Australia (REIS et al., 2014B)
Localizacdo da espécieCorymbia citriodora ao redor do mundo (FORESTRY
COMPENDIUM, 2014).

Cruzamentos entr€. torellianae C. citriodoraséao ainda pouco explorados, mas tém
apresentado forte heterose ou vigor hibrido, para caracteristicas de crescimento e as chances de
clonagem em niveis operacionais, em virtude da participac&o tbeellianano cruzamento

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



Esses hibridos tém apresentado elevada densidade da madeira, apropriada para producédo de
celulose e papel, madeira serrada, carvdo vegetal e uso energético, aléapmissota
tolerancia a estresses bidticos e abioticos, como ventos, déficit hidrico, geadas, a maioria das

pragas e doencas que causam danos econdmicos as florestas de eucalipto (ASSIS, 2014).
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Figura 2: (A) Ocorréncia natural dGorymbia torellianana Australia (REIS et al., 2014B)
Localizacao da espédizorymbia torellianaao redor do mundo (FORESTRY COMPENDIUM,
2014).

A maioria das espécies do gén€arymbiasao consideradas de dificil propagacéo, com
niveis de enraizamento normalmente abaixo de 5%, o que tem impedido a sua utilizacdo em
programas clonais (ASSIS, 2014), exceto a esfggdierelliana que possui maior capacidade
de enraizamento em relacao a essas outras espécies. Por esta razdo, as planta¢géiesdeomerc
Corymbiatém 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 reversao a juvenilidade e o vigor dos
propagulos, como a miniestaquia seriada (WENDLING e XAVIER, 2005) e a microestaquia
(ASSIS et al., 1992; XAVIER e COMERIO 1996; ASSIS, 2001; ALFENAS et al., 2009) tém

permitido avangos consideraveis na propagagéao clonal.



2.2. Micropropagacéo

As técnicas de propagacdo vegetativa sao 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 producdo de mudas (XAVIER et al.,
2013). A propagacéo clonal representa uma alternativa em situagfes em que asgéoiRa
limitagBes na propagacao sexuada, sendo amplamente utilizada para as espécies florestais por
possibilitar a multiplicacdo de genatipos selecionados, conservacao de germoplasma e pesquisas
em geral, com as técnicas de enxertia, estaquia e micropropagacdo em destaque como as mais
difundidas (XAVIER et al., 2013).

O processo produtivo evolutivo das técnicas de propagacdo de plantas com o
desenvolvimento da ciéncia torna-se necessario para alcancar os objetivos na multiplicacdo e
preservacdo do material vegetal (XAVIER et al., 2013). Entretanto, formas de resgate que
privilegiem a reversdo a juvenilidade e o vigor dos propagulos tém sido utilizadas. Para as
espécies do géne@orymbiaem que as técnicas de propagacao vegetativa em larga escala ainda
nao estdo estabelecidas, os estudos tém sido direcionados quanto a adequacao desses métodos
gue sdao utilizados amplamente na clonagem do g&umalyptus

A micropropagacdo é uma das técnicas de propagacao vegetativa mais utilizadas dentre
a cultura de tecidos, em que apresentam importante impacto na multiplicacdo clonal em varias
espécies, incluindo arboreas (SOARES et al., 2007; PIJUT et al., 2012). Na micropropagacao
podem ser utilizados como fonte de explantes meristemas, embrides zigdticos ou somaticos,
folhas, segmentos caulinares e raizes (RATHORE et al.,, 2014; SIWACH et al., 2014;
ZURAIDA et al., 2017). Estes explantes quando inoculados em condi¢des assépticas, em meio
de cultura e com condi¢cées ambientais controladas podem expressar a capacidade de formar
novos Orgaos como brotos e raizes (ROUSSOS et al., 2016; BIANCHETTI et al., 2017).

Como ferramenta de producdo de mudas clonais, a micropropagacdo tem inameras
vantagens em que se destacam: a possibilidade de propagacdo massal de clones em curto espaco
de tempo; o maior controle nutricional, ambiental e fitossanitario; o transporte do material clonal
para grandes distancias sem danos; o armazenamento por longos periodos; e a retencdo do vigor
hibrido (BISHT et al., 1999; XAVIER et al., 2013).

Na busca por alternativas para o0 rejuvenescimento/revigoramento de clones

selecionados, visando a melhoria do enraizamento adventicio no processo de producéao de mudas



clonais a micropropagacéo via proliferacdo de gemas axilares tem sido recomendada como
técnica para alcancar esse objetivo. Dentre as etapas da micropropagacdo, em virtude da
metodologia adotada para a proliferacdo das gemas axilares, tem as fases de introducéo,
multiplicacdo e alongamention vitro, que € necessaria para a obtencdo de brotacdes com
tamanho adequado para a fase de enraizamento destas, a qual tem sido eaNzada
(XAVIER et al.,, 2013) ouin vitro (TRINDADE e PAIS, 1997; BENNETT et al., 2003;
NOURISSIER e MONTEUUIS, 2008).

Nos ultimos anos aumentaram significativamente as pesquisas sobre dQggpetoia
Como resultado, os métodos de propagacdo vegetativa melhoraram significativamente,
maximizando a produgéo clonal, especialmente pelo rejuvenescimento tecidual (WENDLING
et al.,, 2014a, 2015b). Trabalhos envolvendo a micropropagac8mrgenbiavém sendo
desenvolvidos desde o processo de introducdo (PINEDO et al., 1990; SHARMA et al., 2009),
multiplicacédo (PINEDO et al., 1990; ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA,
2012), alongamento (NHUT et al., 2002; WENDLING et al., 2014a, 2014b), aclimatizacdo e
enraizamento (HARTMANN et al., 2011, BACCARIN et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2015;
BRONDANI et al., 201Y.

Para solucionar alguns fatores que podem ser limitantes do processo, fica evidente a
necessidade de estudos basicos para maximizacao da producdo de micioestemasntre
eles: o conhecimento e adequacéo de protocolos, bem como o tipo de explante a ser utilizado; o
desenvolvimento de tecnologias de producdo em recipientes alternativos; a adocao de sistemas
com mais trocas gasosas, como membranas porosas, e a reducao da fonte de carbono no meio
de cultivo; o uso de substratos alternativos, visando a reducdo com gastos de meios
semissolidos; 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 propagacam 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 fotoautotréficas, atuando na producéo de energia pela fotossintese, e
também atuando como estimulo percebido por fotorreceptores que desencadeiam a
fotomorfogénese em plantas (GUPTA e JATOTHU, 2013; OLLE e VIRSILE, 2013).



A luz é um fator ambiental importante para as plantas clorofiladas, pois, a morfogénese
pode ser controlada por esse fator, sendo denominada fotomorfogénese. N&o apenas a
morfologia e anatomia do vegetal estdo relacionadas a luz, mas a bioquimica das plantas também
esta sob sua influéncia (RIBEIRO et al., 2009). Deste modo, o fotoperiodo, o fluxo de fétons e
a qualidade de luz intereferem no cultimwitro, pois, o primeiro esta relacionado a duragéo, o
segundo a quantidade e o terceiro e Ultimo ao comprimento de onda dos espectros de luz sob a
planta (RIBEIRO et al., 2009).

As diferentes fontes de radiacéo tém sido o centro de varias 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
tém centrado nas respostas estimulddagitro com utilizacdo de fontes artificiais de luz
(HERINGER et al., 2017). Diferentes niveis de comprimento de onda afetam diversos
metabolismo nas plantas. Luz azul (4585 nm), vermelho (620750 nm), vermelho extremo
(750 — 850 nm) e verde (495 -570), atuam de forma especifica na morfogénegm,
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) sédo uma fonte de luz alternativa, potencial para o cultivo
in vitro, devido a sua especificidade de comprimento de onda, largura de banda estreita, baixa
guantidade de emissfes térmicas, baixa degradacdo e longa duracdo (GUPTA e JATOTHU
2013). O uso de lampadas de diodos emissores de luz (LED) no vegetal parece ser vantajosa
em relacéo as fluorescentes, uma vez que os LEDs podem fornecer luz com mais eficiéncia,
através de pontos particulares do espectro de luz (GUPTA e JATOTHU 2013). Por causa disso,
nos ultimos anos, os LEDs estédo sendo a fonte de luz predominante em camaras de crescimento
e biorreatores para melhorar o desenvolvimento de plentéso (YEH e CHUNG, 2009).

Trabalhos cientificos com uso de LEDs na micropropagac@oigenbiaspp. ainda séo
recentes, no entanto, sdo encontrados bons resultados para o alongamento do caule e entrends
em diferentes genoétipos Wis riparia x V. viniferacv. Cabernet Sauvignon (POUDEL et al.,

2008), aumento da matéria seca e fresca em algodoeiro (LI e TANG, 2010), aumento na
formacao de estbmatos em cana de acucar (VIEIRA et al., 2015), maior crescimeatollem
planifolia (BELLO-BELLO et al., 2016), maiores quantidades de carboidrato soluvel total,



amido e aminoacidos livres dathoenix dactylifergMADI et al., 2016) e maior quantidade de
pigmentos fotossintéticos e@ossypium hirsuturfLl et al., 2017).

Estas respostas observadas no desenvolvimento das plantas sédo controladas por
programas genéticos complexos (HOCHHOLDINGER et al., 2006), por acfes endogenas e
interacdo com reguladores de crescimento (KUTSCHERA e WANG, 2016) e em resposta a
estimulos ambientais, como temperatura, umidade e luz (DENG et al., 2014). E importante
salientar que caso haja extrapolacao do tempo necessario de exposicdo em lampadas LEDs, pode
ser prejudicial para as plantas. Dentre os danos fisioldgicos, estdo o elevado grau de oxidacao
aumento de peroxidos £8») e a reducdo da totipoténcia celular (GUPTA e SAHOO, 2015).

As diferentes condi¢Bes luminosas podem elevar ou diminuir a eficacia da transferéncia e a
absorcéo de energia capturada pelas plantas (FAGAN et al., 2013).

No entanto, apesar da importancia econémica do g&mronbiae seus hibridos, o
efeito de diferentes comprimentos de onda das lampadas LEDs no processo de morfogénese e
crescimento ainda s&o inexistentes. A luz, na cultura de tecidos, permite a manipulacdo das
condicBes de cultivo, que contribui com a otimizacdo dos protocolos de micropropagacéo,
tornando os tecidos melhores e reproduziveis, contudo, ainda sdo necessarios maiores estudos
que reportem a qualidade de luz e o fotoperiodo no cuttivitro de plantas lenhosas (BRAGA
et al., 2009).

2.4. Benziladenine @A

Os reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas exdgenas, que ao serem
aplicadas as plantas desempenham funcdes semelhantes as substancias ;ernmiaiperds
ser iguais quimicamente aos fito-hormonios, possibilitando alteracdo no crescimento e
desenvolvimento das plantas (SILVA, 2014). De maneira geral, uma resposta positiva a
micropropagacao, dentre diversos fatores, deve-se também a um balanco adequado dos
reguladores de crescimento, sendo 0os mais utilizados sdo as citocininas e auxinas (XAVIER et
al., 2013), cujas concentracdes variam de acordo com o estagio de micropropagacao @em funca
da espécie e do tipo de explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A 6-benziladenina (BA) é uma citocinina que possui sintese em apices radiculares e
caulinares e séo transportadas pelo xilema e floema (TAIZ e ZEIGER, 2013). Esses reguladores

sdo de grande importancia para estimular a formacdo de bnotgso, modular sinais



necessarios a reprogramacao, proliferacdo de células e também na superacdo da dominancia
apical exercida por auxinas, estimulando gemas axilares, e consequentemente, o
desenvolvimento em diversas espécies do gé&necalyptuse Corymbig (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 exigéncias do uso da micropropagacéo tem sido ajustar e aperfeicoar
0 processo de cultivan vitro, em especial, a composicdo do meio, as combinacdes e
concentracdes de reguladores de crescimento (CORDEIRO et al., 2014). A aplicacdo desses
hormonios exdégenos ao meio de cultivo, devem ser escolhidas cautelosamente, pois, quando a
concentracdo é excedida, pode ser toxica para o explante, tendo consequéncias como hiper-
hidricidade, oxidacao, inibicdo, encurtamento de brotos (VASCONCELOS et al., 2012).

2.5. Sacarose e trocas gasosas

Dentre as diversas formas de carbono no cuitivatro, a sacarose € a mais utilizada,
por ser o hidratado de carbono mais comum na seiva do floema de muitas plantas (GAUCHAN,
2012). Convencionalmente os recipientes onde séo cultivadas as plawitas tém como
caracteristica a alta umidade relativa, reduzidas trocas gasosas e fluxo de fétons, além de meio
de cultura com elevada concentracéo de carboidratos; sendo assim, as plantas neste sistema
podem exibir metabolismo heterotrofico ou mixotréfico (KOZAI, 2010) e apresentar desordens
anatbmicas e metabdlicas que acarretam em baixas taxas de sobrevivéncia durante a
aclimatizacdo (HAZARIKA, 2006). Diante disso, diferentes estratégias vém sendo utilizadas,
tais como 0 aumento da intensidade luminosa nas salas de crescimento, o ajuste do teor de
acucares no meio de cultura e o emprego de sistemas de ventilacdo dos recipientes
(POSPfSILOVA etal.,2007; SAEZ etal., 2012; SILVA etal., 2014), visando criar um ambiente
mais favoravel para o desenvolvimento das plantagro.

A reducao ou a exclusao da fonte de sacarose no meio, bem como o uso de membranas
porosas com ventilacao natural ou forcada, proporcionam reducéao da umidade relativa do ar no
interior dos frascos de cultivo e aumento significativo da troca gasosa com a atmosfera exterior,
aumentando a transpiracdo e a efetiva absor¢cdo de agua e nutrientes pela planta, melhorando
seu processo de aclimatizag&o vitro (HAZARIKA, 2006; IVANOVA e VAN STADEN,

2010; XIAO et al., 2011). Varios autores, relataram seu efeito positivo, em diferentes espécies,
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além, da possibilidade de variagbes em sua concentracdo, 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) ndo observou diferenca entre os sistemas quem receberam ou néo
injecdo de ar em biorreatores de imersao temporaria no processo de multiphicag@&odo
cloneEucalyptus grandig E. urophylla A propagacam vitro com uso de membranas porosas
permitem a troca de gases entre a atmosfera externa e interna dos frascos atravésg;da ventila
natural, desde que a concentracdo dése@ 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 0 aporte de energia para o explante e a
manutencao do potencial osmaotico do meio (RIBEIRO et al., 2015). A presenca de sacarose no
meio de cultura € indispensavel para a multiplicacdo da maioria dos vegetais, contudo, a
concentracdo empregada pode ser ajustada de acordo com a fonte de luz a qual as plantas estao
expostas (ROCHA et al., 2013). A concentracdo de carboidrato utilizado nos meios de cultura
para o génerdcucalyptuse Corymbiapode variar de acordo com as fases de introducéo,
multiplicagdo, alongamento ou enraizamento, mas em geral é mantida entre 15 €'30 g L
(BORGES et al., 2011; BRONDANI et al., 2012; NAVROSKI et al., 2013; BACCARIN, 2015).

Na micropropagacéo fotoautotrofica, por ndo se utilizar aclcar, o crescimento da
culturas ou acumulacao de carboidratos depende em grande parte da fotossintese e absorcao de
nutrientes inorganicos (KOZAI e KUBOTA, 2005; BRONDANI, 2012). No culiiveitro, as
plantas perdem parcialmente o autotrofismo e, consequentemente, necessitam de uma fonte
exogena 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 fotomixotréfico, garantindo o desenvolvimento ideal, como precursor de carbono
e metabdlito de sinalizacdo, bem como atua na manutencéo do potencial osmatico, garantindo

a conservacao da agua nas células (GAGO et al., 2014).
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FONTE DE LUZ NA INTRODUCAO IN VITRO DE CLONES HIBRIDOS DE
Corymbia PELA MICROPROPAGACAO

RESUMO: A micropropagacao via proliferacdo de gemas axilares tem sido recomendado para
0 rejuvenescimento/revigoramento de clones selecionados, e consequentemente melhoria no
enraizamento de mudas clonais. O sucesso de um protocolo de micropropagacdo depende da
fase de introducam vitro, visto que as etapas seguintes de multiplicacdo, alongamento e
posterior transferéncia para condic@svitro sé podem ser executadas com sucesso apos o
estabelecimento de culturas assépticas e com bom vigor vegetativo. Diante disso, o0 presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz na introdugato de clones
hibridos deCorymbia torellianax C. citriodora(TCO01, TC02 e TC03¢ Corymbia citriodora

x C. torelliana(CTO01), pela técnica de micropropagacéao via proliferacdo por gemas axilares.
As minicepas, fornecedoras dos explantes para introdnc&dro, foram conduzidas em
minijardim clonal semi hidrop6nico. Segmentos nodais de trés clor@srgmbia torellianax

C. citriodora e de um clone deCorymbia citriodorax C. torelliana foram coletados,
desinfestados e inoculados em meio de cultura JADS, a fim de comparar os efeitos da qualidade
da luz deLEDs branco, LEDs vermelho/azul, Lampada fluorescente e Escuro/lampada
fluorescente Aos 30 dias apés a inoculagéo, foram avaliadas as caracteristicas porcentagem
média de contaminacdo, oxidacao, explantes nao reativos, comprimento de brotos maiores que
0,5 cm e o numero médio de brotacdes 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 caracteristicas avaliadas na introdtugém.

Palavras-chave Propagacam vitro; propagacao vegetativa; LEDs.
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1. INTRODUCAO

A micropropagacéo via proliferacdo de gemas axilares tem sido recomendado para o
rejuvenescimento/revigoramento de clones selecionados na area florestal, principalmente
visando a melhoria no processo de producdo de mudas clonais pela propagacéo vegetativa por
enraizamento de estacas. Dessa forma, a micropropagacéo apresenta como grande utilidade no
setor florestal, em razao de possibilitar a formacéo e manutencao de jardins clonais.

O sucesso de um protocolo de micropropagacao depende da fase de inirodifigio
visto que as etapas seguintes de multiplicacdo, alongamento e posterior transferéncia para
condi¢cdesex vitro s podem ser executadas com sucesso apos o estabelecimento de culturas
assépticas e com bom vigor vegetativo (GEORGE e DEBERGH, 2008). Entretanto, para o
adequado desenvolvimento dos explantes, € necessario o controle dessas fases, ja que sao
dependentes de varios fatores, como caracteristicas intrinsecas da espécie, disponibilidade de
luz, meio nutritivo utilizado e balango hormonal (PASA et al., 2012).

Nos ultimos anos aumentaram significativamente as pesquisas sobre dg@peroia
Como resultado, os métodos de propagacdo vegetativa melhoraram, maximizando a producéo
clonal, especialmente pelo rejuvenescimento vegetativo (WENDLING et al. 2014a, 2014b).
Trabalhos envolvendo a micropropagacaddeymbiaspp. vém sendo desenvolvidos desde a
fase de introducaim vitro até a obtencdo da muda na condigfwitro(PINEDO et al., 1990;
SHARMA et al., 2009).

Diversas tecnologias vém sendo propostas com o intuito de automatizar o processo da
micropropagacéo, entre elas: inovagdes no ambiente de cultivo, como recipientes alternativos
permitindo trocas gasosas; uso de substratos alternativos ao sistema semissélido como o agar;
novas fontes de iluminacdo a base de dicdd€EDs; e automatizacdo das operacdes dos
sistemas de cultura e de procedimentos rotineiros, como preparo de meio, repicagem e
aclimatizacado (PENCHEL et al., 2007).

Estudos recentes mostraram como diferentes niveis de comprimento de onda
influenciam em diversos metabolismo nas plantas. Luz azul{4%% nm), vermelho (620
750 nm), vermelho extremo (7550 nm) e verde (495 -570) atuam na morfogéimegiro,
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 lampadas de diodos emissores de luz (LED) no vegetal parece ser vantajosa em
relacdo as fluorescentes, uma vez que os LEDs podem fornecer luz com mais eficiéncia, através
de pontos particulares do espectro de luz (GUPTA e JATOTHU, 2013). Por causa disso, nos
altimos anos, os LEDs estdo sendo a fonte de luz predominante em camaras de crescimento e
biorreatores para melhorar o desenvolvimento de plantaso (YEH e CHUNG, 2009).

Considerando a importancia que o gén@arymbia e seus hibridos representam
atualmente para o setor florestal, a obtencdo de um protocolo eficiente e repetivel quanto a
propagacao vegetativa, serad essencial para estabelecer condi¢cbes racionais para propagacao
dessas plantas, refletindo diretamente na producéo comercial de mudas clonais nas empresas
florestais, produtores e instituicdes de pesquisas.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz na
introducé&oin vitro de clones hibridos d€orymbia torellianax C. citriodora e Corymbia

citriodora x C. torellianapela técnica de micropropagacéo via proliferacdo de gemas axilares.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizagdo do estudo e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Técatinstituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecu&riBIOAGRO, da Universidade Federal de Vigesa
UFV, localizado no municipio de Vicosa/MG.

O material utilizado para obtencdo dos explantes foi proveniente de minicepas de trés
clones hibridos d€orymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02, TC03¢ um deCorymbia.
citriodora x C. torelliana (CT0O1), oriundos da empresa CMRCCelulose Riograndense,
localizado no municipio de Guaiba/RS.

As minicepas foram estabelecidas em minijardim clonal, sob sistema semi hidropdnico
de canaletdo de areia, no Viveiro de Pesquisas do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa/MG. As plantas receberam solucdo nutritiva por
gotejamento, aplicada quatro vezes ao dia, numa vazao total diaria de?4 A solucéo
nutritiva foi composta de nitrato de célcio (0,920, lcloreto de potassio (0,240 g)Lnitrato
de potassio (0,140 g*), monoaménio fosfato (0,096 ¢'). sulfato de magnésio (0,364 g)L
hidroferro (0,040 g L), acido bérico (2,800 mg1), sulfato de zinco (0,480 mg), sulfato de
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manganés (1,120 mg?}, sulfato de cobre (0,100 mgle molibidato de sédio (0,040 mg)L

A condutividade elétrica da soluc&o nutritiva foi mantida em torno de 2,0mS m

2.2. Coleta e preparo dos explantes

Foram coletadas brotacfes (Figura 1A) provenientes da segunda coleta (primeira
introducéo) e da quarta coleta (segunda introduc¢éo), correspondendo a 60 e 120 dias apds a poda
do apice das minicepas, respectivamente. Segmentos nodais medindo entre 3 e 4 cm foram
coletados retirando-se as folhas do terceiro e quarto nos, a partir do apice das brotagfes (Figura
1B). Posteriormente, os explantes foram imersos em agua deionizada autoclavada e
transportados ao laboratoério de cultura de tecidos. Durante todo 0 processo, 0s equipamentos

utilizados foram desinfestados com solugéo de alcool a 70 % (v/v).

Figura 1. Obtencédo de explantes para introduigéeitro de clones hibridos deorymbia (A)
brotacdo recém coletada das minicepas, destacando a porcao utilizada para obtencdo dos
explantes(B) segmento nodal ap4s preparo.

2.3. Introducgéoin vitro

Os segmentos nodais foram lavados por cinco vezes em agua corrente e imersos em
solucéo fungicida contendo 2,4 ¢ de Orthocide 500 (Captan 50 % como principio ativo)
durante 15 minutos. Posteriormente, foram lavados por cinco vezes em agua desionizada
autoclavada e imersos em solucédo de alcool a 70 % (v/v) por 30 segundos com agitagdo
constante, dentro da camara de fluxo laminar horizontal. Em seguida, foram imersos em solucao
de NaOCl a 1 % (v/v) Clarf acrescida de Tween 20 (3 gotas/100 mL de soluc¢&o) durante 15
minutos. Finalmente, os segmentos nodais foram lavados em agua deionizada autoclavada, por
cinco vezes e 0s explantes preparados e inoculados verticalmente, sob condi¢cdes assépticas, em

tubos de ensaio de 15 cm x 2,5 cm, contendo10 mL de meio de cultura.
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O tempo desde a coleta dos explantes, em condi¢6es de campo, até a inoculacdo em meio
de cultura foi inferior a trés horas. Durante a coleta, o transporte e intervalos entre a
desinfestacdo e inoculacdo, os explantes foram mantidos imersos em agua desionizada
autoclavada para evitar a desidratacao.

O meio de cultura utilizado foi 0 JADS (CORREIA, 1995) adicionados de 0,5'rdg L
BA (6-benziladenina Sigma Co.), 0,1 mg-Lde ANA (acido naftalenoacéticoSigma Co.),
100 mg ! de mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg lde PVP30 (Polivinilpirrolidona- Synth
Ltda), 30 g L* de sacarose (Synth Ltda) e 6 §de agar (Merck S.A.). O meio de cultura foi
preparado utilizando agua deoonizada e o pH ajustado para 5,8 + 0,05 com NaOH (0,1 M) e
HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adicdo do agar. A autoclavagem do meio de cultura
foi realizada a temperatura de 121° C e pressdo de aproximadamente ?kdfiante 20
minutos.

Foram utilizados trés clones hibridos @erymbia torellianax C. citriodora (TCO1,
TCO02, TCO03)e um deCorymbia. citriodorax C. torelliana(CT01) para realizacdo de duas

introducdesn vitro.

2.4. Fonte deliz

Apos inoculacéo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C por
um fotoperiodo dé6 horas de luz e irradiancia de 80 umol m™ s? (quantificada por radidmetro,
LI-COR®, LI-250A Light Meter), sendo testados trés fontes de luz diferentes: Lampada
fluorescente (HO Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo, Brasil), Lampada LEDs branco (SMD 100,
18 W, Vilux®,Vitéria, ES, Brasil) e Lampada LEDs vermelho/azul (LabPARLL-HR / DB-480,
11,6 W, LabLumerf§ Carapicuiba, SP, Brasil). Para o tratamento testemunha os explantes
foram mantidos durante sete dias no escuro e posteriormente transferidos para Lampada
fluorescente (HO Sylvania T12, 110 W, S&o Paulo, Brasil). Os espectros de luz foram obtidos

por espectroradibmetro (Ocean Optics Spectra-Suite, Ocean Optics, Dunedin, FL) (Figura 2).
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Figura 2. Varia¢des da irradiancia absolud\( cni? nnt) e do comprimento de onda (nm) de
luz emitido pelas Lampadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W), LEDs branco# (Vilux
SMD 100, 18 W) e LEDs vermelho/ azul (LabPAR LL-HR / DB-480, 11,6 W) utilizadas na
experimentacdo de inducdo em explantes na conitigdtwo de clones hibridos deorymbiag
obtidas na sala de crescimento do LCIT, BIOAGRO/UFV.

2.5. Delineamento e avaliagbes experimentais

O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 4 x 4, no delineamento inteiramente
casualizado, sendo quatro clones hibridosCdeymbia (trés clones hibridos d€orymbia
torelliana x C. citriodora(TCO01, TC02, TCO3¢ um deCorymbia citriodorax C. torelliana
(CT01)) e quatro fontes de luz: Escuro / Lampada fluorescente (E/LF), Lampada fluorescente
(L/F), Lampada LEDs branco (L/B) e Lampada LEDs vermelho/azul (V/A), com quatro
repeticoes, compostas de parcelas com oito explantes.

Aos 30 dias apoés a inoculacao, foram avaliadas as caracteristicas porcentagem média de
contaminacgao, oxidagao, explantes nao reativos, comprimento de brotos maiores que 0,5 cm e

o0 numero médio de brotacdes por explante maiores que 0,5 cm.

2.6. Andlise de dados

As andlises foram processadas em software R, versao 3.0.3 (R Core Team, 2014), com
auxilio do pacote ExpDes, verséo 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). Os dados dos dois subcultivos
na fase de introducéa vitro foi feita a média geral. As variaveis contaminacgéo, oxidacgao,

explante ndo reativo, comprimento e numero de brotos ndo apresentaram distribuicdo normal
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perante teste de Shapiro-Wilkem a 5 % de significancia, sendo transformados em arcsen e,
respectivamente; e para as variaveis significativas, foi feito o teste Tukey a 5 % significancia.

3. RESULTADOS
O aspecto dos explantes, com relacéo as caracteristicas estudadas, pode ser observado

na Figura 3, indicando diferenca na resposta entre clones, bem como nas diferentég fontes
luz utilizadas na introducdn vitro de clones hibridos deorymbia

T AT AR

Figura 3. Explantes de clones hibridos@erymbia,aos 30 dias ap0s a inocula¢do na condicao

in vitro: (A) explante ndo responsivB) explante contaminaddC) explante oxidado(D)
explante reativo. Barra =1 cm.

Na porcentagem de contaminacdo, observou para o0s clones hibridimytebia
torellianax C. citriodora(TCO01, TC02 e TC033 Corymbia citriodorax C. torelliana(CTO01)
a menor média de 5,46% diante da fonte de luz LEDs vermelho/azul (Figura 4A). Ja na
comparacao entre clones néo foi observado diferenca (p > 0,05) (Figura 4B).

Em relacdo a oxidacédo fendlica dos explantes, também observou que os quatro clones
avaliados diferiram entreséontes de luz (Figura 4C), tendo a fonte de luz LEDs vermelho/azul
com menor média de 2,34%. Ja para as condi¢des entre clones os valores foram bem proximos

(Figura 4D), ndo havendo diferenca significativa (p > 0,05).
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Figura 4. Caracteristicas observadas na introdugadgtro em funcéo das diferentes fontes de

luz (E/LF, L/F, L/IB e VIA) e clones hibridos d&orymbia torellianax C. citriodora (TCO1,

TCO02 e TCO3g Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01).(A) Porcentagem de contaminacao

em funcéo das diferentes fontes de (B);Porcentagem de contaminacao em funcao dos clones
hibridos;(C) Porcentagem de oxidagédo em funcdo das diferentes fontes (&) I[Boycentagem

de oxidacdo em funcdo dos clones hibrifles Comprimento das brotacdes em funcdo das
diferentes fontes de lu{f) Comprimento das brotac6es em funcdo dos clones hibridos.
*Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de

probabilidade.

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

determinante para a menor porcentagem de contaminacgao e oxidagao, independente dos clones

analisados. Por outro lado, os maiores valores para a porcentagem de contaminacao e oxidacao

fendlica foram obtidos na fonte de luz do Escuro/lampada fluorescente.

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

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

significativa (p < 0,05) em ambos.

Os brotos (em meédia > 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 Lampada fluorescente e Escuro/lampada fluorescente. Ja para a luz de LEDs
branco, ndo apresentou diferenca significativa (Figuja 4E

Entre os clones analisados, o clone TC03 apresentou diferenca estatistica com maior
comprimento de brotos (média 0,98 cm), em comparacédo com o clone TC02 e ao clone TC01
(Figura 4F). J& o clon@T01 apresentou resposta semelhante ao TCO03.

Ao numero de brotos maiores que 0,5 cm por explante apresentaram diferencas
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 numero de brotos por explante (Figura 5A).
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Figura 5. Caracteristicas observadas na introdugaadtro em funcao das diferentes fontes de

luz (E/LF, L/F, L/IB e V/A) e clones hibridos deorymbia torelliana x C. citriodordTCO01,

TCO02 e TCO03)e Corymbia citriodora xC. torelliana (CT01). (A) Numero de brotos por
explante (B) Porcentagem de explante ndo responsivo. Letras minusculas representam
diferencas estatisticas comparando-se os diferentes clones no mesmo tratamento (luz). Letras
mailsculas representam diferencas estatisticas comparando-se os tipos de luz no mesmo
tratamento (clone). *Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Os tratamentos envolvendo porcentagem de explantes ndo responsivos apresentaram

efeito siginificativo (p < 0,05) sob as diferentes fontes de luz, bem como os clones. Em relagao
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ao processo de resposta na inducdo de brotagdes nos explantes aos 30 dias apos a inoculacgéo,
baixos percentuais de explantes sem brotagées foram obtidos, sendo que o clones CTOl1 e o
TCO03 foram os mais responsivos com 100 % (Figura 5B). As porcentagens foram bem proximos
para os clones, ndo havendo diferenca.

Para a melhor fonte de luz dentre os clones, foi observado os clones CT01, TCO1 e TCO03
com a luz de LEDs vermelho/azul obteve menores porcentagens de explantes ndo responsivos
(Figura 5B). Ja para o clone TC02 a menor média de explantes ndo responsivos foi em
detrimento do uso da luz LEDs branco. Por outro lado, as fontes de luz lampada fluorescente e
escuro/lampada fluorescente proporcionaram maior nimero de explantes ndo responsivos se
comparados aos demais tratamentos.

A fonte de luz teve influéncia direta sobre o desenvolvimento dos explantes de clones
hibridos deCorymbia,onde a luz LEDs vermelho/azul proporcionou os melhores resultados
baseado em uma menor oxidag¢do, contaminacdo, maior comprimento, nimero de brotos e

explantes reativos.

4. DISCUSSAO

A fonte de luz utilizada no cultivin vitro dos explantes teve influéncia direta na
contaminacgdo sobre os clones hibridosCaeymbia torellianax C. Citriodora e Corymbia
citriodora x C. torelliana Neste contexto, a luz LEDs vermelho/azul, mostrou-se melhor
resposta, devido a menor porcentagem de contaminacdo em relacdo aos demais tratamentos
avaliados.

A luz azul é um dos sinais ambientais mais importantes para varios organismos, Vvisto
gue regula seus processos de desenvolvimento fisiolégico via fotorreceptores (SANO et al.,
2009). De acordo Kurtzman e Martinez-carrera (2013), varios organismos receptores de luzes
azuis e vermelhas absorvem fotons e transduzem a energia para dentro das células regulando as
fotorespostas fungicas através da expressao genética diferencial, na biossintese de carotendides
e agregacdo de hifas. A via metabodlica dos microorganismos também pode estar sujeita a
regulacéo pela luz (TISCH e SCHMOLL, 2010).

O controle do ambiente é efetivo na modulacéo das respostas relacionadas ao metabolito
secundario no micélio vegetativo (POSTEMSKY E CURVETTO, 2016). Ellis et al. (1999)
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demonstraram que a formac&o de fungos @aprinus stercorariuspossuem requisitos
separados para a luz, com ambos mostrando atividade maxima no 440-470-nm, mas com valores
de pico ligeiramente diferentes.

A resposta dos clones em relacdo a oxidacdo fendlica foi de baixa intensidade,
principalmente aqueles com influéncia direta da qualidade de luz LEDs vermelho/azul. Estes
resultados estdo proximos aos encontrados por Brondani (2011) que obteve oxidagdo fendlica
inferior a 6 % dos explantes, no estabelecimentotro de clones d&ucalyptus benthamx
E. dunii

A oxidacdo fenodlica tem sido um problema associado com a micropropagacao 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 liberacdo de compostos fendlicos precursores da sintese de lignina, os quais
modificam a composicdo do meio de cultivo e a absor¢cdo de metabdlitos (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 concentracdes de dioxido de carbono e elevadas concentracées
de etileno, como também podem ser afetados por irradiacdo 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 brotagcdes dos clones hibridosCalymbia com alteracdes
significativas no crescimento das brotacfes. Neste sentido, o uso de lampadas de LEDs em
culturasin vitro tém demonstrado ser vantajosos para a regulacao de processos fisiol6gicos de
crescimento, como a fotomorfogénese, acarretando na maior qualidade, producédo e
desenvolvimento de mudas micropropagadas (GUPTA e JATOTHU, 2013).

Processos do desenvolvimento vegetal sao afetados pela variacdo do vermelho e azul,
como promocdo no desenvolvimento das brotacbeCeldrela fisilis com alteracdes
significativas no alongamento (OLIVEIRA, 2017). Estas alteragbes podem também ser
decorrentes da interagéo 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 producdo de metabolitos, influenciando a morfologia e o
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metabolismo das plantas (MORROW, 2008). Embora, os relatérios anteriores tenham
confirmado os efeitos fisiologicos e morfologicos da qualidade da luz LEDs na morfogénese e

no crescimento de varias plantulasvitro (LIN et al ., 2011; LI et al., 2013), estes resultados

do estudo mostraram que a luz LEDs é mais adequada para a morfogénese e crescimento da
planta do que a lampada 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 morfogénese, havendo maior comprimento de brotacées
na introdugéon vitro deCorymbia

Para o niumero de brotos observou-se variagéo entre clones e fontes de luz na introdugéo
in vitro. A combinacdo de LEDs vermelho/azul 8rassica napuse Dendrobium officinale
observou um maior nimero de brotos por explante (LIN et al., 2011; LI et al., 2013). Esses
mesmos autores relataram que o diodo emissor de luz (LED) € uma alternativa eficaz,
especialmente durante a regeneragaatro de brotagdes. De acordo Silva (2014), a relagao
vermelho/azul dos LEDs influenciou significativamente a resposta de crescimeitto de
plantulas de mamao, onde o LEDs vermelho estimulou fortemente a producéo de brotos por
explante.

Harun et al. (2013) trabalhando c@rassica chinensisevelou que o tratamento sob a
relacdo 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 grandig E. urophyllapara a qualidade de luz, somente o vigor dos brotos teve
influéncia, tendo a lampada com 4 LEDs superior a lampada de 2 LEDs e a fluorescente
(GALLO, 2015).

Em Fragaria x ananassd®uch. foi verificado o melhor desenvolvimerntovitro de
brotacdes quando mantidas em lampadas no comprimento de onda e maior fluxo luminoso, os
LEDs influenciam profundamente respostas fotomorfogénicas de explantes cultivados, como a
formacao de brotos, embrides somaticos, rizogénese e habilidades fotossintéticas de plantas
regeneradas durante a aclimatiza¢cdo 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

micropropagacgéo, sendo uma fonte alternativa para substituicdo das lampadas fluorescentes.
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Seguindo o0 mesmo padrdo das demais caracteristicas estudadas, o numero médio de
explantes n&do responsivos variou entre clones e fontes de luz. De modo geral foi observado que
os clones apresentaram altas taxas de explantes com resposta a inducao de brotacdes (entre 75%
a 100% de explantes responsivos), uma vez que as brotacdes sado necessarias ao prosseguimento
a fase de multiplicacdo. Apesar de alguns explantes ndo serem responsivos, alguns se
mantinham vivos, observado pela manutencao da coloragéo verde (ERIG e SCHUCH, 2005).

Kapoor e Chauhan (1992) encontraram média de 72 % de explantes responsivos em um
hibrido deEucalyptus torelliana E. citriodora; Yang et al. (1995) obtiveram até 100 % de
explantes com brotacdes &mucalyptus grandig E. urophyllae Borges (2011) encontrou 95%
de explantes com brotacdo em um hibrido Elecalyptus urophyllax E. globulus Em
contrapartida, Gomes e Canhoto (2003) obtiveram média de 10 % de explantes com brotactes
para segmentos nodais Becalyptus nitensdDessa forma, observa-se resultados variados para
explantes ndo responsivos na fase de introdugétio, variando em funcao do material vegetal
(gendtipo) e das condicdes de cultivo utilizadas.

De acordo com Sharma e Ramamurthy (2000) para 0 sucesso da micropropagacao €
necessario que apenas alguns explantes emitam brotacdes livres de contaminacdo. No entanto,
guando se necessita de grande quantidade de material micropropagado, maiores taxas de
explantes com brotacbes podem ser necessarias para aumentar rapidamente a quantidade de

material produzido.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho para os clones orngodia
torelliana x C. Citriodora(TC01, TC02, TC03g Corymbia citriodora xC. torelliana(CTO01),
pode-se concluir que, em virtude da metodologia adotada para a proliferagcado das gemas axilares,
a fonte de luz LEDs vermelho/azul demonstrou ser a mais adequada para a fase de introducao
in vitro, tendo influéncia direta sobre o desenvolvimento dos explantes de clones hibridos de
Corymbia,baseado em uma menor taxa de oxidagéontaminagdo, maior comprimento de

brotos, nimero de brotacfes por explante e explantes reativos.
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INFLUENCIA DA FONTE DE LUZ E DO REGULADOR DE CRESCIMENTO
BA NA MULTIPLICACAO IN VITRO DE CLONES HIBRIDOS DE Corymbia
PELA MICROPROPAGACAO

RESUMO: Na busca por alternativas para o rejuvenescimento/revigoramento de clones
selecionados d€orymbig e consequentemente a melhoria do enraizamento adventicio no
processo de producao de mudas clonais, a micropropagacao pela proliferacdo de gemas axilares
tem sido recomendada por ser uma das técnicas mais eficiente para tal propdsito. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da fonte de luz, do regulador de crescimento BA e do
namero de subcultivos na multiplicagéovitro de clones hibridos déorymbia torellianax C.
citriodora (TC01, TC02 e TC033 Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01)pela técnica de
micropropagacao pela proliferacdo por gemas axilares. Para a iniciacdo da fase deanadtjpli

as brotacdes produzidas na fase de estabelecimmevitoco foram preparadas isolando-se uma
brotacdo padronizada de 0,5 cm, com bom vigor vegetativo e inoculadas sob condi¢cdes
assépticas, em meio de cultura JADS. Os efeitos da fonte da luz (LEDs branco, LEDs
vermelho/azul e Lampada fluorescente) e de diferentes concentracbes do regulador de
crescimento BA (0,5, 1, 1,5 e 2 mgh)Lforam avaliados em dez subcultivos de multiplicagao.

Aos 30 dias apoés a inoculacao, foram avaliadas as caracteristicas de comprimento de brotos,
namero de brotos por explante, oxidacdo e vigor das brotacdes. Com base nos resultados
obtidos, o uso de LEDs vermelho/azul foi melhor para todos os clones analisados na
multiplicacdoin vitro; os explantes apresentaram resposta eficiente ao estimulo do regulador de
crescimento BA, tendo as melhores respostas na concentragdo de 0,5par@ bos clones
Corymbia torellianax C. Citriodora (TC01, TC02 e TCO3g de 1,0 mg Lt para o clone
Corymbia citriodorax C. torelliana (CT01), a qual promoveu maior numero de brotacoes;
guanto ao numero de subcultivos, os melhores resultados foi diante no nono subcultivo, no qual

conseguiu atingir maiores valores para 0 numero de brotos por explante e vigor.

Palavras-chave Propagacao vegetativa; propagagawitro; LEDs.
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1. INTRODUCAO

Para  espécies arboreas, a micropropagacao como  técnica de
rejuvenescimento/revigoramento vegetativo € dependente do nimero de suboultitvesdo
meio de cultura, bem como do balan¢go hormonal necessarios para alcancar melhores respostas
quanto ao potencial de enraizamento adventicio. Em geral, para o rejuvenescimento de clones
selecionados na idade adulta, recomenda-se no minimo de 10 a 12 subcultivos (DUTRA et al.,
2009). Contudo, esse rejuvenescimento/revigoramento € progressivo e parcial, bem como
dependente da espécie e idade ontogenética do material vegetativo utilizado na
micropropagacéo (XAVIER et al., 2013).

Nos ultimos anos aumentou significativamente as pesquisas sobre o @énanbia
Como resultado, os métodos de propagacao vegetativa melhoraram, maximizando a producéo
clonal, especialmente pelo rejuvenescimento tecidual (WENDLING et al., 2014a, 2014b).
Diante disso, alguns estudos envolvendo a multiplicagaatro de Corymbia vém sendo
desenvolvidos (PINEDO et al., 1990; ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA,
2012). Porém, ainda ha necessidade de maior conhecimento do niumero de subcultivos para
rejuvenescimento/revigoramento, disponibilidade de luz, bem como do balango hormonal do
meio nutritivo nos recipientem vitro, visando a maximizacdo da producdo de brotos no
processo de multiplicacao clonal.

Um dos principais desafios da multiplicac#o vitro baseia-se em estabelecer as
melhores combinacdes 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 condicdes ambientais de cultivo. Para a fase de multipiitagtio, os
reguladores de crescimento mais utilizados séo as citocininas, sendo a 6-Benzilaminopurina
(BAP) e 6-benziladenina (BA) as mais comuns. Para a formacao deibroitog, se destaca o
uso da 6-benziladenina (BA), uma citocinina utilizada para modular sinais necessarios a
reprogramacéo e proliferacdo de células de gemas laterais. Também atua na superacdo da
dominancia apical exercida por auxinas, estimulando o desenvolvimento de gemas axilares, e
consequentemente, a formacao de brotacdes (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 s&o fatores
importantes para a resposta morfogenéticatro (HERINGER et al., 2017). Entre os fatores
externos, a luz tem destaque fundamental para espécies fotoautotroficas, atuando na producao
de energia pela fotossintese e como estimulo percebido por fotorreceptores que desencadeiam a
fotomorfogénese em plantas (OLLE e VIRSILE, 2013). As diferentes fontes de radiagao tém
sido o centro de varias pesquisas, em especial quanto aos efeitos da radiacdo vermelho, vermelho
distante e azul sobre o desenvolvimento e fisiologia das plantas (DEMOTES-MAINARD et al.,
2016). Convencionalmente as lampadas fluorescentes sdo utilizadas na
propagacao/multiplicacam vitro, porém devido ao menor custo, espectro de luz e outras
caracteristicas, as lampadas de LED tém sido propostas como uma alternativa mais viavel 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 niumero de subcultivos na fase de multipiitagéio de
clones hibridos d€orymvia torelliana x C. citriodora Corymbia citriodora xC. torelliana

pela técnica de micropropagacéo via proliferacdo de gemas axilares.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizac&o do estudo e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vicosa -
UFV, localizado no municipio de Vigosa/MG.

O material utilizado para obtencéo dos explantes foi proveniente de minicepas de trés
clones hibridos d€orymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02 e TC03 um deCorymbia
citriodora x C. torelliana (CT01), oriundos da empresa CMPCCelulose Riograndense,
localizado no municipio de Guaiba/RS.

Para a iniciacdo da fase de multiplicacdo, as brotacdes produzidas na fase de
estabeleciment vitro foram preparadas, isolando-se uma brotacdo padronizada da 0,5 ¢
com bom vigor vegetativo e inoculadas sob condigBes 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'lde sacarose (Vetec®), 100 mg de mio-inositol (Sigma®), 800
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mg L* de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Vetec®), 0,5 mg'lde BA (6-benziladenina Sigma
Co.), 0,01 mg It de ANA (acido naftalenoacéticoSigma®) e 6 g i de agar (Merck®). O
meio de cultura foi preparado utilizando agua desionizada e o pH ajustado para 5,8 £ 0,05 com
NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adicdo do agar. A autoclavagem do
meio de cultura foi realizada a temperatura de 121° C e presséo de aproximadamente 1 kgf cm

2 durante 20 minutos.

2.2. Fonte deliz

Apés inoculagdo no meio JADS (Item 2.1), a fim de comparar os efeitos da qualidade
da luz, os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C por um fotoperiodo
de 16 horas de luz e irradidmde 80 pmol m? s* (quantificada por radidmetro, LI-COR®, LI-
250A Light Meter), sendo testados trés fontes de luz diferentes: Lampada fluorescente (HO
Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo,Brasil), Lampada LEDs branco (SMD 100, 18 W,
Vilux®,Vitoria, ES, Brasil) e Lampada LEDs vermelho/azul (LabPARLL-HR / DB-480, 11,6
W, LabLumens®, Carapicuiba, SP,Brasil). Os espectros de luz foram obtidos por
espectroradiometro (Ocean Optics Spectra-Suite, Ocean Optics, Dunedin, FL) (Figura 2).

60

LLEDs Vermelho e Azul
—— LEDs Branco
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Figura 1. Varia¢des da irradiancia absolud\( cni? nnt) e do comprimento de onda (nm) de

luz emitido pelas Lampadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W), LEDs brancos (Vilux®
SMD 100, 18 W) e LEDs vermelho/ azul (LabPAR LL-HB®B-480, 11,6 W) utilizadas na
experimentacdo da multiplicacdo em explantes na condic&dro de clones hibridos de
Corymbig obtidas na sala de crescimento do LT, 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 Lampada LEDs vermelho/azul. A inoculacéo foi feita em
meio de cultivo JADS (CORREIA, 1993), constituido de quatro concentra¢cdes do regulador de
crescimento BA (0,5, 1, 1,5 e 2 mg)Ladicionado de 30 g'lde sacarose (Vet&; 100 mg L
! de mio-inositol (Sigm#), 800 mg * de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Veté&y, 0,01 mg L*
de ANA (4cido naftalenoacéticoSigm&) e 6g L* de agar (MercK). O pH do meio de cultura
foi ajustado em 5,8 com HCI (0,1 M) ou NaOH (0,1 M), antes da adi¢ao do &gar, e autoclavado
a uma pressao 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 fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia
de 80 umol m2 s? (quantificada por radidmetro, LI-CGRLI-250A Light Meter.

2.4. Subcultivo

Aos tratamentos que proporcionaram os melhores resultados diante das concentragdes
de BA (Item 2.3), para os clones TCO01, TC02 e TCO03 foi usado 0,5-h€gplclone CT01 1
mg L do regulador de crescimento. Procedeu dez subcultivos das brotagdes multiplicadas de
cada clone para um novo meio de cultura JADS (Item 2.1), de igual composicao, a casla 30 dia
Apos a inoculacao, os explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
h e irradidncia de 80 pmol m? s? (quantificada por radiébmetro, LI-CGRLI-250A Light

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

2.5. Delineamento e avaliagdes experimentais

Visando comparar a fonte de luz, o experimento foi disposto em arranjo fatorial 4 x 3,
no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones hibridiesydebia trés de
Corymbia torellianax C. citriodora (TCO01, TC02 e TC03% um deCorymbia citriodorax C.
torelliana (CTO1) e trés fontes de luz: Lampada fluorescente (L/F), Lampada LEDs branco
(L/B) e Lampada LEDs vermelho/azul (V/A), com quatro repeticdes, compostas de parcelas
com dez explantes.

As concentragdes do regulador de crescimento BA, o experimento foi conduzido em
arranjo fatorial 4 x 4, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones hibridos de
Corymbia trés deCorymbia torellianax C. citriodora(TCO01, TC02, TC03¢ um deCorymbia
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citriodora x C. torelliana(CTO01)e quatro concentragcdes do regulador de crescimento BA (0,5,
1, 1,5 e 2 mg 1), com quatro repeticdes, compostas de parcelas com dez explantes.

Ja para o numero de subcultivos o arranjo fatorial foi 4 x 10, em delineamento
experimental inteiramente casualisado, com quatro clones hibrid@orgenbia trés de
Corymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02 , TC03¢ um deCorymbia citriodorax C.
torelliana (CTO1) e dez subcultivos, com quatro repeticbes, compostas de parcelas com dez
explantes.

Aos 30 dias apo6s a inoculacdo na fase de multiplicacdo, foram avaliadas nos
experimentos: oxidag&o e vigor (Figura 2A e 2B), comprimento de brotos e o nimero médio de

brotacdes por explante.

® 1

Figura 2. Avaliacdes de oxidacao e vigor de acordo uma escala de (t&3xidacédo das
brotacfes (1 = Nula: sem oxidacdo; 2 = Média: reduzida oxidacdo na base dos explantes (meio
de cultura com tom acinzentado; 3 = Alta: oxidacdo completa das brotacdes (meio de cultura
com tom enegrecidoB) Vigor das brotagbes (1 = Baixo: auséncia de indugéo das brotagdes

e, ou, senescéncia e morte; 2 = Bom: inducédo de brotacdes, porém com folhas de tamanho
reduzido; 3 = Otimo: induc&o de brotagcdes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional).

2.6. Analise de dados

As andlises foram processadas em software R, versao 3.0.3 (R Core Team, 2014), com
auxilio do pacote ExpDes, versdo 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). As médias dos tratamentos
foram utilizadas para a realizacdo das analises estatisticas e ajustes das dgquagiessao.
As variaveis de oxidacéo, vigor, comprimento e nimero de brotos ndo apresentaram distribui¢cao

normal perante teste de Shapiro-Wilkem a 5 % de significancia, sendo transformados em arcsen
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e, respectivamente; e para as variaveis significativas, foi feito o teste Tukey a 5 % de

significancia.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito da fonte de luz sobre a multiplicacam vitro

De acordo as caracteristicas estudadas, foi observado diferenca na resposta entre clones,
bem como nas diferentes fontes de luz utilizadas na multiplicagétoo de clones hibridos de
Corymbia

Em relagéo a varidvel comprimento de brotos para os explantes aos 30 dias na fase de
multiplicacdo, 8 maiores valores foram encontrados para o clone CT01 na qualidade de luz
vermelho/azul (Figura 3A).
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Figura 3. Caracteristicas observadas na multiplicagaatro em funcéo das diferentes fontes

de luz (L/F, L/B e V/A) e clones hibridos @®rymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02

e TCO03)e Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01).(A) Comprimento de brotgB) Nimero

de brotos por explante. Letras minUsculas representam diferencas estatisticas comparando-se 0s
diferentes clones no mesmo tratamento (fonte de luz). Letras maiusculas representam diferencas
estatisticas comparando-se as diferentes qualidades de luz no mesmo tratamento (clone).
*Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

As maiores médias para o comprimento das brotacdes por explante foi encontrado no
clone CTO1 com a luz de LEDs vermelho/azul, apresentando em média 2,17 cm (Fig@a 3A).
clone TCO1 com a luz LEDs vermelho/azul também obteve valores médios de comprimento de

brotacdes superiores aos demais tratamentos. Em relacéo ao clone TC02 e TC03 a maior média

foi observada com o uso da luz LEDs branco.
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Na inducdo de brotacdes por explante na etapa de multiplicagdo 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 niamero de brotos por explante

A interacéo entre as fontes de luz e os clones nao foram significativa (p > 0,05), para as
variaveis oxidacao e vigor dos explantes.

O numero de explantes oxidados nédo diferiu quando foram conduzidos sob a luz de
LEDs vermelho/azul e LEDs Branco, contudo a LEDs vermelho/azul apresentou menores
oxidagdo se comparadas aos conduzidos pela fonte de luz Lampada fluorescente (Figura 4A).
J& para as condi¢cfes de comparacéo entre clones hibbryaebia(Figura 4B), ndo ocorreu

diferenca significativa (p > 0,05).
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Figura 4. Caracteristicas observadas na multiplicagaatro. (A) Oxidacdo das brotacdes em
funcdo das diferentes fontes de luz (L/F, L/B e VIB)) Oxidacdo das brotacbes em funcéo

dos clones hibridos déorymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02 e TC03% Corymbia
citriodora x C. torelliana(CT01);, (C) Vigor das brotacbes em funcéo das diferentes fontes de
luz (L/F, L/B e VIA); (D) Vigor das brotagBes em funcéo dos clones hibridoSatgmbia
torelliana x C. citriodora (TC01, TC02 e TCO03e Corymbia citriodorax C. torelliana
(CT01).*Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

Em relacdo ao vigor dos explantes, os melhores resultados foram diante da LEDs Branco
com diferenca significativa apenas para a Lampada fluorescente (Figura 4C). ¥ para

condicdes entre clones n&o houve diferencga (Figura 4D).
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Neste sentido, pode-se observar que a fonte de luz com LEDs foi determinante para o

maior comprimento, numero de brotos, oxidagdo e vigor dos explantes.

3.2. Efeito do regulador de crescimento (BA) sobre a multiplicac&a vitro

Entre os clones testados, diante dos reguladores de crescimento, observou-se que o clone
TCO02 apresentou média de 1,85, que superior ao clone TCO03 (FigyraEBtre as
concentracdes de BA testadas o comprimento de brotos decresceu com o aumento do regulador

de crescimento (Figura 5B).
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Figura 5. Caracteristicas observadas na multiplicagaatro dos clones hibridos deorymba
torellianax C. Citriodora(TCO01, TC02 e TC033 Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01)

(A) Comprimento de brotacdes funcao dos clones hibridd®) Comprimento de brotacdes

em funcao de diferentes concentractes de(BAOxidacdo das brotacdes funcdo dos clones
hibridos (D) Vigor das brotagcdesm funcdo diferentes de concentracbes de BA. *Médias
seguidas de uma mesma letra néo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

O clone TCO1 apresentou melhor desenvolvimerds litotacdes, tenddBA na
concentracdo 0,5 mgJiaquela que promoveu resultados positivos quanto ao vigor das
brotacdes (Figura 5D).

Para numero de brotacfes por explante na multiplicec&dro, apresentaram seus
fatores (clone e concentracdes de BA) com interacdo significativa (p < 0,05psRaomes
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analisados em detrimento das concentracdes de BA testadas, verificou-se que, as maiores
médias para numero de brotac¢des por explante (5,3; 4,4 e 4,77) nos clones CT01, TC01 e TCO3
respectivamente, foi com a concentragio de 1 ™@igura 6A). Em contrapartida para o clone

TCO02 (em média 4,4 brotos por explante) a concentracdo de 0,5 ragtéve os melhores
valores. Paras clones analisados em detrimento das concentragcoes de BA testadas, verificou-
se que, os clones TCO1, TC02 e TCO3 apresentaram comportamento semelhante, independente
da concentracdo de BA. Por outro lado, somente o clone CTO1 foi responsivo a concentracéo
de BA, cujo maior nimero de brotos é estimado na concentracdo de 1.4Bamemgyh clone

CTO1. (Figura 6B).
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Figura 6. Numero de brotos por explante observados na multiplicacéiro. (A) Clones
hibridos deCorymbia torellianax C. Citriodora(TC01, TC02 e TC03% Corymbia citriodora
x C. torelliana(CTO01) (B) Concentracbes de BAMédias seguidas de uma mesma letra nédo
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
3.3. Efeito do numero de subcultivosa multiplicacdo in vitro
As caracteristicas de comprimento de brotos e oxidacao dos explantes observadas na
multiplicacéan vitro apresentaram seus fatores (clone e subcultivo) com interacao significativa.
Em relacdo ao numero de brotos e vigor dos explantes os fatores atuaram de forma independente.
Os clones TC02 e TCO1 se destacaram com maior comprimento de brotos do 3° ao 7°
subcultivo, porém nos demais nao foi observado diferencga significativa no comprimento dos
brotos entre os clones analisados (Figura 7A).
A curva de regressao diante da correlacdo dos subcultivo com os clones apresentou
comportamento polinomial de segundo grau, no entanto, 0s pontos criticos para o comprimento
das brotagOes variaram do terceiro a quarto subcultivo, verificando um declinio do tamanho das

brotagdes a partir disso (Figura 7B).
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Figura 7. Caracteristicas observadas na multiplicagaadtro dos clones hibridos d&orymbia
torellianax C. citriodora(TCO01, TC02 e TC039 Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01).

(A) Comprimento de brotacBesn funcdo do numero de subcultivg®) Comprimento de
brotacdesem funcédo dos clones hibrido&}) Oxidacao das brotacdem funcéo dos clones
hibridos.*Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

Ao longo dos subcultivos observa-se uma reducao significativa na oxidacéo do 1° ao 4°,
porém nos demais ndo foi observado diferenca significativa (FigyraOr@so dos clones
hibridos CT01, TCO1 e TCO2 diante do numero de subcultivos utilizados, verificou-se as
menores médias de oxidacao fendlica dos explantes no quarto subcultivo e para o TC03 no

quinto subcultivo (Figura 7C).
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Parao maior numero 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 variacées no numero de brotacdes ao longo dos subcultivos, sendo o maior
percentual observado para o clone CTO1 (em média 4,15 brotos por explante) (Figura 8A). Os
resultados demonstraram diferencas na taxa de multiplicacdo dos clones analisados em
detrimento do numero de subcultivos, verificando um aumento gradativo no nimero de brotos
por explante do primeiro ao nono (Figura 8B). Em relacdo ao vigor dos explantes, os clones que
apresentaram os maiores valores foram o CT01 e TCO1 (em média 2,74) (Figura 8C). J& para o
namero de subcultivos os melhores resultados também foram verificados pelo aumento

gradativo do primeiro ao nono (Figura 8D).
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Figura 8. Caracteristicas observadas na multiplicagaadtro dos clones hibridos d&orymbia
torellianax C. Citriodora(TCO01, TC02 e TC03¢ Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01).

(A) Numero de brotos por explante em fungéo dos clones hib(Blpsiumero de brotos por
explante em fungéo de diferentes subculti@y; Vigor das brotagdeam funcéo dos clones
hibridos (D) Vigor das brotagdesm funcgéo diferentes subcultivos. *Médias seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.



48

4. DISCUSSAO

4.1. Efeito da fonte de luz sobre a multiplicacam vitro

Verificou-se que a fonte de luz LED foi favoravel ao desenvolvimento das brotacdes na
fase de multiplicacdo para os clones hibrido€algymbia torellianac C. citriodora e Corymbia
citriodora x C. torelliang promovendo menor oxidagcdo, maior vigor, comprimento e numero
de brotos por explante quando comparado a Lampada fluorescente. Adicionalmente, estudos
tém mostrado o efeito de uso de lampadas de LED com espectros especificos de luz nas respostas
morfogenéticai vitro de plantas. A combinacédo de vermelho e azul, com uso de lampadas de
LED, tem sido descrito para varias espécies, como @ardtela fissilis obtendo maior
efetividade no crescimento de brotacdes (OLIVEIRA, 2017). Similarmentd;ragaria x
ananassaduch. foi verificado o melhor desenvolvimeirtovitro de brotacées quando mantidas
em lampadas 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 sao inativas para a fotossintese, causando
maior crescimento e desenvolvimento em plantas (GUPTA e JATOTHU, 2013).

Trabalhos envolvendo a multiplicacda vitro de Corymbia spp. vém sendo
desenvolvidos para otimizar a propagacéo vegetativa desse género (PINEDO et al., 1990;
ROTUNDO, 1993; SHARMA et al., 2009; ALMEIDA, 2012)nEamoreira-preta cv. Tupy foi
verificado o melhor desenvolvimenia vitro ao numero brotacbes quando mantidas em
lampadas de LEDs vermelho/azul (GOMES da ROCHA et al., 2013). Um estudo de Harun et
al. (2013) revelou que o tratamento sob a relacdo 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 fotomorfogénicas de explantes cultivados, como
a formacéo de brotos, em uma variedade de espécies de plantas (MACEDO et al., 2011).

A resposta dos clones em relacdo a oxidacdo fendlica foi de baixa intensidade,
principalmente aqueles com influéncia 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 concentracdes de didxido de
carbono e elevadas concentragfes de etileno, como também podem ser afetados por irradiacao

de luz, temperatura do ar e umidade relativa (XIAO et al., 2011).
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J& o vigor dos explantes apresentaram de bom a 6timo, considerando os valores maximos
estimados para essa varidvel, os clones analisados apresentaram crescimento ativo, sem
deficiéncia nutricional, principalmente aqueles com influéncia direta da qualidade de luz LEDs.
Em clones dé&ucalyptus grandig E. urophyllapara a qualidade de luz, somente o vigor dos
brotos teve influéncia, tendo a lampada com 4LEDs superior & lampada de 2 LEDs e a
fluorescente (GALLO, 2015). Resultados similares foi encontrado por Oliveira et al. (2016), em
relacdo a escala de notas para a classificacdo do vigor, das bratagesdos clones de

Eucalyptus urophyllx Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandiBucalyptus globulus.

4.2. Efeito do regulador de crescimento (BA) sobre a multiplicagc&a vitro

Em relacdo ao regulador de crescimeB@, nesse estudo permitiu estimular a
multiplicagcéoin vitro, com o desenvolvimento de brotacdes, baixos indices de oxida¢do e um
bom vigor vegetativo principalmente com as menores concentracoes testadas de 0,5 mg L!
diante dos clones hibridos @®rymbia torellianax C. Citriodora(TC01, TC02 e TC03) e 1,0
mg L para cCorymbia citriodorax C. torelliana(CTO01).

Quanto a avaliagdo do comprimento de brotos, verificou-se que a concentracao de BA
afeta o desenvolvimento das brotacfes dos clones hibrid@omyenbig com alteracdes
significativas no crescimento das brota¢des. Os melhores resultados foram observados sob os
tratamentos com a concentracdo de BA 0,5 rhg L

Oliveira et al. (2016), trabalhando com multiplicagéovitro de clones hibridos de
Eucalyptus globulusrerificou que a combinac&o de BAP 0,5 migel ANA 0,01 mg ! adotada
permitiu estimular o crescimento das brota¢des, bem como um bom vigor vegetativo. Em
Tectona grandios comprimentos da parte aérea dos brotos regenerados, tanto em meio de
cultura WPM quanto em MS, os maiores comprimentos foram observados nas menores
concentragdes de BAP, e os menores comprimentos nas maiores concentragdes (JUNIOR et al.,
2014).

Em relacdo ao niamero de brotos por explante observou-se variagcdo entre clones e
concentracdes de BA na multiplicagaovitro. De acordo com Oliveira et al. (2011) e Gomez
et al. (2007), a variacdo da taxa de multiplicacdo esta relacionada com as candigdes
bem como relacionada ao balanco de citocininas e auxinas no meio de cultura, visto esse balancgo

ser bastante variavel em funcdo da espécie e do tipo de explante utilizado.
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Almeida (2012), trabalhando coraucalyptus citriodoradenotou que o aumento
gradativo de reguladores de crescimento foi essencial a producédo derbratias uma vez
que a adicdo direta de 0,5 md.lde benzilaminopurina (BAP) e 0,05 mg.lde é&cido
naftalenoacético (ANA) ao meio de cultura, aparentemente promoveu estresse nas microcepas.
Na multiplicacaan vitro de Eucalyptus globulusob diferentes combinacées de ANA e BAP,
revelaram que as concentracbes proximas a 0,7 hig BAP e 0,05 mgtde ANA no meio
de cultura WPM, mostraram-se mais eficientes para a obtencédo de gemas axilares erdegjuantida
e qualidade adequadas (OLIVEIRA, et al., 2014).

Villa et al. (2006), ao trabalharem com multiplicagé@witro de amoreirgreta ‘Brazos’,
obtiveram melhores respostas para nimero de brotacdes com aplicacédo de'lgerB4\P ao
meo de cultura. De acordo com Cheng et al. (2013), a interacdo entre baixas cobegmteac
auxinas e concentracfes mais elevadas de citocininas pode favorecer a inducéo de brotacdes,
por estimular mais ainda as divisdes celulares. Resultados contrastantes foi encontrado por Silva
et al. (2014) em estudos com espécies lenhosas coBaesalpinia pyramidalisem que
constataram aumento no namero de brotagcdes em meio de cultura sem reguladores vegetais, o
gue evidencia que concentracdes mais elevadas dessa citocinina foram inibitorias para o
processo de multiplicacéo.

Para a oxidacao dos brotos foi observado um comportamento dos clones de média a nula,
considerando os valores minimos estimados para essa variavel. Diante disso foi verificado que
a concentracdo do regulador de crescimento ndo teve influéncia nesse estudo, observando
apenas diferencas entre os clones avaliados.

J& para o vigor das brotacdes, foi observado um decréscimo com o aumento gradativo
das concentracbes de BA. As concentracBes de citocininas exdgenas aplicadas ao meio de
cultivo, devem ser escolhidas cautelosamente, pois, quando a concentracao é excedida, pode ser
toxica para o explante, tendo consequéncias como hiper-hidricidade, inibicdo, encurtamento de
brotos (VASCONCELOS et al., 2012).

Os tratamentos com as concentrac¢des de 1,5 ou 2,5 mig.BAP associados com 0,5
mg.L* de ANA proporcionaram baixo indice de multiplicacdo dos explantes, além disso, essas
brotacdes n&o se desenvolveram satisfatoriamente Hanapewosa(OLIVEIRA et al.,

2016). Também foi observado um decréscimo na porcentagem de sobrevivéncia conforme o

aumento das concentracdes de citocinina. A suplementacdo do meio de cultura com BA é
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fundamental para o sucesso da proliferacao clonal, pois esta citocinina atua na promocéo da

morfogénese a partir de tecidos da parte aérea vegetal modulando sinais para reprogramacao e
proliferacdo de células de gemas laterais, e também atua na superacdo da dominancia apical
exercida por auxinas (UZELAC et al., 2012).

4.3. Efeito do numero de subcultivosa multiplica¢éo in vitro

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o comprimento, oxidacdo, niumero de
brotos e vigor das brotacfes, em clones hibrido€algmbia (Corymbia torellianax C.
citriodora e Corymbia citriodorax C. torellianaforam influenciados pelos subcultivos, nas
respostas morfogenéticamsvitro de plantas.

Neste contexto, os subcultivos trés e quatmmstraram mais adequados para
crescimento das brotacdes. Resultados similares foi encontrado por Oliveira et al. (2016),
demonstrando variagdo multiplicaciovitro ao longo dos subcultivos, para todos os clones,
dificultando distinguir um ponto especifico da estabilizacdo. J&ednela fissilis 0 maior
comprimento de brotacfes foi obtido no primeiro subcultivo, seguido de diminuicdo ao longo
dos demais (OLIVEIRA, 2017).

Para a oxidacao das brotagOes, as respostas dos clones analisados na multiplicacao
vitro foram observadas de média a nula, considerando os valores minimos estimados para essa
variavel. Os resultados diferem dos obtidos por Borges (2011), aonde alguns clones se
mostraram recalcitrantes em relacéo durante a fase de multiplinagé&o, sendo descartados
apos alguns subcultivos, apresentando sem vigor e necréticos, o que limitou seu cultivo.
Brondani (2011) também observou recalcitrancia na fase de multiplicegéim de um clone
de Eucalyptus benthami E. dunii sendo causada pelo elevado indice de oxidac&do durante a
proliferacdo das gemas. Um dos principais fatores limitantes para a regeneracéo de explantes é
a ocorréncia da oxidacado fendlica (SILVA et al., 2015), por isso, estratégias que visem a
superacao ou reducéo da oxidacao fendlica sédo de extrema relevancia.

O namero de brotos por explante mostrou tendéncia de aumento até o nono subcultivo.
ParaA. comosug observado elevado nimero de brotos em subcultivos sucessivos (HAMAD e
TAHA, 2008). Por outro lado, ef. fissilis,foi observada uma redugéo significativa no nimero
de brotacdes com o aumento do nimero de subcultivos nos segmentos nodais cotiledonares a

partir do segundo subcultivo (OLIVEIRA, 2017). Dada a sua importancia essa variavel se
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destaca, como ferramenta para avaliar a eficiéncia da etapa de multiplicacdo dos erqdantes
sucessivos subcultivos (SILVA et al., 2016).

Seguindo o0 mesmo padrao das demais caracteristicas estudadas, o vigor dos explantes
variou diante dos subcultivos analisad@® modo geral foi observado que os clones
apresentaram de bom a 6timo, considerando os valores maximos estimados para essa variavel,
com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional, principalmente com aumento gradativo do
primeiro ao nono subcultivo. Ja para Polesi (2015), estudando a micropropagagéalgetus
benthamiiencontrou os maiores valores para vigor no primeiro subculvariacdes entre
genotipos também tém sido obtidas em alguns trabalhos quanto a fase de multijpliceigio
deEucalyptugBRONDANI, 2012; HARTMANN et al., 2011), demonstrando ser este um fator

gue exerce grande influéncia na respostatro.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos na fase de multiplicagéo para os clones hibridos
Corymbiatorelliana x C. CitriodorgTC01, TC02, TC03g¢ Corymbia citriodora xC. torelliana
(CTO1), pode-se concluir que: 1) O uso de LEDs vermelho/azul foi melhor para todos os clones
analisados na multiplicacao vitro; 2) os explantes mostraram resposta eficiente ao estimulo
do regulador de crescimento BA, sendo a concentragdo de 0,5 angue apresentou melhor
resultado para os clon@orymbia torellianax C. Citriodora(TC01, TC02 e TC03% 1,0 mg
L-! para o cloneCorymbia citriodorax C. torelliana(CT01) promovendo maior nimero de
brotacdes 3) Quanto ao numero de subcultivos, os melhores resultados foi obtido no nono
subcultivo, no qual conseguiu atingir maiores valores para o numero 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 MICROPRAPAGACAQO

RESUMO: Devido as dificuldades de enraizamento encontradas em algumas espécies e
hibridos deCorymbiana propagacéo clonal, principalmente no que envolve material adulto, o
desenvolvimento de técnicas visando o rejuvenescimento/revigoramento pela micropropagacao,
assim como a adocdo da microestaquia como forma de propagacdo vegtativa, tém sido
considerads importantes no processo de producdo de mudas clonais. Dessa forma, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e concdatracao
sacarose no alongamentovitro, bem como a porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia

in vitro e ex vitrode microestacade trés clones hibridos @@rymbia torellianax C. citriodora

e de um clone d€orymbia citriodorax C. torelliana pela micropropagacao. A partir de
brotacdes obtidas na fase de multiplicacdo por micropropagacao, os efeitos da fonte de luz no
alongamento e enraizamenito vitro foram avaliados por meio de trés fontes (Lampada
fluorescente, LEDs branco e LEDs vermelho/azul,). Na avaliacdo dos efeitos do troca gasosa
foram testados diferentes formas de vedacao dos frascos na fase de alornigaviieniampas

rigidas de polipropileno e tampas de polipropileno com dois orificios (10 mm) cobertos com
membranas de 0,45 um) e de concentracéo de sacarose (0, 15 @)3Aa@sl35 dias, foram
avaliadas as caracteristicas de comprimento de brotos, nimero de brotos por explante, oxidacéo,
vigor das brotacfes, porcentagem de enraizamento e sobreviv@oidase nos resultados
obtidos para o alongamento e enraizamentwitro, a fonte de luz LEDs vermelho/azul
demonstrou ser a mais adequada, a qual foi necesséaria para a obtencdo de brotacdes com
tamanho adequado para a fase de enraizamento; a utilizagdo de 15dg $acarose
proporcionou os melhores resultados diante das variaveis analisadas, concentracdo essa que
apresenta reducdo desse componente no meio, visto o emprego usual de sacarose na
micropropagacdo d€orymbiaser de 30 g £; Os explantes alongados (microestacas) dos
clones avaliados apresentaram melhor resposta ao enaizamento e sobrevivéncia das plantas

obtidas na condicaa vitro.

Palavras-chave:Propagacam vitro; propagacao vegetativa; LEDs.
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1. INTRODUCAO

O enraizamento de espécies hibridasCdeymbiaé um desafio no contexto de sua
propagacao clonal, particularmente quando o material adulto esta envolvido. Entretanto, o
rejuvenescimento/revigoramento dos propagulos tem permitido avancos consideraveis no
enraizamento e outros aspectos da propagacao clonal (ASSIS et al.,, 1992; XAVIER e
COMERIO, 1996; ASSIS, 2001; ALFENAS et al., 2009; XAVIER et a., 2013). Na busca por
alternativas para a melhoria do enraizamento no processo de producdo de mudas clonais de
Corymbig a micropropagacéo via proliferacdo de gemas axilares, tem sido recomendada como
técnica de rejuvenescimento de clones selecionados (BRONDANI et al., 2012; XAVIER et al.,
2013). Nos ultimos anos aumentaram significativamente as pesquisas sobre €gémehig
especialmente em relacdo aos métodos de propagacdo vegetativa relacionadas ao
revigoramento/rejuvenescimento vegetativo (WENDLING et al. 2014a, 2014b), bem como
quanto ao enraizamento adventicio (HARTMANN et al., 2011, BACCARIN et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2015).

Dentre as etapas da micropropagacédo via proliferacdo das gemas axilares, a fase de
alongamentan vitro é primordial na obtencéo de brotagcdes com tamanho adequado para a fase
de enraizamento das microestacas, a qual tem sido realizada tanta na cexdvo
(XAVIER et al., 2013) ouin vitro (TRINDADE e PAIS, 1997; BENNETT et al., 2003;
NOURISSIER e MONTEUUIS, 2008). Pesquisas visando a maximizacdo da producdo de
brotacdes na fase de alongameintaitro tem sido intensificado, visando principalmente a
obtencdo de microestacas para a fase de enraizamento. Estudos cientificos tém focado quanto
ao conhecimento e adequacéao de protocolos, bem como na reducédo 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 séo considerados importantes
para a resposta morfogenéticavitro (HERINGER et al., 2017). As diferentes fontes de
radiacdo tém sido o centro de vérias pesquisas ao longo dos anos, em especial quanto aos efeitos
da radiacdo vermelho e vermelho distante sobre o desenvolvimento e fisiologia das plantas
(DEMOTES-MAINARD et al., 2016). Investigacdes sobre o efeito da exposicéo 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 morfogénese das plantas
(POUDEL et al., 2008; LI et al., 2010; HERINGER et al., 2017).

De maneira geral, uma resposta positiva a micropropagacao, dentre os diversos fatores,
deve-se também a reducédo ou a excluséo da fonte de sacarose. Assim como, uso de membranas
porosas com ventilacdo natural ou forgcada proporcionam reducdo da umidade relativa do ar no
interior dos frascos de cultivo e aumento significativo da troca gasosa com a atmosfera exterior,
aumentando a transpiracdo e a efetiva absorcdo de agua e nutrientes pela planta, melhorando
seu processo de aclimatizaggovitro(IVANOVA e VAN STADEN, 2010; XIAO et al., 2011).

Vérios autores, relataram seu efeito positivo, em diferentes espécies, além, da possibilidade de
variacbes em sua concentracao, o que beneficia o cultivo e reduz gastos (SORACE et al., 2008;
SILVEIRA et al., 2012).

Em vista da necessidade de adequacéo de um protocolo para micropropragacéao de clones
hibridos deCorymbia torelliana x C. citriodorae Corymbia citriodora xC. torelliang o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da fonte de luz, trocas gasosas e
concentracdo de sacarose no alongamantiiro € no enraizamento e sobrevivénaitro e

ex vitrodas microestacas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacao do estudo e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa -
UFV, Vicosa/MG. O material genético utilizado para obtencao dos explantes foi proveniente de
minicepas de trés clones hibridos@ymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02 e TCO03)

e um clone deCorymbia citriodorax C. torelliana (CT01), oriundos da empresa CMPRC
Celulose Riograndense, localizado no municipio de Guaiba/RS.

Na iniciacao da fase de alongamento, as brota¢des produzidas na fase de multiplicacao
in vitro foram preparadas isolando-se quatro brotagdes padronizada de 0,5 cm e com bom vigor
vegetativo e inoculadas sob condi¢des 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' de sacarose (Vet®; 100 mg [* de mio-inositol, 800 mg L de PVP-30
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(polivinilpirrolidona - Vete€), 6 g L* de agar, 0,05 mgtde BA (6-benziladenina Sigma
Co.) e 0,25 mg t de &cido 3-indolbutirico (AIB) (Sigrfiy.

Para o enraizamento vitro, microestacas com tamanho em torno de dois centimetros
foram preparadas a partir de gemas alongadas, dos quatro clones hibridos produzidas na fase de
alongamento. As microestacas foram inoculadas sob condi¢cdes 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 §de sacarose (Vetd; 100 mg L* de
mio-inositol, 800 mg ! de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Vet&y, 6 g L'* de agar e 1 mgt
de Acido 3-indolbutirico (AIB) (Signfa.

Os meios de cultura foram preparados utilizando 4gua desionizada e o pH ajustado para
5,8 £ 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adicdo do agar. A
autoclavagem do meio de cultura foi realizada a temperatura de 121 °C e pressao de

aproximadamente 1 kgf ctndurante 20 minutos.

2.2. Fonte deliz

Para avaliar os efeitos da qualidade da luz no alongamento e enraizameinty os
tratamentos foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C por um fotoperiodo de 16 horas
de luz e irradiancia de 80 pmol m s* (quantificada por radidmetro, LI-CGRLI-250A Light
Meter), sendo testados trés fontes de luz diferentes: Lampada fluorescente (HO Sylvania T12,
110 W, Séo Paulo,Brasil), Lampada LEDs branco (SMD 100, 18 W, Vilux®,Vitoria, ES, Brasil)
e Lampada LEDs vermelho/azul (LabPARLL-HR / DB-480, 11,6 W, LabLufhens
Carapicuiba, SP,Brasil). Os espectros de luz foram obtidos por espectroradidmetro (Ocean
Optics Spectra-Suite, Ocean Optics, Dunedin, FL) (Figura 1



61

60 4

LEDs Vermelho e Azul
LEDs Branco
Lampada Fluorescente

3

40

Irradidncia Absoluta (uW om” nm’)

T T
100 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Varia¢des da irradiancia absolu\( cni? nnt) e do comprimento de onda (nm) de
luz emitido pelas Lampadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W), LEDs branco$ (Vilux
SMD 100, 18 W) e LEDs vermelho/ azul (LabPAR LL-HR / DB-480, 11,6 W) utilizadas na
experimentacdo do alongamento e enraizamento em explantes na candig&ode clones
hibridos deCorymbig obtidas na sala de crescimento do LCT Il, BIOAGRO/UFV.

2.3. Trocas gasosas e concentracfes de sacarose

Com os resultados obtidos no experimento na fase de alongameiito (ltem 2.2),
para todos os clones analisados, nesse experimento foi usado a fonte de luz Lampada LEDs
vermelho/azul. Para troca gasosa foi submetido duas formas de vedacdo: tampas rigidas de
polipropileno (TRP), ou seja, sem trocas gasosas; e tampas de polipropileno com dois orificios
(10 mm) cobertos com membranas de 0,45 um (MillE5axS-045 Air Vent), possibilitando
as trocas gasosas. A inoculagéo foi feita em meio de cultivo JADS (CORREIA, 1995),
constituido de trés concentracbes de sacarose (0, 15 30190 mg L* de mio-inositol, 800
mg Lt de PVP-30 (polivinilpirrolidona), 6 gt.de agar, 0,05 mgtde BA (6-benziladenina)
e 0,25 mg ! de acido 3-indolbutirico (AIB). O pH do meio de cultura foi ajustado em 5,8 com
HCI (0,1 M) ou NaOH (0,1 M), antes da adi¢cdo do agar, e autoclavado a uma pressao 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 fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de 80 pmol m2 s?

(quantificada por radidmetro, LI-CORLI-250A Light Meter.
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2.4. Enraizamentoex vitro das microestacas

Esse experimento foi conduzido no Viveiro de Pesquisas do Departamento de
Engenharia Florestal, da Universidade Federal de Vicosa, localizado no municipio de
Vicosa/MG. As microestacas foram obtidas com tamanho de dois centimetros a partir das
brotacfes produzidas na fase de alonganienitro, dos quatro clones hibridos, as quais foram
transferidas em uma caixa de isopor para o viveiro.

As microestacas foram plantadas em tubetes plasticos d€ 86 capacidade, contendo
substrato comercial (Tropstrato Vida Veflee vermiculita de granulometria média, na
proporcédo de (1:1), adicionado de 5 kg e superfosfato simples (Herin§grsendo em
seguida acondicionadas em casa de vegetacao climatizada (temperatura de 20ua@tiee
relativa do ar > 80 %), durante 35 dias. Nos primeiros 15 dias em casa de vegetagdo, foi mantida
uma cobertura com Aluminet (50 %) sobre as microestacas, a uma altura de 28 cm do

recipientes.

2.5. Delineamento e avaliacGes experimentais

No experimento de qualidade de luz no alongamento e enraizamenwiio, foi
disposto em arranjo fatorial 4 x 3, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones
hibridos deCorymbia trés deCorymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02, TCO3g um
de Corymbia citriodorax C. torelliana (CTO1) e trés fontes de luz diferentes: Lampada
fluorescente (L/F), Lampada LEDs branco (L/B) e Lampada LEDs vermelho/azul (V/A), com
quatro repeticdes, compostas de parcelas com dez explantes.

Quanto ao experimento com as concentracdes de sacarose, em arranjo fatorial 4 x 3, o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, com quatro clones hibridos
de Corymbia trés deCorymbia torellianax C. citriodora (TC01, TC02, TC03e um de
Corymbiacitriodora x C. torelliana(CT01) e trés concentragdes de sacarose (0, 15e3DgL
Ja para o experimento de troca gasosa, adotou-se o arranjo fatorial 4x2, com os mesmos clones,
duas formas de vedacao (tampas rigidas de polipropileno (TRP) e tampas de polipropileno com
dois orificios (10 mm) cobertos com membranas de 0,45 um). Esses experimentos foram
compostos, com quatro repeticdes e parcelas com dez explantes.

A fim de comparar o enraizamento, o experimento foi conduzido em arranjo fatorial 4 x

2, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro clones hibridosydsbia(trés de
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Corymbia torellianax C. citriodora(TCO01, TC02 , TC03¢ um deCorymbia citriodorax C.
torelliana (CTO1)) e dois tipos de enraizamenta {itro e ex vitrg, com quatro repeticoes,
compostas de parcelas com dez explantes.

Aos 35 dias apds a inoculacdo na fase de alongamento, foram avaliadas nos
experimentos: porcentagem média de oxidacao, vigor, comprimento de brotos, niumero médio
de brotagOes por explante e trocas gasosas. Para os experimentos de enrarzgitnerd@x
vitro, foram avaliados a porcentagem média de sobrevivéncia e enraizamento (raizes observadas

na extremidade inferior do frasco ou tubete).
Escala de notas

Variavel
Oxidacao

Vigor

Figura 2. Avaliacdes de oxidagao e vigor de acordo uma escala de (®tas= Nula: sem
oxidacao;(B) 2 = Média: reduzida oxidagédo na base dos explantes (meio de cultura com tom
acinzentado;(C) 3 = Alta: oxidacdo completa das brotagcbes (meio de cultura com tom
enegrecido)(D) 1 = Baixo: auséncia de desenvolvimento das brotagbes e, ou, senescéncia e
morte;(E) 2 = Bom: brotagdes com bom crescimento, poréem com folhas de tamanho reduzido
(F) 3 = Otimo: brotages com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional aparente.

2.6. Analise de dados

As analises foram processadas em software R, verséo 3.0.3 (R Core Team, 2014), com
auxilio do pacote ExpDes, versdo 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). As médias dos tratamentos
foram utilizadas para a realizacdo das andlises estatisticas. As varidveis porcentagem de

sobrevivéncia, enraizamento, oxidacdo, vigor, comprimento e numero de brotos nédo
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apresentaram distribuicdo normal perante teste de Shapiro-Wilkem a 5 % de significancia, sendo
transformados em arcsen e, respectivamente; e para as variaveis significativas, foi feito o teste

Tukey a 5 % de significancia.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito da fonte de luz sobre o alongamentn vitro

De acordo as caracteristicas estudadas, foi observado diferenca na resposta entre clones,
bem como nas diferentes fontes de luz utilizadas no alongamaeyitieo de clones hibridos de
Corymbia

A caracteristica 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 TCO3 apresentou média de 4,54 cm, sendo superior aos demais
tratamentos (FiguraAy. Para as fontede luz, o tratamento que se destacou foi aquele que
utilizou o LEDs vermelho/azul (Figura 3B).

Para o vigor das brotacdes dos clones analisados, foi observado que os maiores valores
foi encontrado no clone TCO03, 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 relagcdo ao numero de brotagBes por explante, verificou-se que a fonte de luz de
LEDs vermelho/azul (em média 1,78) obteve os maiores valores (Figura 3E). Ja para oxidacao,

os valores foram bem préximos a classe de nota 1 e os tratamentos foram semelhantes.

3.2. Efeito das trocas gasosas e sacarose sobre o alongamiendro

De acordo as caracteristicas observaalagtro para os clones hibridos @orymbia,
apresentaram seus fatores (trocas gasosas e concentracfes de sacarose) atuando de forma
independente. O comprimento de brotos e o vigor dos explantes apresentaram diferenga (p <
0,05), em relagdo aos clones e a concentra¢des de sacarose. Para o numero dedirdtacoes,
observado diferenca significativa para as concentracdes de sacarose (p < 0,05). J& o uso de
tampas rigidas (sem trocas gasosas) e com membranas (com trocas gasosas) os resultados

diferiram apenas para a variavel comprimento de brotos.
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Figura 3. Caracteristicas observadas no alongamientdro em funcdo dos diferentes clones
hibridos deCorymbia torellianax C. citriodora(TCO01, TC02 e TC03¢ Corymbia citriodora

x C. torelliana(CTO01) e fontes de luz (L/F, L/B e V/IA)A) Comprimento de brotos por explante

em funcéo dos clones hibrid¢B) Comprimento de brotos por explante em funcédo de diferentes
fontes de luz(C) Vigor das brotacdemm funcao dos clones hibridd®) Vigor das brotacfes

em funcao diferentes fontes de I{E) Namero de brotos por explante em funcéo diferentes
fontes de luz. *Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5 % de probabilidade.

O comprimento dos brotos e vigor mostrou a mesma tendéncia que o numero de
brotacdes por explante, sendo os melhores resultados para os tratamentos com 15 @e30 g L
sacarose (Figuras 4A; 4D e 4E). Diante dos gendtipos analisados, para a caracteristica
comprimento e vigor de brotos, o clone TCO03 foi significativamente superior aos demais (Figura
4B e 4C).

A maioria das caracteristicas observadas nao foi influenciada pelos ambientes com e sem
trocas gasosas, no entanto, 0 uso de tampas rigidas 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. Caracteristicas observadas no alongamiantdro em funcdo dos diferentes clones
hibridos deCorymbia torellianax C. citriodora(TC01, TC02 e TC03¢ Corymbia citriodora

x C. torelliana(CTO01). (A) Comprimento de brotos por explante em funcéo dos clones hibrido;

(B) Comprimento de brotos por explante em funcao de diferentes concentracdes de sacarose (O,
15 e 30 g i}); (C) Vigor das brota¢Gesm funcgédo dos clones hibridd®) Vigor das brotacdes

em funcéo diferentes concentracdes de sacarose (0, 15 e30(E)LNGmero de brotos por
explante em funcéo diferentes concentragdes de sacarose (0, 15 &)30Fy Comprimento

de brotos por explante sem troca gasosa (STG) e com troca gasosa (CTG). *Médias seguidas de
uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

3.3. Efeito da fonte de luz sobre o enraizamenta vitro de microestacas

Os tratamentos envolvendo o enraizamémiatro aos 35 dias, apresentaram diferencga
siginificativa (p < 0,05), sob as diferentes qualidades de luz, bem como os clones, de forma
independente. O clone TCO3 apresentou as maiores médias para porcentagem de enraizamento
dos explantes 85,8% (FigurAb Em relacéo as condi¢cdes de comparacéo entre as qualidades
de luz, o LEDs vermelho/ azul, apresentou os maiores valores 79,4%, diferindo para a Lampada

fluorescente (Figura 5B).
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Figura 5. Porcentagem de enraizamento observados de microestacas obtidas a partir de
brotacdes alongadas vitro. (A) Clones hibridos d€orymbia torellianax C. Citriodora
(TCO1, TCO2 e TCO33 Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01);(B) fonte de luz (L/F, L/B

e V/A). *Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

3.4. Efeito dos tipos de cultivo no enraizamento e sobrevivéncia das microestacas

A porcentagem de enraizameiriovitro e exvitro das microestacas aos 35 dias, o maior
valor foi encontrado para o clone TC0O3 (em média 97% e 71%) respectivamente (Figura 6A).
Em relacdo a sobreviéncia dos explantes aos 35 dias, altos percentuais foram obtidos nas
condig¢dedn vitro, sendo que o clone TCO3 foi 0 mais responsivo com 100 % (Figuras6B). J
para o melhor tipo de cultivo dentre os gendtipos analisados, foi observado que o cultivo dos

explantesn vitro obteve as maiores porcentagens de sobrevivéncia dos explantes, para todos os
clones analisados. (Figura 6B).
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Figura 6. Caracteristicas observadas no enraizamaentiro e ex vitrode clones hibridos de
Corymbia torellianax C. Citriodora (TC01, TC02 e TCO03f Corymbia citriodorax C.

torelliana (CT01). (A) Porcentagem de enraizamen{B) Porcentagem de sobrevivéncia.

Letras minusculas representam diferencas estatisticas comparando-se os diferentes clones no
mesmo tratamento (enraizamento). Letras mailsculas representam diferencas estatisticas
comparando-se os tipos de enraizamento no mesmo tratamento (clone). *Médias seguidas de
uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

4.1. Efeito da fonte de luz sobre o alongamentn vitro

A fonte de luz utilizada no alongamento vitro dos explantes influenciou no
crescimento dos clones hibridos@erymbia torellianax C. citriodora e Corymbia citriodora
x C. torelliang porém havendo variacbes nas respostas. Diferencas genotipicas no
desenvolvimentm vitro séo relatadas em diferentes espécies do gEnerdyptuse Corymbig
como observado pama. globulus(OLIVEIRA., 2016), C. citriodora (ALMEIDA, 2012) E.
dunnii (NAVROSKI et al, 2015), e também em outros hibrid@s:citriodorax C. torelliana
(ARYA, et al., 2009) E. benthamix E. dunnii(BRONDANI et al, (2011),E. grandisx E.
urophylla NAKHOODA et al, 2012),E. grandisx E. niteng WATT, 2014).

O uso de LED influencia os efeitos fisiolégicos e morfolégicos na morfogénese e
desenvolvimento de varias espécies vegetais cultivadasitro (BELO-BELO, 2016;
OLIVEIRA, 2017; GUPTA et al., 2017; MOSQUEDA et al., 2017; FAVETTA et al., 2017).
Resultados tém mostrados que a luz LED é mais adequada para a morfogénese e crescimento
da planta do que a L/F (lampada fluorescente), no entanto, as respostas podem variar de acordo
com as espécies de plantas. Uma possivel causa para essa diferenciacéo esté relacionada ao uso
de lampadas de LEDs em cultumasitro, no qualtém demonstrado ser um método vantajoso
para a regulacao de processos fisiologicos de crescimento, como a fotomorfogénese, acarretando
na maior qualidade, producdo e desenvolvimento de mudas micropropagadas (GUPTA e
JATOTHU, 2013).

Para o numero de brotos por explante observou-se variagdo entre as fontes de luz no
alongamentan vitro, indicando que os comprimentos de onda com espectros de luz na faixa do
vermelho e azul, atuam em conjunto na sinalizacédo para a morfogénese, havendo uma maior
efetividade nas brotacBes. Resultados semelhantes foram encontradiegbaiéa fissilis,
verificando que a qualidade e quantidade da luz afeta o desenvolvimento das brotagdes, com
alteracdes significativas no alongamento e numero de brotos por explante (OLIVEIRA, 2017).
EmVanilla planifoliaas brotagdes foram significativamente afetadas por diferentes tratamentos
de luzin vitro, aonde os resultados indicaram um aumento significativo no numero de brotos
por explante sob LED vermelho azul (BELLO-BELLO et al., 2016).
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Em relacdo a oxidacdo fendlica dos explantes os clones apresentaram oxidagdo com
baixa intensidade, principalmente aqueles com influéncia direta da qualidade de luz LEDs
vermelho/azul. Em Foxglove chinéRghmannia glutinogaquando a qualidade de luz é
acrescida sob LEDs azul, as plantas possuem uma resposta de luz complexa e dinamica com
menores reacdes de oxidacio e otimizacdo na aclimatsZBECHYNSKA - HEBDA et al.,

2010). O uso de diodos emissores de luz (LEDs) como fonte de radiacdo para plansas, tem
uma maior flexibilidade dos comprimentos de onda para a instalacdo de fotorreceptores,
podendo proporcionar um 6timo vigor, influenciando na morfologia e metabolismo das plantas
(MASSA et al., 2008; MORROW, 2008).

4.2. Efeito das trocas gasosas e da sacarose no alongamantatro

A concentracdo de sacarose apresentou implicacdo direta no alongamento de clones
hibridos deCorymbia.Para as caracteristicas avaliadas, valores satisfatorios foi apresentado
diante de 15 gt de sacarose, concentracdo essa que apresenta reducdo desse componente no
meio, visto o emprego usual de sacarose na micropropaga¢gcalyptusser de 30 g t.
Diversos trabalhos relatam o uso entre 15gel30 g [! de sacarose no processo de
micropropagacao, sendo responsavel pela multiplicacdo ou alongameatwadgptusspp.
(BORGES et al., 2011; BRONDANI et al., 2012; NAVROSKI et al., 2013; BACCARIN, 2015)

Costa et al (2017), trabalhando c@uhroma pyramidaleyerificou as maiores médias
para o comprimento das brotagdes utilizando a concentracéo de’lda dacarose/arios
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). Jakarayptus
benthamii,de acordacom Polesi (2015), a concentracdo de 30'gde sacarose apresentou os
melhores resultados nos aspectos morfofisiolégicos e também no desenvolvimento dos
explantes.

Em trabalho de Monfot et al. (2015) cabtimum sellqi verificaram efeito negativo
sobre 0 numero, comprimento, matéria seca da brotacdo e numero de raizes sem sacarose. A
auséncia de sacarose inibe o desenvolvimento, pois a quantidade dee€#dte no frasco &
insuficiente para que a planta exerca plenamente seu autotrofismo (JO et al, 2009).

Os sistemas com e sem troca gasosa nao influenciaram a maioria das caracteristicas

observadas para o clone em guestdo. Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho de
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Oliveira et al. (2014), ndo tendo havido diferencga entre o sistema sem e com injecao de ar em
biorreatores de imersao temporaria no processo de multiplicagéco do cloneEucalyptus

grandisx E. urophylla A propagacam vitro com uso de membranas porosas permitem a troca

de gases entre a atmosfera externa e interna dos frascos através da ventilajadasale que
aconcentracdo de CQeja 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 aplicacdo de marnejuitro de ambientes gasosos.

No cultivoin vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e, consequentemente,
necessitam de uma fonte exdégena 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 fotomixotrofico, garantindo o desenvolvimento ideal, como
precursor de carbono e metabdlito de sinalizacéo, bem como atua na manutencdo do potencial

osmatico, garantindo a conservacao da agua nas células (GAGO et al., 2014).

4.3. Efeito da fonte de luz na sobrevivéncia e enraizameritovitro de microestacas

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a porcentagem de enraizamento e
sobrevivéncia das microestcas em clones hibrido€atgmbia (Corymbia torellianax C.
Citriodora e Corymbia citriodorax C. torelliana)é afetado pela fonte de luz nas respostas
morfogenéticas no cultivim vitro de plantas. Neste contexto, a fonte de luz LEDsstrou-se
mais adequado para 0 enraizamento e sobrevivéncia das microestacas. Resultados similares
foram encontrado por LimFeom (2013 Kwon et al. (2015) e Favetta et al. (2017), aonde tem
como principal efeito o aumento na porcentagem de enraizamento, numero, comprimento e
sobreviéncia ds microestacas.

Diferencas significativas foram observadas no nimero de raizes e folhas por explante,
através das fontes de luz LEDs vermelho azwanilla planifélia(MOSQUEDA et al., 2017).
Similarmente Hung et al. (2015) demonstraram que tratamentos misturados com fétons
vermelho e azul proporcionaram uma sobrevivéncia e enraizamento significativamente maior
do que as lampadas fluorescentes (ou seja, 90-94% vs. 76% em cultivares de Strawberry). Ja
para foxglove chiné€Rehmannia glutinogaobteve um maior numero de raizes quando sob a

luz azul, (MANIVANNAN et al. 2015). InvestigacOes sobre o efeito da exposicéao de luz LED
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na culturain vitro demonstraram que espectros de luz vermelho, vermelho distante e azul,
isoladamente ou combinadas, atuam significativamente em melhorias na morfogénese das
plantas (LI et al., 2010; HERINGER et al., 2017).

De acordo com Mokotedi et al. (2000), as espécies lenhosas tém enraizamento
genotipico dependente, requerendo assim diferentes condi¢cfes de cultivo. Wendling e Xavier
(2005) também afirmam que o enraizamento adventicio € um processo complexo que € afetado

também, dentre diversos fatores, pelas caracteristicas genéticas.

4.4. Efeito dos tipos de cultivo no enraizamento e sobrevivéncia das microestacas

Devido as dificuldades de enraizamento encontradas em algumas espécies e hibridos de
Corymbia na propagacao clonal, o desenvolvimento de novas técnicas para a propagacao
vegetativa e 0 ajuste dos diversos fatores que influenciam o desenvolvimento da planta foi
estudado na tentativa de estabelecer um melhor enraizamento e sistemas eficientes de producao
em larga escala.

A porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia das microestacas advindas dos diversos
tratamentos, resultou em variagdes entre os tipos de enraizamento e clones avaliados. A adoc¢ao
do enraizamenta vitro para o clone (TCO03), resultou nas melhores resposta desse estudo.
Similarmente Junior et al. (2014) ao conduzir explantd®ed®na grandis in vitroobservaram
percentual maximo de sobrevivéncia (100%). Oliveira (2015) também avaliou sobrevivéncia
com resultados superiores a 90% para microestachs aeeziana Assim, observa-se que a
porcentagem de sobrevivéncia teve bons resultados da mesma forma que outros estudos
apresentados para técnica semelhante. Em relacdo ao enraizamé&ukcagmptus benthamii
Brondani et al. (2012) verificaram indices de enraizamento acima de 90%, ainda aos 21 dias.

No enraizament@x vitro de microestacas deavandula angustifoliaMachado et al.

(2013) verificaram de 15% a 83% de sobrevivéncia aos 30 dias. Nas miniestacas intermediarias,
os indices de enraizamento variaram entre 25 e 86,1 % entre clones (BORGES, 2011). Tormen
(2017) ao induzir o enraizamento de microestacafumlyptus cloezianado utilizou
regulador de crescimento e observou um percentual de 70% de enraizamento aos 30 dias.

A propagacdo vegetativa nos hibridos @erymbia era considerada dificil de ser
viabilizada operacionalmente, entretanto foi possivel observar os melhores resultados para o

clone hibrido de&Corymbia torellianax Corymbia citriodora(TC03) nas diferentes condi¢cbes
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de cultivo. Recentes modificagdes nos procedimentos de enraizamento tém possibilitado obter
resultados em niveis considerados excelentes (ASSIS, 2014). Um primeiro aspecto se refere a
espécie utilizada como genitor feminino; neste sentido, a espéiieellianaé especialmente
importante, por ser a espécie de maior enraizamento dentre todas as espEocigsnbé

testadas, sua presenca nos cruzamentos € fundamental para se obterem niveis adequados de
enraizamento na clonagem desses hibridos (ASSIS, 2014), decorrente da existéncia do efeito
materno para esta caracteristica (ASSIS, 2001). Resultados operacionais de enraizamento de
clones deC. citriodora x C. torellianae C. torelliana x C. citriodoraobtidos na Arcelor Mittal
Bioflorestas confirmam as observacdes anteriores da existéncia de efeito materno no
enraizamento (ASSIS, 2012).

Outro aspecto relevante é que grande parte das espécies lenhosas, as estacas de mudas
juvenis enraizam naturalmente, enquanto outras procedentes de plantas mais velhas o fazem
com maior complexidade ou ndo enraizam (XAVIER et al., 2013). Pode-se admitir que, de uma
forma geral, quanto mais juvenil for o explante a ser propagado, maior € a possibilidade de éxito
no enraizamento, tanto pelo percentual de enraizamento, qualidade das raizes e rapidez de
formacdo, quanto pela capacidade de crescimento da nova muda (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; XAVIER et al., 2013). Diante disso a etapa da micropropagac¢ao, em virtude
da metodologia adotada para a proliferacéo das gemas axilares, temos a fase de alangamento
vitro, a qual é necessaria para a obtencéo de brotaces com tamanho adequado para a fase de

enraizamento destas, a qual tem sido realizada normalmeniteo (XAVIER et al., 2013).

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesse estudo para os clones kibogmbia
torellianax C. Citriodorae Corymbia citriodorax C. torelliang pode-se concluir que: 1) Em
virtude da metodologia adotada para o alongamento e enraizameitrto, a fonte de luz LEDs
vermelho/azul demonstrou ser a mais adequada, apresentando os melhores resultados para vigor,
oxidacao fendlica, nimero de brotacdes por explante, comprimento de brotos, porcentagem de
enraizamento e sobrevivéncia 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 manutencao do potencial osmotico do meio, sendo a reducao para
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15 g L'* de sacarose com os melhores resultados diante das variaveis analisadas; 3) Os explantes
alongados (microestacas) apresentaram melhor resposta ao enaizamento e sobrevivéncia das

plantas obtidas na condicawovitro.
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CONCLUSOES GERAIS

A producao de mudas do gén&orymbiae alguns de seus hibridos interespecificos
tém destacado, visto a importancia que a espécie tem adquirido no setor florestal. No entanto,
diante das dificuldades encontradas atualmente na propagacéao clonal de clones selecionados de
algumas espécies e hibridos desse género, €wongmbia citriodora a obtencdo de um
protocolo eficiente e repetivel de propagacéo vegetativa para o estabelecimento de condicbes
ideais no processo de clonagem dessas plantas tem-se tornado um desafio.

Apesar de apresentarem forte heterose ou vigor hibrido para caracteristicas de
crescimento, os cruzamentos er@gymbia torellianae Corymbia citriodoraainda sao pouco
explorados. E importante considerar que as chances de clonagem em niveis operacionais sio
altas, em virtude da participacdo@erymbia torellianano cruzamento, gerando uma demanda
permanente por novas tecnologias que permitam incrementar a eficiéncia dos atuais processos
de propagacao para esta e outras espécies. Um dos principais desafios da micropropagacao
baseia-se em estabelecer as melhores combinacfes de elementos em meio de cultura, que
proporcionem o crescimento e desenvolvimento adequados dos explantes de espécies lenhosas,
bem como ajustar as codigbes ambientais de cultivo.

Os resultados deste estudo indicam novas possibilidades para propagacéo vegetativa do
géneroCorymbiaatravés da micropropagacdo como ferramenta de producdo mudas clonais,
cujas vantagens sao a possibilidade de propagacdo massal de clones em curto espaco de tempo;
0 maior controle nutricional, ambiental e fitossanitério; o transporte do material clonal para
grandes distancias sem danos; o armazenamento por longos periodos; bem como a retencao do
vigor hibrido.

Como as espécies do géne@wmrymbia sdo consideradas de dificil propagacéo
vegetativa, o desenvolvimento de um protocolo, que foi objeto deste trabalho, possibilitou a
maximizacdo na producdo de mudas através do estudo de fontes de luz, subcultivos,
concentracdes de hormdnios, sacarose e trocas gasosas, visando a reverséo a juvenilidade e o
revigoramento dos propagulos.

O controle de fatores ambientais, como a temperatura e luz foram fatores importantes
para a resposta morfogenéticavitro e a luz vermelho (620-750 nm)/azul (450-495 nm), atuou

de forma especifica na morfogénese, crescimento e desenvolvimento dos expranieside
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da metodologia adotada para a proliferacdo das gemas axilares, a fonte de luz LED
vermelho/azul apresentou os melhores resultados para as variaveis vigor, nimero de brotacdes
por explante, comprimento de brotos e porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia, ao
mesmo tempo que minimizou a oxidacdo fendlica e contaminag¢do, demonstrando ser a mais
adequada para as fases de introducdo, multiplicacdo, alongamettto, que por sua vez,
importantes na obtengcao de brotagées com tamanho adequado para a fase de enraizamento.

O uso de lampadas de diodos emissores de luz (LED) no vegetal foi vantajosa em relacao
as fluorescentes, uma vez que forneceram luz com mais eficiéncia, 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 produgéo e o desenvolvimento de
plantasin vitro.

Para espécies arbéreas, a micropropagacdo como meio de rejuvenescimento e, ou,
revigoramento € dependente do nimero de subculiivastro, necessarios para alcangar
melhores respostas quanto ao potencial de enraizamento adventicio. Com base nos resultados
obtidos nesse trabalho desenvolvido, para os clones hibridos selecionados, o nono subcultivo
apresentou 0os maiores valores para 0 nuamero de brotos por explante e vigor durante a
multiplicagdo. Contudo, esse rejuvenescimento/revigoramento normalmente tem sido
progressivo, parcial e dependente do gendtipo.

Em relacdo a utilizacdo de reguladores de crescimento, a aplicacdo da citocinina 6-
benziladenina (BA), induziu a divisdo celular e estimulou maior nimero de brotacdes. Os
explantes apresentaram resposta eficiente principalmente nas concentragdes de'@arang L
os cloneCorymbia torellianax C. Citriodora(TCO01, TC02 e TC03 1,0 mg [* para o clone
Corymbia citriodorax C. torelliana(CT01), destacando-se na fase de multiplicagadtro. E
importante considerar que uma resposta positiva na micropropagacdo pela aplicacdo desses
horménios exdégenos ao meio de cultivo, deve-se principalmente a um balanco adequado, pois
guando a concentracdo é excedida, pode ser toxica para o explante, tendo consequéncias como
hiper-hidricidade, oxidagéo, inibicdo ao desenvolvimento e encurtamento de brotos.

Um outro fator avaliado nesse trabalho diz respeito a fonte de sacarose no meio, bem
como o uso de ventilagdo natural ou forgcada na micropropagacdo. No presente estudo a
quantidade utilizada de 15 g'lde sacarose apresentou os melhores resultados diante das

variaveis analisadas, concentracdo essa que apresenta reducdo desse componente no meio,
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comparada com o emprego usual na micropropagacBaaidyptuse Corymbiaque tem sido

adotada de 30 g1, proporcionando, assim um melhor custo/beneficio. Além disso, a reducdo

nas concentracdes de carboidrato pode evitar desordens anatdmicas e metabdlicas, que
acarretam em baixas taxas de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo. A fonte de carbono,
adicionada, influenciou significativamente o desempenho do explante, devido aos seus efeitos
sobre 0 aporte de energia e a manuten¢do do potencial osmético, garantindo a conservacao da
agua nas células. Em relagéo as trocas gasosas, 0 uso da ventilacdo natural obteve os melhores
resultados para o comprimento das brotacfes na fase de alongemwingy proporcionando

o tamanho adequado para a obtencdo de microestacas para a fase de enraizamento, contudo esse
resultado contrasta com diversos estudos na literatura, com a aplicagdo de manejo com uso de
membranas porosas.

Como foi visto, devido as dificuldades de enraizamento encontradas em algumas
espécies e hibridos deorymbiana propagacéo clonal, a utilizacdo de novas técnicas para a
propagacao vegetativa e os ajustes dos diversos fatores avaliados, influenciaram de maneira
positiva na obtencdo de uma melhor resposta na propagacéo 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 vitro e ex vitro
apresentaram em média 97% e 71% de enraizamento, respectivamente. Entretanto, é importante
salientar que a espécféorymbia torelliana, possui naturalmente a maior capacidade de
enraizamento em relacdo a outras espécies pertencentes addgépetoig principalmente se
utilizar esta espécie como genitor feminino.

Para o génerG@oymbiaos niveis de enraizamento dos clones selecionados normalmente
sao baixos, o que tem limitado a sua utilizacdo em programas clonais. Diante dos objetivos
propostos, através do enraizameéntaitro e ex vitro,foi possivel observar, para todos os clones
hibridos utilizados nesse estudo, valores superiores aos encontrados na literatura, possibilitando
assim sua viabilizacédo no processo da producédo de mudas clonais.

Estes resultados podem ser o ponto de partida para novas pesquisas, favorecendo o
estabelecimento de protocolos de poliploidia, transgenia, embriogénese somatica e
organogénese envolvendo o ambiente de cuhividro, com o objetivo de otimizar a qualidade

das mudas produzidas e contribuindo para a propagacao vegetativa do @érnyenbia,
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indicando as bases para futuros estudos na area, na procura da melhora continua dos processos

de propagacam vitro.



