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RESUMO

CASTRO, Mayra Estevao Barros de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2021. Qualidade de luz em jardim clonal in vitro de clones hibridos de
Corymbia spp. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientador: Wagner Campos Otoni

O género Corymbia vem se destacando no setor florestal pelos bons resultados em
qualidade da madeira e produtividade, além de ser alternativa para os programas de
melhoramento florestal diversificarem os materiais genéticos disponiveis para plantios
clonais. Contudo, os materiais resultantes da hibridacdo das espécies desse género
tém apresentado baixo potencial de enraizamento adventicio, o que dificulta a
eficiéncia do processo de producdo de mudas clonais. Nesse sentido, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar o comportamento de clones de hibridos de Corymbia torelliana x
C. citriodra e Corymbia citriodra x C. torelliana sob influéncia de diferentes qualidades
de luz durante a implantacdo e o estabelecimento de um jardim clonal in vitro, bem
como o enraizamento adventicio de microestacas na condi¢cdo ex vitro. As seguintes
fontes de luz foram testadas: Iluz fluorescente (2F), LED branca (LED B), LED
vermelha/azul (LED V/A, divididas proporcionalmente 50%-50%), LED vermelha/azul
(LED V/A+, divididas respectivamente 1%-99%) e LED vermelha/azul (LED V+/A,
divididas respectivamente 99%-1%). A qualidade espectral proporcionada por
diferentes fontes de luz influenciou a implantacéo do jardim clonal in vitro de hibridos
Corymbia spp. A fonte LED V/A+ (com maior propor¢cdo de azul) estimulou o
crescimento em altura na primeira fase (implantacdo) e na segunda fase
(estabelecimento) a luz LED B proporcionou maior producdo microestacas. No
enraizamento adventicio das microestacas na condicdo ex vitro, apos 120 dias de
monitoramento, o desenvolvimento das mudas de Corymbia spp. nao foi influenciado
significativamente pela qualidade de luz aplicada nas microcepas in vitro. Desse
modo, as lampadas LED promoveram o estimulo a fotoautotrofia in vitro, mas nao

houve influéncia no enraizamento e sobrevivéncia das mudas na condi¢ao ex vitro.

Palavras-chave: Propagacéao in vitro. Cultivo fotoautotréfico. Fontes de luz.



ABSTRACT

CASTRO, Mayra Estevao Barros de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2021. Quality of light in vitro clonal hedge of hybrids of clones of
Corymbia spp. Adviser: Aloisio Xavier. Co-adviser: Wagner Campos Otoni.

The Corymbia genus has been standing out in the forest sector for presenting good
results in terms of wood quality and productivity, in addition to being an alternative for
breeding programs to diversify the genetic materials available for planting. However,
the combined materials of hybridization of species of this genus have shown a low
potential for adventitious rooting, which hinders the efficiency of the seedling
production process. In this sense, the objective of this work was to evaluate the
behavior of hybrid clones of Corymbia spp. influence of different light qualities during
implantation and the establishment of an in vitro clonal hedge as well as the
adventitious rooting of micro-cuttings in the ex vitro condition. The following light
sources were tested: fluorescent light (2F), white LED (LED B), red / blue LED (LED V
I A, proportionally divided 50% -50%), red / blue LED (LED V / A +, divided respectively
1% -99%) and red / blue LED (LED V +/ A, divided respectively 99% -1%). The spectral
quality provided by different light sources influenced the implantation of the in vitro
clonal hedge of Corymbia spp. The LED light source V / A + (with higher proportion of
blue) stimulates growth in height in the first phase (implantation) and in the second
phase (establishment) the LED B light provided greater micro-cuttings production. In
the adventitious rooting of the micro-cuttings in the ex vitro condition, after 120 days of
monitoring, the development of the clonal seedlings of Corymbia spp. was not
influenced by the light quality applied in the micro-stumps in vitro. In this way, LED
lamps stimulated photoautotrophy in vitro, but there was no long-term influence on

rooting and changes in the ex vitro condition.

Keywords: In vitro propagation. Photoautotrophic cultivation. Light source.
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1 INTRODUCAO

As espécies Corymbia citriodora e Corymbia torelliana e alguns de seus
hibridos interespecificos, também receberam destaque no setor florestal nos ultimos
anos devido adaptacdo as condi¢cdes ambientais adversas. Além disso, apresentam
boas caracteristicas silviculturais e propriedades tecnologicas da madeira das
espécies de Corymbia spp. aumentou o interesse pelo género (MORAIS et al., 2010).

O estudo dos efeitos da variabilidade climatica no crescimento do eucalipto,
além de auxiliar no planejamento de implantacdo da floresta, diminui os riscos
climaticos como geadas e auxilia na importante decisdo da adequada escolha de
gendtipos (ELLI et al., 2020). A busca pela melhoria da produtividade, bem como pela
producdo de hibridos para regides nao tradicionais em plantios florestais, abriu
caminhos para o desenvolvimento da pesquisa utilizando a micropropagacéo (SOUZA
et al., 2020)

Nesse sentido, a micropropagacgao pode contribuir para diminuir os efeitos da
sazonalidade de diferentes regibes, uma vez que o ambiente de cultivo pode ser
adaptado e controlado para contornar fatores limitantes no processo de clonagem. O
desenvolvimento de protocolos que definam procedimentos de estabelecimento in
vitro (KERET et al., 2018), multiplicacdo (TRUEMAN et al., 2018), alongamento
(GALLO et al., 2017), estagios de enraizamento e aclimatizacdo (BRONDANI et al.,
2018) também corroboram para a evolucdo da producdo de mudas visando o
atendimento em larga escala.

Entretanto, o cultivo in vitro convencional pode causar perturbacdes fisioldgicas
e anatdomicas nas plantas. As plantas cultivadas com sacarose exibem uma
fotossintese significativamente menor que aquelas cultivadas na auséncia desse
carboidrato. A reducéo da fotossintese pode ser atribuida a alguns fatores, como por
exemplo, a inibicdo de mecanismos enzimaticos envolvidos na assimilagdo de
carboidratos, ao acumulo de amido em virtude da alta concentracdo de carboidrato no
meio, ou ainda ao aparato fotossintético ineficiente (BADR et al., 2011).

Assim como a reducao fotossintética, a hiperidricidade, o baixo teor de clorofila,
raizes ndo funcionais com poucos pelos absorventes, dificultam a aclimatizacdo ex
vitro e, por consequéncia, reduzem a porcentagem final de sobrevivéncia das mudas
(VASCONCELOS et al., 2012; HARTMAN, 2011). Aléem da presenca de carboidratos

7

exdgenos, o habito heterotréfico das plantas micropropagadas é causado pelo
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ambiente a que os explantes sao condicionados. Os recipientes possuem baixa troca
gasosa, alta umidade relativa do ar, alta concentracéo de etileno, baixa concentracao
de CO2 e baixa densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (ARIGITA et al., 2010).

Devido a estas alteracbes nos mecanismos fisiolégicos e bioquimicos nas
plantas na organogénese in vitro, a micropropagacao em sistemas fotoautotréficos
tém buscado colaborar para diminuir tais danos, através do aumento da troca gasosa
e da intensidade luminosa fornecidas as plantas (NGUYEN et al., 2015). O jardim
clonal in vitro como uma técnica do cultivo fotoautotrofico, conforme descrito por
Miranda (2018), visa reunir os ganhos em resultados obtidos com a técnica da
miniestaquia as vantagens da micropropagacao. As condi¢cdes assépticas, o maior
controle do ambiente e o cultivo em espaco reduzido, aliadas as caracteristicas juvenis
(ontogeneticamente e fisiologicamente) dos materiais genéticos a serem produzidos,
podem sinalizar um caminho para melhoria do processo de producdo de mudas
(MIRANDA, 2018).

No ambiente de cultivo, a luz pode atuar como um fator regulador externo em
diversos processos morfogénicos e fisiologicos que alteram a arquitetura e os niveis
fitoquimicos da planta (OUZOUNIS et al., 2015). Sendo assim, o sistema de cultivo in
vitro que utiliza as lampadas LED’s podem propiciar um ambiente de luz especifico,
combinando os componentes necessarios durante o cultivo. Os fatores que compde o
ambiente de luz incluem a densidade de fluxo de fétons (intensidade), qualidade da
luz (comprimento de onda em determinada faixa espectral) e o fotoperiodo (BATISTA
et al, 2018).

A gualidade de luz tem revelado diversos efeitos sobre o crescimento in vitro,
com uma variedade de respostas entre as espécies, assim como o efeito de diferentes
comprimentos de onda podem causar no crescimento, principalmente nos géneros
Eucalyptus e Corymbia, mais que ainda sdo escassos estudos neste sentido (SOUZA
et al., 2020).

Devido a importancia da luz no processo de morfogénese e a variabilidade de
respostas existentes para determinadas espécies e clones, fases de desenvolvimento
ou objetivo a serem alcancados, o jardim clonal in vitro associado a qualidade
espectral pode ser uma opcdo para contribuir com a evolucdo da propagacgao
vegetativa de Corymbia, visto que 0 género possui clones recalcitrantes ao
enraizamento. Diferentes qualidades de luz afetam o desenvolvimento de Corymbia

spp. no ambiente fotoautotrofico? O nivel de alteracdo alcancado por determinada
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qualidade de luz in vitro obteria 0 mesmo o resultado na condic&do ex vitro? Se sim,
por quanto tempo esse efeito se estenderia?

Sendo assim, o objetivo geral do trabalho foi avaliar a influéncia da qualidade
de luz ao longo do processo de formacao da muda para diferentes clones de hibridos
de Corymbia spp., compreendendo seu comportamento in vitro e ex vitro. Os objetivos
especificos foram: avaliar a influéncia de diferentes qualidades de luz na implantacéo
e no estabelecimento de um jardim clonal in vitro de trés clones hibridos de Corymbia
spp. sob condi¢Bes fotoautotréficas, assim como o de avaliar a influéncia da qualidade
de luz aplicada as microcepas em jardim clonal in vitro no enraizamento e crescimento

das microestacas ex vitro de dois clones de Corymbia torelliana x C. citriodora.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Corymbia

O género Eucalyptus se refere a um grande nimero de espécies originarias da
Australia, Indonésia e outras ilhas da Oceania. Contudo, quando Pryor e Johnson em
1971 elaboraram uma chave sistematica para o Eucalyptus, dividiram esse género em
subgéneros dentre eles o sub-género Corymbia. A pesquisa molecular em meados
dos anos 90, mostrou que as espécies do sub-género Corymbia ndo se relacionavam
com o sub-género Symphyomyrtus (maioria dos eucaliptos), gerando indicios de que
seria melhor considera-las como um género separado. O principal indicio que o0s
botanicos e taxonomistas em geral apresentavam era a impossibilidade de reproducao
natural entre esses grupos, sendo um fator crucial para rearranjar as espeécies
sistematicamente (COPPEN, 2005).

Os botanicos Hill e Johnson (1995) foram os primeiros a definir o género
Corymbia, como um grupo distinto dos eucaliptos. Os mesmos autores apresentaram
113 espécies de Corymbia, sendo as mais conhecidas: Corymbia citriodora, Corymbia
maculata, Corymbia.ficifolia, Corymbia ptychocarpa e Corymbia.torelliana.

A introducdo do Corymbia citriodora no Brasil foi realizada para atender a
industria de producdo de carvdo vegetal devido a sua adaptacao fisioldgica,
crescimento e producdo de madeira. A partir dai, com ampliacdo do mercado, houve
a diversificacdo da finalidade dos plantios para fins de producdo de madeira para
serraria, energia e exploracao de folhas para extracdo de 6leo essencial (FONSECA
et al., 2010).

O Corymbia torelliana foi pouco utilizado nos plantios no Brasil, devido ao seu
baixo desempenho de crescimento. Porém, o mesmo se destacou por obter
propriedades tecnoldgicas que atendem o mercado, alta resisténcia a insetos-praga,
vento, seca e ao “disturbio fisioloégico” (enfermidade que afeta grande ndamero das
espécies de eucalipto), possuindo rapida formacao de copa, reduzindo a incidéncia
de luz sobre o sub-bosque (REIS, 2014).

No geral, as espécies de Corymbia possuem baixa capacidade ao
enraizamento adventicio pela propagacdo vegetativa via estaquia, o que implica
dificuldades na producdo de mudas clonais. Entretanto, dentro do género, a espécie
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Corymbia torelliana possui a maior capacidade de enraizamento adventicio, o que tem
motivado sua utilizacdo na hibridizacéo interespecifica (SEGURA, 2015).

O cruzamento entre Corymbia torelliana e Corymbia citriodora tem gerado
hibridos de destaque no Brasil, por apresentou vantagens significativas em termos de
crescimento, facilidade na propagacédo vegetativa, além de tolerancia a doencas,
insetos e ao frio. Aliado a estas vantagens, os hibridos gerados por estas duas
espécies também tém apresentado maior densidade da madeira, agregando valor ao
material genético destinado ao aproveitamento energético (LOUREIRO, 2016).

Além das caracteristicas do género Corymbia referentes a uma boa qualidade
da madeira, o 6leo essencial extraido das folhas de C. citriodora € um produto que
tem mercado amplo, sendo o Brasil um dos maiores produtores do mundo (REIS et
al., 2013). O interesse na ampliagcdo dos materiais genéticos disponiveis no mercado
tem colocado o género Corymbia em evidéncia, o que pode possibilitar a abertura de
novos caminhos para o uso multiplo ou diversificacdo de produtos florestais no Brasil.

O método de resgate vegetativo de arvores selecionadas para programas de
silvicultura clonal € o processo considerado mais efetivo para Corymbia spp., o qual
tem sido realizado por meio do resgate de matrizes via lignotubers, visando garantir a
juvenilidade das brotacdes, com melhor resultado no processo de enraizamento
adventicio. Entretanto, para que seja implementado um protocolo de producéo de
mudas clonais envolvendo estes materiais genéticos, os resultados ainda requerem
maiores porcentagens de enraizamento para viabilizagdo operacional (ASSIS, 2014).

Para determinar o potencial de enraizamento de seis clones de Corymbia
torelliana x C. citriodora, Wendling et al. (2015) testaram o efeito de duas alturas de
poda de plantas matrizes (15 cm e 30 cm). A menor altura da poda reduziu a producao
de estacas, porém aumentou a porcentagem de estacas que formaram raizes, com o
enraizamento médio de 53% em todos os clones.

Utilizando mini-incubadoras colocadas em ambientes distintos, Brondani et al.
(2018) obtiveram bons resultados no enraizamento adventicio de microestacas de
Corymbia citriodora. Um fator critico encontrado na producdo de mudas durante o
periodo experimental foi a temperatura as quais as plantas foram condicionadas. A
temperatura do ar maxima ideal para a producdo de plantas clonais a partir de
microestacas foi de 28,4 ° C (= 5,5 ° C), e a temperatura minima foi de 20,3 ° C (£ 6,2
° C), ao longo dos 22 dias.
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2.2 A micropropagacao

O Eucalyptus constitui-se no género mais pesquisado na micropropagacao
florestal, iniciada no final da década de 60 com o objetivo de promover a regeneracéo
de plantulas de Corymbia citriodora (antes denominado Eucalyptus citriodora). Com a
necessidade de evolucdo da clonagem das espécies e formacdo de hibridos, os
estudos foram se tornando mais especificos e voltados para problemas relativos a
formacao de mudas (DUTRA et al., 2009).

A busca por materiais vegetativos cada vez mais juvenis fisiologicamente e
ontogeneticamente, principalmente visando obter maior capacidade de enraizamento,
motivou o interesse em pesquisas com a micropropagacao das espécies florestais
(ASSIS e MAFIA, 2007; DUTRA et al., 2009).

O cultivo in vitro pode colaborar para aumentar a competéncia rizogénica,
permitir a multiplicacdo de material vegetativo com baixa variagdo somaclonal, livre
de patégenos (LEONE et al.,, 2019) e com étima utilizacdo do espaco e tempo
investidos (MIRANDA, 2018). Além disso, a micropropagacao pode ser utilizada, em
pesquisa basica, criopreservacdo de espécies, no auxilio dos programas de
melhoramento genético e na transgenia, permitindo a obtencao de grande nimero de
plantas sadias e geneticamente uniformes em curto periodo de tempo (CARVALHO e
SILVA, 2012).

Entretanto, a aplicacdo da micropropagacédo para plantas lenhosas ainda é
limitada pelo alto custo de implantacdo e manutencédo de laboratério que atenda a
demanda da producédo. Além disso, os procedimentos exigem mao de obra treinada e
desenvolvimento de protocolos especificos para espécies elou clones. A
contaminacgao pode limitar a micropropagacdo quando ocorre um estresse biologico,
havendo reducdo da troca de carbono entre a planta e microrganismos endofiticos
facultativos nos tecidos da planta. Nesse caso, esses organismos podem colonizar o
ambiente e competir diretamente com a planta por nutrientes no meio de cultura
(LEONE et al., 2019).

2.3 Micropropagacdo fotoautotréfica

A micropropagacgao por heterotrofia se refere a condicdo em que as plantas

estabelecidas no cultivo in vitro obtém fontes de carbono disponiveis para suprir o seu
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crescimento. Nesse tipo de cultivo, altos teores de sacarose sdo acrescentados aos
meios de cultura como fonte de energia para sustentar o metabolismo heterotrofico
(GAGO et al., 2014).

No caminho inverso, temos a fotoautotrofia que € um tipo de cultivo onde os
organismos se desenvolvem com retirada de alguns componentes organicos
exdgenos adicionais. Desse modo, a micropropagacao deve excluir componentes
como agucares, vitaminas, reguladores de crescimento e agentes gelificantes. Em vez
de agentes gelificantes, substancias porosas como a vermiculita, devem ser
empregadas como material de suporte para tornar o cultivo fotoautotrofico (KOZAI et
al., 2005).

No entanto, a menor taxa fotossintética dessas plantas em micropropagacao
heterotréfica estd mais ligada a baixa concentracdo de CO2 do que a presenca de
acucares no meio de cultura. Portanto, o aumento dos niveis de CO2 dentro do
recipiente mesmo com a reducdo ou eliminacdo por completo de acucar poderia
promover a atividade fotossintética do explante (KOZAIl e KUBOTA, 2001).

As plantas no cultivo in vitro podem exibir comportamento anatdbmico e
fisioldgico diferente do que apresentam naturalmente no ambiente. No geral as folhas
do ambiente ex vitro possuem a cuticula mais espessa e desenvolvida, caracteristica
gue proporciona maior protecdo contra radiacdo solar, evitando superaquecimento
das células do mesofilo. Outra caracteristica que também é modificada in vitro é a
formacdo de cera epicuticular e menor espessamento da epiderme das folhas
(NOGUEIRA, 2003; LIMA, 2004), que pode estar relacionada com a menor irradiancia
e temperatura da sala de crescimento.

O mecanismo de abertura e fechamento dos estdbmatos também é afetado
pelas condi¢des do cultivo in vitro (BRAGA et al., 2009). Esse crescimento anormal
apresentado por plantas em cultivo in vitro heterotréfico se deve principalmente pela
utilizacédo de recipientes herméticos. Este tipo de acondicionamento resulta em alta
umidade e estagnacao do ar, além da condensacéao de agua na parte interna do frasco
e a hiperidricidade de plantas. Outra desvantagem da estrutura de cultivo in vitro
convencional (heterotréfico) € o acumulo de etileno que pode causar absciséo foliar
(ZOBAYED, et al., 2002). Existe também uma limitagdo provocada pelo acumulo de
etileno, relacionada a producéo de compostos fendlicos que podem oxidar o material,
tornar o explante mais vulneravel e dificultar o crescimento (KERBAUY, 2004).
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Sendo assim, o grau de desenvolvimento das estruturas anatdbmicas pode
afetar o processo de aclimatizacdo comprometendo a sobrevivéncia dos propagulos.
Ao comparar a anatomia foliar de candeia no ambiente ex vitro com o in vitro, Rosal
(2004) verificou que as plantas cultivadas in vitro apresentavam no geral tecidos pouco
desenvolvidos, com pouca deposicdo de cera sobre a epiderme adaxial.

As plantas apresentam baixa taxa fotossintética in vitro, mas isso ndo € uma
limitag&o intrinseca do vegetal. Com a reducdo ou exclusdo da sacarose, fonte de
carbono prontamente oferecida nos meios de cultura, torna-se necesséario aumentar a
troca gasosa de forma a favorecer a fotossintese. O uso de tampas com filtros além
de permitir a entrada de COg2, pode auxiliar na redugdo da umidade relativa e
concentracéo de etileno nos frascos (SALDANHA et al., 2012; SOUZA, et al., 2019).
A intensidade de luz durante o fotoperiodo também é um fator que pode limitar o
desenvolvimento da planta uma vez que dentro da sala de crescimento é ofertada
baixo fluxo de irradiancia (FORTINI et al., 2020).

Dos custos envolvidos na micropropagacéo, os mais altos sado aqueles ligados
a natureza heterotrofica das condi¢cdes de crescimento. O valor investido em energia
elétrica no sistema de iluminacéo, por exemplo, pode ser reduzido com o uso de luz
natural, aumentando a intensidade de luz e consequentemente a eficiéncia da
micropropagacao. Entretanto, o fornecimento de luz natural as plantas varia ao longo
do dia e de acordo com a época do ano, sendo o inverno a época com menor
densidade de energia solar incidente (ERIG e SCHUCH, 2005).

De modo geral, a retirada da sacarose, a alteracdo da intensidade e da
qualidade de luz, a substituicdo do substrato gelificante por um substrato mais poroso
e 0 aumento das trocas gasosas no ambiente in vitro, formam um conjunto de
procedimentos que visam a aproximagdo do ambiente natural, melhorando a
qualidade de mudas e reduzindo custo. A juncdo desses procedimentos somados ao
rejuvenescimento e a assepsia dos explantes podem colaborar para efetivacado de

novos protocolos de micropropagacao.
2.4 Uso da luz na micropropagagéo
As fontes de luz utilizadas na propagacao in vitro tem sido cada vez mais

investigadas em virtude das suas diferentes propriedades e como elas podem

contribuir no crescimento do vegetal. Além da intensidade da frequéncia de ondas
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emitidas e do fotoperiodo, deve-se analisar também a qualidade de luz e os efeitos
que elas podem causar nas plantas. Os efeitos da qualidade da luz podem se
relacionar a alteragdo da concentracdo de fitohormonios e carboidratos dentro das
plantas, alterando o comportamento metabdlico e atividades de transporte em
algumas células (ALMEIDA e MUNDSTOCK, 2001; ECKERT e KALDENHOFF, 2001).

A qualidade de luz pode influenciar a morfogénese das plantas por meio de
uma série de processos mediados por receptores, que absorvem a luz na regido do
azul (450 - 495 nm) e do vermelho (620 - 750 nm) do espectro (BATISTA et al., 2018).
Na introducéo in vitro de hibridos de Corymbia, por exemplo, Souza et al. (2018)
observaram que a combinacdo vermelho/azul apresentou influéncia sobre o
desenvolvimento dos materiais, obtendo menores taxas de oxidagéo, contaminacao e
maior producéo de brotos por explante.

Devido a alteracdo nos mecanismos fisioldégicos e bioquimicos na
organogénese in vitro, a qualidade espectral tem sido estudada, porém existem
poucas respostas principalmente para espécies arbodreas. Durante 0s processos
fisiologicos no desenvolvimento vegetal, as andlises protedmicas podem identificar
proteinas envolvidas e ajudar a compreender o efeito de diferentes qualidades de luz
(DENG et al., 2014; HERINGER et al., 2017; SILVA et al., 2020).

Para compor as diferentes composicdes espectrais sao utilizadas as lampadas
LED (Light Emitting Diode), que sdo componentes eletronicos que transformam a
energia elétrica em luz. Diferentemente das lampadas convencionais (incandescentes
ou fluorescentes) nao liberam calor, consequentemente ndo afetam a temperatura
ambiente. Além disso, demandam menos energia para funcionamento e apesar de
possuirem maior valor de aquisicdo, esse tipo de lampada apresenta maior
durabilidade, vida util estimada em 50.000 horas, e reduzido impacto ambiental se
comparado a outros tipos de lampadas (AMAN et al., 2013; SANTOS, et al., 2015).

A proposta de substituicdo das lampadas fluorescentes por lampadas LED no
cultivo in vitro, tem como base além dos itens anteriormente citados, o fato de
possuirem uma faixa espectral especifica de luz, o que também tem demonstrado
resultados significativos no alongamento do caule e entrenés (POUDEL et al., 2008)
e aumento da matéria seca e fresca (NHUT et al., 2001). Para lenhosas como a
Cedrela fissilis, 0 aumento dos valores de matéria fresca e seca foi propiciado pela
combinacdo de proporcdes variadas de luz com 12-14% de azul e 30-50% de

vermelho. O resultado obtido da combinacdo azul-vermelho foi o alongamento das
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brotacdes na presenca da citocinina 6-benzilaminopurina (2,5 uM) no meio de cultura
(OLIVEIRA, 2017).

Para um clone de Eucalyptus grandis x E. urophylla a qualidade de luz
influenciou a introducédo in vitro, multiplicagdo, alongamento e enraizamento.
Entretanto, as lampadas fluorescentes e LEDs vermelho/azul foram igualmente
sugeridas como as mais adequadas para serem utilizadas na introducao,
multiplicacdo, alongamento e enraizamento, ndo ocasionando prejuizos no
desenvolvimento de brotacbes destinadas a producdo de plantas clonais
micropropagadas (SOUZA et al, 2020).

A qualidade do espectro pode impactar na formacdo e expansao foliar,
alongamento do caule e biossintese de pigmentos. A variabilidade das respostas das
plantas aos diferentes tipos de luz torna ainda mais complexo a alteragéo do ambiente
de cultivo para induzir determinada fase. A manipulacdo da radiacdo natural € uma
alternativa para reduzir custos e maximizar as respostas obtidas com a variacdo de
luz no desenvolvimento vegetal. Contudo, a dependéncia de um sistema proveniente
de fonte de luz natural evidencia as desvantagens ocasionadas pela sazonalidade e
pode restringir sua aplicacdo a algumas regides (ERIG e SCHUCH, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e caracterizacao da area experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais Il (LCT-II), do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO)
e no Viveiro de Pesquisas do Departamento de Engenharia Florestal, ambos da
Universidade Federal de Vigosa. O primeiro experimento in vitro foi instalado
utilizando-se materiais vegetais do banco clonal do LCT-Il, cedidos pela empresa
CMPC - Celulose Rio Grandense, mantidos em multiplicacdo via micropropagacao.
Os trés clones utilizados foram hibridos do género Corymbia, sendo eles: CM02
(Corymbia citriodora X Corymbia torelliana), CM04 e CMO05 (Corymbia torelliana X
Corymbia citriodora), os quais estavam no 23° subcultivo de multiplicacdo pela
micropropagacao.

O segundo experimento foi instalado ex vitro, no periodo de maio a outubro de
2020, e os materiais vegetais utilizados foram provenientes do jardim clonal in vitro
instalado no primeiro experimento, com excecéo do clone CM02. Desse modo, os dois
clones utilizados foram hibridos do género Corymbia, sendo eles: CM04 e CMO05
(Corymbia torelliana X C. citriodora).

A éarea experimental do Viveiro de Pesquisas, tem como coordenadas
geograficas 20°45'45” S de latitude e 42°52'04” W de longitude, sendo localizado a
690 m de altitude. Segundo a classificacdo de Képpen, o clima da regido é temperado
guente-mesotérmico (Cwa), com verbes chuvosos e invernos secos. A precipitacao
média anual € de 1.220 mm, com temperaturas média maxima de 26 °C e média

minima de 14 °C.

3.2 Instalacao do jardim clonal in vitro

Para a formacéao do jardim clonal in vitro foram selecionadas gemas alongadas
entre 3 e 5 cm de tamanho, com pelo menos 2 pares de folhas, com auséncia de calo
e de raiz, a partir de brotagbes em fase de alongamento pela micropropagacgéo. As
brotacdes alongadas foram obtidas pelo cultivo em tubos de ensaio contendo 10 ml
do meio de cultura Murashige e Skoog (MS), acrescido de 30 g L de sacarose, 100

mg L de mioinositol, 800 mg L de polivinilpirrolidpna (PVP), 0,05 mg L* de 6-
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benzilaminopurina (BAP), 0,2 mg L de &cido 3-indolbutirico (AIB) e 5,5 g L* de agar
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Na instalag&o do jardim clonal in vitro, foram utilizados como recipiente frascos
de vidro (343 mL de capacidade) contendo como substrato vermiculita de textura
meédia, 60 mL ou 15 g (AGROFLOC). Para o preparo desse substrato, a vermiculita
foi lavada em agua destilada em recipiente que permitiu que a porcdo mais densa do
material decantasse e se separasse da porcdo menos densa. A parte superior foi
separada e seca em estufa e posteriormente autoclavada por 40 min, a 1 atm de
pressdo e 121°C de temperatura, visando eliminar impurezas do material.

Como solucgéao nutritiva, foi utilizado cerca de 50 mL de meio de cultura liquido
MS para cada frasco. Inicialmente, o meio continha 100 mg L de mio-inositol, 800
mg L de PVP, 0,1 mg L* de AIB e 15 g L de sacarose, com pH ajustado para 5,80
+ 0,02 e foi adicionado 40 mL. Foi realizada a autoclavagem do substrato com meio
liquido por 20 min, com temperatura de 121°C e 1 atm de pressao. Os frascos foram
vedados com tampas rigidas de polipropileno com dois orificios (10 mm) cobertos com
membranas (MilliSeal AVS-045 Air Vent), de 0,45 um de poros (com taxa de troca de
CO2de 25 yL Lt s,

Na instalacao do jardim clonal in vitro realizou-se também adigdo de 600 pL L-
1 de hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo. No momento da inoculacdo da gema
alongada, quando necessario, adicionou-se 10 mL de meio liquido reservados
anteriormente para cada frasco. Este procedimento foi realizado em camara de fluxo
laminar, introduzindo cerca de 1 cm da porcdo basal da gema alongada centralizada
no substrato.

ApOs a inoculacdo, as gemas alongadas foram mantidas em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, com diferentes fontes de luz, padronizando-
se em 85 pmol m2 s (quantificada por radidmetro, LI-COR®, LI-250A Light Meter) e
temperatura de 25 * 2°C. Os frascos contendo os propagulos permaneceram em
estantes de cultivo com dimensdes de 128 cm de comprimento por 47 cm de largura,
com espagamento de 2 cm entre recipientes, excluindo-se a area de borda da

bancada.
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3.3 Fontes de Luz

As fontes de luz utilizadas na primeira etapa foram: 1) luz fluorescente,
fornecida por dois tubos fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo, Brasil);
2) LED branca fornecida por dois tubos LED (SMD 100,18 W, Vilux, Vitéria, ES, Brasil);
3) LED vermelha/azul, fornecida por dois canais de lampadas (LabPARLL-HR / DB-
480, 11,6 W, LabLumens®, Carapicuiba, SP, Brasil (divididas proporcionalmente
50%-50%); 4) LED vermelha/azul, fornecida por dois canais de lampadas (divididas
respectivamente 1%-99%) e; 5) LED vermelha/azul, fornecida por quatro canais de
lampadas (divididas respectivamente 99%-1%), conforme distribuicbes espectrais

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Emissao espectral absoluta das fontes de luz Fluorescente (2F), LED
branco, LED vermelho/azul (LED V/A, proporgéo 50%-50%), LED vermelha/azul (LED
V/A*, proporcdo 1%-99%), LED vermelho/azul (LED V*/A, proporcao 99%-1%),
utilizadas no presente trabalho.

Na Figura 2 estdo representadas as diferentes qualidades de fontes de luz
utilizadas na implantagéo do jardim clonal in vitro com os trés clones hibridos de

Corymbia spp.
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LED Ver/Azul (LED VIA)  LED Ver/Azul (LED V/IA+) LED Ver/Azul (LED V+/A)

Figura 2. Fontes de luz fornecidas na implantacdo do jardim clonal in vitro de
Corymbia spp. A. Luz Fluorescente (2F), B. LED branca, C. LED vermelho/azul (LED-
V/A), D. LED vermelha/azul (LED V/A*), E. LED vermelho/azul (LED V*/A).

Ja na segunda etapa, as microcepas foram submetidas a duas qualidades de
luz diferentes: a fluorescente (2F), fornecida por dois tubos fluorescentes (HO Sylvania
T12, 110 W, Séo Paulo, Brasil) e a LED vermelha/azul (LED V/A*, proporgéo 1%-99%
respectivamente), fornecida por dois canais de lampadas (LabPARLL-HR / DB-480,
11,6 W, LabLumens®, Carapicuiba, SP, Brasil) conforme distribuicbes espectrais

apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Emissédo espectral absoluta das fontes de luz Fluorescente (2F) e LED
vermelha/azul (LED V/A*, propor¢cao 1%-99%), aplicadas nas microcepas de
Corymbia spp, clones CM04 e CMO05, durante o processo de coleta de microestacas.
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3.4 Manejo do jardim clonal in vitro

A reposicdo da solucao nutritiva ocorreu a cada 20 dias (em média 10 mL por
frasco). Na primeira reposigdo, reduziu-se para 7 g L a quantidade de sacarose
adicionada ao meio liquido MS. A partir da segunda reposicdo, apés 40 dias de
instalacéo, o meio liquido passou a conter apenas macro e micronutrientes.

Aos 60 dias de cultivo foi realizada a poda de formacao, retirando os apices das
plantas com o objetivo quebrar a dominancia apical, estimulando assim as brotagoes
das gemas axilares na porcdo remanescente, moldando a microcepa no “formato de

taca” para proporcionar brotagcoes aptas para coleta das microestacas.

3.5 Condigdes ex vitro

Para a montagem do experimento ex vitro, foram coletadas brotagcdes em
microcepas apos 228 dias de cultivo em microjardim clonal in vitro. O critério adotado
para coleta das brotacdes consistiu em boas condi¢des nutricionais, fisiologicas e
sanitarias da planta matriz, bem como o comprimento padrdo da brotacdo de 4 cm,
denominadas como microestacas. As microestacas foram transportadas para o viveiro
de pesquisa em recipientes de isopor com gelo, mantendo o vigor e a turgescéncia do
material. O tempo entre a coleta das brotacdes e o estaqueamento foi inferior a 30
minutos, este sendo realizado sempre no fim tarde.

Os recipientes utilizados foram tubetes cbnicos, contendo quatro frisos
longitudinais e equidistantes, com capacidade 35 cm3. Os mesmos, juntamente com
os suportes foram desinfestados através de imersdo em agua com cloro ativo 2 % por
24 horas, dois dias antes da montagem do experimento. Os tubetes foram
preenchidos manualmente com substrato composto por casca de Pinus, fibra de coco,
casca de arroz e vermiculita expandida (tropstrato florestal - VIDA VERDE) com
vermiculita expandida de textura média (AGROFLOC), na propor¢ao 1:1. A adubacéo
de base utilizada foi composta de superfosfato simples (6,00 kg/m3) de substrato.

A casa de vegetacao (CV) climatizada utilizada neste trabalho possuia sistema
de irrigagéo via nebulizacdo e janela zenital para controle da umidade minima superior
a 80% e a temperatura inferior a 30°C. Tal estrutura também contava com bancadas
metdlicas suspensas, piso cimentado e cobertura com Aluminet®. Além da irrigacéo,

temperatura e umidade controladas, o nivel de intensidade da luz solar foi reduzido
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com uma estrutura metalica coberta com sombrite 50%, fixada aproximadamente 40
cm acima da bancada. Essa cobertura permaneceu sobre as bandejas com as
microcepas até o 102 dia de casa de vegetacao.

As microestacas permaneceram na casa de vegetacdo até o 32° dia apds o
estaqueamento. Em seguida, as mudas foram transferidas para aclimatizacdo em
casa de sombra, onde permaneceram por mais 15 dias. Durante esse periodo iniciou-
se a adubacé&o de cobertura que seguiu um cronograma semanal que consistiu em
aplicar 4 ml por tubete (35 cm?) de uma solugéo preparada com 10 gramas por litro de
cada fonte utilizada de N, P e K. Na primeira semana, apos a saida da CV, foi aplicado
Sulfato de Amoénio (21% de N e 23% de S), na segunda semana, Fosfato
Monoamonico (MAP- 12% de N e 60 % de P20s), na terceira semana Cloreto de
potassio (50% de K20) e na quarta semana néo houve aplicacdo de nenhuma fonte,
assim sucessivamente até o fim do experimento.

Apos 47 dias do estaqueamento as mudas foram transferidas para patio de
crescimento e rustificacdo, onde permaneceram até o fim do experimento (120 dias)
com irrigacdo, sendo a vazdo adotada de 5 L/m#/dia. Este volume foi distribuido em
cinco aplicacBes de trés minutos, via sistema automatizado por timer digital, sendo
realizadas as 9, 11, 13, 15 e 17 horas.

3.6 Delineamento experimental, coleta e anélise de dados

O primeiro experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente
casualizado num esquema de parcela subdividida (3 X 5), sendo 3 clones (CMO02,
CMO04 e CMO05) e 5 tipos de fontes de luz (Luz Fluorescente (2F), LED branca, LED
vermelho/azul (LED-V/A), LED vermelha/azul (LED- V/A*), LED vermelho/azul (LED
V*/A). A unidade experimental consistiu em um frasco contendo uma microcepa,
sendo 4 repeticdes com 5 microcepa cada uma, totalizando 20 plantas por tratamento.

Apos 60 dias de cultivo, foram avaliadas as caracteristicas: enraizamento (%),
contaminacgao (%), altura da microcepa (hm), vigor (notas de 1 a 3) e sobrevivéncia
(%). A altura da microcepa também foi avaliada aos 20 e 40 dias de cultivo. Para a
caracteristica vigor a avaliacéo foi realizada a partir da observagéo de deficiéncias ou
irregularidades como a presencga de clorose, hiperidricidade, murcha e absciséo foliar.

Adotou-se a nota 1 quando trés ou quatro dos critérios puderam ser observados, a
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nota 2 quando foram constatados a presenca de um ou dois dos critérios e a nota 3
para a auséncia de todas as deficiéncias observadas.

Para a obtencao do teor de pigmentos, clorofilas a, b e carotenoides, apds 105
dias de cultivo, foram coletadas brotagbes das cepas sobreviventes, de modo que se
obteve quatro repeticdes por tratamento. A coleta ocorreu dentro da camara de fluxo
laminar e cada repeticdo consistiu em folhas completamente formadas retiradas da
porgcéo basal das microestacas coletadas das microcepas sobreviventes. A extragéo
foi realizada com a adicao de 600 pL de MeOH 100% em cerca 10 mg de material
vegetal macerado e liofilizado (em microtubos de 2 mL). Posteriormente, realizou-se
agitacao em vortex vigorosamente por 30 segundos e as amostras foram levadas para
centrifuga a 12000g a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante coletado em novos
microtUbulos foi reservado em freezer-20°C. Em seguida, foi realizada novamente, a
extracdo do pellet, e uniu-se os dois sobrenadantes formados, descartando-se o
pellet. Por fim, foi retirada uma aliquota de 200 pL e colocada na microplaca de Elisa.
Para os célculos das concentracdes de clorofilas a, b e carotenoides, utilizou-se os
mesmos comprimentos de onda e as equacdes descritas por Wellburn (1994).

Para a caracteristica producdo média de microestacas por microcepa foram
contabilizadas somente as microestacas que atenderam o padréo estabelecido. Esse
padrao incluiu as brotacdes entre 3 e 5 cm de tamanho, com pelo menos 2 pares de
folhas. Neste experimento, considerou a produ¢do média por microcepa determinada
apos quatro coletas consecutivas, realizadas quinzenalmente, sendo a primeira coleta
aos 120 dias de cultivo do jardim clonal in vitro.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Genes versdo Windows
/2004.2.1 (CRUZ, 2016). As médias dos dados em porcentagem que nao
apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorof-Smirnoff foram
transformadas pela equacéo arc sen raiz de (x/100). Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
significancia.

O segundo experimento foi conduzido no delineamento em blocos
casualizados, em um arranjo fatorial, com dois fatores (luz e clone) e dois niveis dentro
de cada fator, sendo dentro do fator luz: 2F e LED V/A™"; e dentro do fator clone:
hibrido de Corymbia torelliana x C. citridora (CM04 e CMO05), totalizando quatro
tratamentos. Foram quatro blocos instalados ao longo do tempo (com intervalo de 15

dias de instalacdo entre si), contendo trés repeti¢cdes, sendo cada repeticdo composta
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por cinco microestacas. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e suas
meédias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5 % de significancia. A analise de
dados foi realizada pelo software IBM SPSS Statistics verséo 22.

Os parametros avaliados foram: altura (H) expressa em cm, medida com régua
milimetrada, considerando-se a regido compreendida entre o colo e a gema apical;
diametro do colo (DC), expresso em mm, utilizando-se um paquimetro digital; o
percentual de enraizamento (%ENR) e de sobrevivéncia (%SOB), avaliados
visualmente a partir da observacdo da presenca de raizes visiveis e da observacao
do total de sobreviventes em relacdo ao total de microestacas implantadas. As
avaliacoes foram realizadas aos 32, 47 e aos 120 dias para %ENR, %SOB, H e DC

aos 120 dias.
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4 RESULTADOS

As diferentes qualidades de luz, as quais os clones foram submetidos,
influenciaram algumas caracteristicas do crescimento e desenvolvimento in vitro.
Verificou-se que houve efeito significativo (p<0,05) da interacdo entre os ambientes
de luz e os clones para as caracteristicas: altura 1 (20 dias), altura 2 (40 dias), altura
3 (60 dias), clorofila a, clorofila total e carotenoides e producdo média de microestacas.

As caracteristicas de vigor, sobrevivéncia e contaminagdo ndo apresentaram
interacao significativa, sendo estudados de forma independente, as quais também nao
apresentaram diferencas significancia (p<0,05). Para o enraizamento constatou-se
efeito isolado do fator clone, evidenciando os melhores materiais genéticos para essa

caracteristica.

4.1 Fontes de luz e o crescimento em altura

O crescimento em altura apresentou efeito significativo da interagéo “clones x
qualidade de luz”, aos 20, 40 e 60 dias apds a instalagao (Figura 4). Para a altura 1, o
resultado obtido apo6s 20 dias de cultivo revela que a luz azul (LED V/A+) influenciou
positivamente o crescimento do clone CMO04, atingindo um crescimento em altura
média 28% maior em comparacao as outras fontes de luz. Para as alturas 2 e 3 (ap0s
40 e 60 dias de cultivo, respectivamente), os dados revelaram que a altura da parte

aérea permaneceu apresentando diferenca significativa na fonte de luz LED V/A+.

4.2 Pigmentos fotossintéticos e qualidade de luz

Apods 103 dias de cultivo das microcepas, pode-se observar a influéncia dos
fatores testados sobre a produgédo dos pigmentos fotossintéticos (Tabela 1). Para a
fonte de luz LED V+/A (com maior proporcdo de luz vermelha) o clone CM04
apresentou menor teor de concentracao de todos os pigmentos em relagcdo aos outros
clones. Para a clorofila a, as fontes de luz 2F e LED V+/A apresentaram menor teor

de concentracdo do pigmento para o clone CM04, em relacdo as outras fontes de luz.
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Figura 4 - Crescimento em altura da parte aérea das gemas alongadas inoculadas
em substrato vermiculita em frasco de vidro, avaliadas aos 20 (altura 1), 40 (altura 2)
e 60 (altura 3) dias, em diferentes fontes de luz para trés clones (CM02, CM04 e CMO05)

de hibridos de Corymbia spp.

*Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas para comparagdo entre clones e mindsculas para
comparacéo entre fontes de luz, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey em p < 0,05.

Tabela 1. Valores médios dos pigmentos fotossintéticos, clorofila a, clorofila b,
clorofilas totais e carotenoides, aos 105 dias de cultivo das microcepas, sob influéncia
de diferentes qualidades de luz em trés clones (CM02, CM04 e CMO05) de hibridos de

Corymbia spp.
Clorofila a (g mg-") Clorofila b (ug mg-")
Fontesdeluz/Clones  CM02  CMO4 CMD5 Fontes de Luz /Clones ~ CM02 ~ CM04 CM05

2F 212Aa  166Ba  1.81Aba 2F 232ha  283Aa 263 Aab

LED B 154ABb 137Aa  181Aa LED B 197ha 162Aab 234 Aab

LED VIA 158Ah  174Aa  164Aa LED WA 277ha 215  1714b

LED VIA+ 203Aab  163Aa  1.66Aa LED ViA+ 255ha  232Aab 269 Aab

LED V+/A 171Aab  125Ba  198Aa LED V+/A 288Aa  117Bb  325Aa

Clorofilas totais (pg mg-")
FontesdeLuz/Clones  CMO2  CMM CMO5

Carotendides (yg mg-")
Fontes de Luz /Clones ~ CMD2 CM04 CM0h

2F 444fa  45Aa 443 AeD
LEDB 301Aa 209Aab  415AaD
LEDVIA 435ha 380Ab  3BHAD
LED ViA+ 4568 390Aab 434 Aab

2F 095Aa 088Aa  089Aab
LEDB 077Aa 067Bab  0.87 Aab
LED ViA 063Ad 0.62Aa  0T4Ab
LED ViA+ 093Aa 082Aa  0.91Aab
LED V+/A 089Aa 056Bb  102Aa

LED V+/A 459Aa  242Bb 523 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas na linha e mindsculas na coluna nao diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey em p < 0,05..
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4.3 Enraizamento das gemas alongadas

Apés 60 dias de cultivo, a porcentagem de enraizamento das gemas alongadas
visando obtencdo das microcepas nao foi influenciada pela qualidade de luz; no
entanto, observou-se diferencas de respostas dos clones avaliados quanto a emisséo
de raiz (Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de enraizamento das gemas alongadas, apés 60 dias de
cultivo, em diferentes fontes de luz, para trés clones (CM02, CM04 e CMO05) de
hibridos de Corymbia spp.

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula para comparacao entre clones, nédo diferem entre si
estatisticamente pelo teste de Tukey a p < 0,05.

O clone CM04 apresentou diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo aos
outros clones com as maiores porcentagens de emisséo de raiz nas luzes fluorescente
e LED V/A+ (com maior propor¢cdo de azul). Nestas fontes de luz, o hibrido CM04
(Corymbia torelliana X C. citriodora) apresentou resultados expressivos de
enraizamento se comparado ao hibrido CM02 (Corymbia citriodora X C. torelliana).
Essa resposta pode estar associada a capacidade de enraizamento das espécies em
suas respectivas hibridacdes, conforme resultado corroborado por Assis (2012), em
que se encontrou média de enraizamento de 21,2 % para clones de Corymbia
citriodora X C. torelliana e de 41,6% para 0 seu cruzamento reciproco.

A média de enraizamento na propagac¢ao vegetativa por estaquia dos clones

resultantes de hibridos de Corymbia torelliana X C. citriodora € em torno de 27,5 %,
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enguanto que na espécie pura Corymbia citriodora possui cerca de 2,5% e Corymbia
torelliana em torno de 32,6% (ASSIS, 2000).

O jardim clonal in vitro € uma técnica do cultivo fotoautotrofico que utiliza alto
grau de controle do ambiental, o que permitiu maior taxa de enraizamento para 0s
clones de Corymbia. Para efeito de comparacdo, se considerarmos a média de
enraizamento das microcepas dos clones CM04 e CMO05, oriundos da hibridacdo C.
torelliana X C. citriodora, independente da qualidade de luz, obteve-se 68,8% de
enraizamento, revelando que o maior controle dos fatores ambientais potencializa os

ganhos obtidos no melhoramento genético.

4.4 Sobrevivéncia in vitro

Quanto a porcentagem de sobrevivéncia de gemas alongadas apdés a etapa de
instalacdo do jardim clonal in vitro, destaca-se, no geral, altas taxas de sobrevivéncia
(Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de sobrevivéncia de gemas alongadas ap6s 60 dias de cultivo,

em diferentes fontes de luz, para trés clones (CM02, CM04 e CMO05) de hibridos de
Corymbia spp..

*Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas para comparagdo entre clones e mindsculas para
comparacao entre fontes de luz, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey em p < 0,05.

No presente estudo, houve reduzida perda de microcepas por contaminagao
(média geral 8%), na etapa de instalacdo (até 60 dias), provavelmente devido ao
material vegetal utilizado ser proveniente de sucessivos subcultivos, anteriores a
implantagdo do jardim in vitro, garantindo a limpeza clonal. Além disso, a retirada

gradativa, durante a implantagéo do jardim clonal in vitro, de componentes organicos,
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como as vitaminas e os carboidratos presentes no meio de cultura, colaboraram para

diminuir as contaminacoes.

4.5 Estabelecimento do jardim clonal in vitro

Na figura 7 sdo apresentadas as etapas realizadas no processo de implantacao
do jardim clonal in vitro, desde a sele¢cdo da gema alongada, etapa de enraizamento
e crescimento, até o estabelecimento do jardim apds a poda da microcepa.
Considerou-se como resultado esperado na implantacéo do jardim clonal quando este

consolidou a estabilidade de producao de microestacas pelas microcepas formadas.

Figura 7. Implantacao do Jardim Clonal in vitro do clone CM04 (Corymbia torelliana X
C. citriodora). (A) Padrdo de gema alongada utilizada; (B) Perfil de enraizamento
adventicio; (C) Desenvolvimento da microestaca apés 20 dias e (D) apos 60 dias de

cultivo; (E) Formacédo da microcepa ap0s 15 dias da poda apical (75 dias de cultivo).
Valor de referéncia da barra=1 cm.

O jardim clonal foi considerado estabelecido quando a producdo média por
microcepa permanecer constante ao longo de um determinado periodo ou numero de
coletas. A microcepa estava bem enraizada, sem contaminagdes, suportando a poda
apical e por fim emitindo brotacdes axilares visando a obtencdo das microestacas.

A producdo média de microestacas foi influenciada pela interagéo dos fatores

fonte de luz e clones. A melhor fonte de luz foi a LED B se destacando para todos os
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materiais. Em seguida, as fontes 2F, LED V+/A e LED V/A+ tiveram resultados
semelhantes quanto a influéncia na producdo de microestacas, sendo a fonte LED
V/A (com as mesmas proporgdes de luz azul e vermelha) com o pior resultado para

todos os clones.
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Figura 8. Producdo média de microestacas por microcepa apés 120 dias de cultivo,
em diferentes fontes de luz, para trés clones (CM02, CM04 e CMO05) de hibridos de
Corymbia spp.

*Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas para comparacdo entre clones e minUsculas para
comparacdao entre fontes de luz, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey em p < 0,05.

A etapa de estabelecimento, avaliada através da caracteristica de producao de
microestacas, demonstra que pode haver diferentes exigéncias das plantas quanto as
qualidades de luz aplicadas em diferentes fases do processo. Entretanto, a longo
prazo, outros fatores podem afetar esse resultado, a exemplo do manejo das

microcepas, sobretudo a frequéncia de coletas de microestacas.

4.6 Formacao da muda ex vitro

Apo6s 120 dias de monitoramento durante o enraizamento e formacdo das
mudas dos dois hibridos de Corymbia spp., os fatores luz e clone ndo apresentaram
interacado significativa (p=0,05). Além disso, estudando-se os fatores separadamente
constatou-se que nao houve influéncia para nenhum dos parametros avaliados.

A qualidade de luz aplicada as microcepas in vitro n&o influenciou o

enraizamento e a sobrevivéncia das mudas micropropagadas ex vitro. A auséncia de
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influéncia ao longo do tempo, revela que o efeito da qualidade de luz aplicada in vitro
pode ser suprimido quando a planta ja ndo esta mais em constante exposicdo a
determinada qualidade de luz.

Na figura 9 sdo apresentadas as etapas realizadas no processo de formacgao
da muda, desde a producdo de brotacbes apds a poda da microcepa, realizada in
vitro, passando pelo padrdo de microestaca utilizado no estaqueamento e estrutura
montada para o periodo inicial do enraizamento dentro da CV, até o resultado final

com a muda micropropagada.

Figura 9. Processo de formagcdo da muda a partir de Jardim Clonal in vitro de
Corymbia torelliana X C. citriodora (clone CMO04). (A) Microcepa com brotacdes
alongadas; (B) Padrao de microestaca utilizada; (C) Estaqueamento em casa de
vegetacao sob estrutura com sombrites 50% e (D) Muda micropropagada apos 120
dias de formacao ex vitro. Valores de referéncia das barras A, C,D=3 cm e B=2 cm.

Para os dois clones (CM04 e CMO05) de hibridos de Corymbia spp., as médias
gerais de enraizamento ficaram em torno de 40% (Tabela 2). A etapa de crescimento
e rustificacdo é a etapa final de formacédo da muda, na qual as mudas apresentam
sistema radicular desenvolvido, ocorrendo a degeneracdo daquelas microestacas
com um sistema radicular incompleto ou com formacdo de calo na base da
microestaca. Sendo assim, a reducdo na sobrevivéncia, observada para as

microestacas a partir da saida da CV (32 dias) para os 120 dias, indicou que muitos
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propagulos ainda ndo possuiam sistema radicular adequado que assegurasse 0

desenvolvimento da muda.

Tabela 2 - Médias de enraizamento e sobrevivéncia ex vitro aos 32 dias, aos 47 dias

e aos 120 dias apds o estaqueamento de microestacas de Corymbia

torelliana x C. citriodora, advindas de Jardim Clonal in vitro submetido a

fontes de luz 2F e LED V/A+.

32 dias

47 dias

120 dias

Clones - Fonte Luz

ENR(%) SOB (%) ENR (%)

SOB(%) ENR(%) SOB(%)

CMO04 - 2F 41.67 83.33 45.00 63.33 40.00  40.00
CMO04 - LEDV/A+ 28.33 86.67 41.67 60.00 40.00  40.00
CMOS5 - 2F 35.00 78.33 41.67 56.67 45.00 45.00
CMOS5 - LEDV/A+ 28.33 86.67 38.33 56.67 35.00 35.00
Média Geral 33.33 83.75 41.67 59.17 40.00  40.00

As variaveis de crescimento em altura e diametro do colo das mudas de

microestacas nao foram influenciadas pela qualidade de luz aplicada as microcepas

em jardim clonal in vitro. A média de altura de mudas de microestacas permaneceu

em torno de 15 cm, padrdo minimo aceitavel para padrdes de qualidade de mudas
(GOMES et al., 2003; WENDLING e DUTRA, 2010). Ja o diametro do colo obteve

como média geral 3,52 mm, também dentro dos padrdes (LOPES, 2004).

Tabela 3 - Médias de altura (H) e diametro do colo (DC) das mudas aos 120 dias na

condicdo ex vitro, apds o estaqueamento das microestacas dos dois clones de

Corymbia torreliana x C. citriodora. (CM04 e CM05) submetidas as fontes de luz 2F e

LED V/A+ em Jardim Clonal in vitro.

Clones - Fonte de Luz  H(cm) DC(mm)
CMO04 - 2F 15.9 4.00
CMO04 - LEDV/A+ 14.9 3.35
CMO5 - 2F 14.8 3.31
CMO5 - LEDV/A+ 15.7 3.41
Média Geral 15.3 3.52
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5 DISCUSSAO

A fonte de luz contendo majoritariamente o espectro azul (LED V/A+)
influenciou, além do crescimento inicial, toda a implantacao do jardim clonal in vitro,
induzindo o maior crescimento da parte aérea até 60 dias. O maior tamanho da parte
aérea também foi observado em plantas de Achillea millefolium L. com luz
monocromatica azul a uma intensidade luminosa de 25 ymol m=2 s™* (ALVARENGA et
al., 2015).

Com base em Carvalho e Folta (2014), a fonte de luz azul pode regular o
fototropismo e proporcionar crescimento do caule. Nesse sentido, além do efeito de
estiolamento proporcionado por essa qualidade de luz, esse resultado pode ser
positivo para implantacdo do jardim clonal in vitro, uma vez que pode reduzir o tempo
estimado para a primeira poda e consequentemente acelerar o processo de formacao
da microcepa. Entretanto, deve-se atentar as consequéncias fisiologicas que esse
estimulo pode provocar a longo prazo nessas matrizes.

Outro fator que deve ser contemplado na escolha da melhor fonte de luz é a
variedade de respostas impostas por diferentes espectros de absorcdo. Estas
respostas aparentam ser muito especificas e podem variar de acordo com a origem
do material genético (BATISTA et al, 2018). Portanto, existe um desafio para a
padronizacdo da qualidade de luz quando se trata do sucesso da implantacdo do
jardim clonal in vitro, sendo necessario testar diferentes materiais e levar em
consideracao sua especificidade.

A variabilidade de respostas para o comprimento da parte aérea em relacao as
fontes de luz utilizadas no cultivo in vitro também foi observada por Rosa (2020),
quando obteve influéncia positiva da luz LED vermelha para plantas de Anacardium
othonianum, sendo 39% superior as outras qualidades de luz testadas. A qualidade
de luz LED vermelha também proporcionou maior crescimento para plantas de Lippia
gracilis cultivadas sob intensidade de 42 umol m=2 s™}(LAZZARINI et al., 2018) e ainda
para Myrtus communis L. cultivada sob intensidade de 35 umol m=2 st de (CIOC et
al., 2018).

As combinag0des de luz LED branca com diferentes propor¢des de luz LED azul
(11, 19 e 28%) foram testadas por Cope e Bugbee (2013), em Raphanus sativus,
Glycine max e Triticum spp., onde obtiveram resultados que promoveram aumento na

altura das plantas com 11% de luz azul. Entretanto, com a combinagao onde havia
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28% de luz azul as plantas ficaram mais compactas. Sendo assim, fica evidente que
a proporcdo na combinacdo dos espectros pode influenciar no crescimento e
desenvolvimento da parte aérea.

Em relagdo ao contetdo de pigmentos fotossintéticos, a menor concentracao
de clorofilas a e b podem estar associadas ao aumento da capacidade de absorcao
de luz de diferentes comprimentos de onda. Entretanto, para o mesmo clone (CM04)
que apresentou menores teores de clorofilas a presenca de carotendides na luz LED
B e LED V+/A também foi reduzida na mesma fonte de luz, conforme resultado similar
encontrado por Miranda (2018), quando comparou diferentes qualidades de luz para
eucalipto.

Para clorofila b, houve uma reducdo de cerca de 60% na concentracdo do
pigmento na luz 2F em relagdo a luz LED V+/A para o clone CM04, que foi o material
mais responsivo as diferentes fontes de luz aplicadas. Analisando o efeito de
diferentes qualidades de luz em Anacardium othonianum, Rosa (2020) também
encontrou reducdo no teor da concentracao de pigmentos fotossintéticos sob a fonte
de luz LED vermelha, o que acabou comprometendo a funcionalidade do aparato
fotossintético. A investigacdo sobre a qualidade de luz obtém alguns resultados que
indicam que a luz vermelha nédo é propicia a formacéo de clorofila, devido a reducéo
do acido 5-aminolevulinico (ALA), o precursor do tetrapirrol (FAN et al., 2013).

O efeito da diminuicdo da concentracdo de pigmentos em determinada
condicao de cultivo pode colaborar para estimar o potencial fotossintético do material
vegetal. Em relacdo aos carotenoides, o potencial fotossintético pode ser reduzido
com a diminuicdo do seu contetdo, uma vez que eles sao essenciais ha atuagcdo como
fotoprotetores dos cloroplastos (PINNOLA e BASSI, 2018).

Nesse caso, a reducao desse pigmento de protecdo, pode ser um indicio de
gue a planta foi exposta a determinadas faixas de comprimentos de onda do espectro
gue ndo foram Uuteis no seu processo metabdlico. O conteddo reduzido de
carotenoides na fonte de luz LED V+/A pode ter refletido na producéo de clorofila a na
mesma fonte de luz, ja que o papel dos carotenoides seria de prevenir a fotooxidacao
do pigmento (OUZOUNIS et al., 2015; ROSA, 2020).

A fonte de luz atua no controle de diversos processos do organismo vegetal,
inclusive na formacao e acumulacao de pigmentos fotossintéticos (CHEN et al., 2018).

Assim, a diminuicdo dos pigmentos fotoprotetores, como os carotenoides, pode
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demonstrar que a planta foi exposta a uma quantidade de luz excessiva ou ainda pode
ser um indicio de que a planta esta preparada para a aclimatizacao.

Se considerarmos 0 baixo desempenho na producdo média de microestacas,
apos a poda de formacgdo das microcepas, pode-se relacionar essa resposta a baixa
capacidade fotossintética intrinseca dos clones para superar as mudancas ambientais
impostas pelo sistema fotoautotréfico (CORREA et al, 2015).

A definicdo da producdo média de microestacas deve ser realizada por um
periodo maior de tempo para contemplar as variacfes de respostas ao manejo, as
condi¢cBes nutricionais e fisioldgicas das microcepas. Todavia, o presente trabalho
sugere que o0 maior numero de brotacdes alongadas ocorreu na luz LED B, sendo
corroborado por Ferreira et al. (2016) que encontrou maior nimero de brotacfes para
cana-de-acgucar na mesma fonte de luz.

A luz LED branca (460-560 nm) apresenta em seu espectro uma maior
proporcao de luz azul e verde e uma menor proporcéo de UV em relacdo ao vermelho
e vermelho distante em comparacao as lampadas fluorescentes (FRASZCZAK et al.,
2014). Nesse caso, a proporcao de azul e verde presentes no espectro da luz LEB B
podem ter contribuido para o crescimento e alongamento dessas brotacfes laterais,
considerando que para a coleta das microestacas, esta devem estar dentro do padréo
minimo de 3 cm de comprimento.

A producdo final de microestacas estd diretamente relacionada com a
porcentagem de sobrevivéncia das microcepas, e essa com o nivel de contaminacgéo
presente no sistema, uma vez que na micropropagacdo heterotréfica quando ha
contaminacgdo, o explante é descartado. Este fato, ocasiona perdas no processo e
compromete a multiplicagdo rapida e em grande escala das plantas. As trés fontes
basicas de contaminacdo por microrganismos sao 0 meio de cultura, o explante e o
ambiente (PASQUAL, 2001), sendo para o presente caso, a etapa inicial do processo
de implantag&o do jardim clonal in vitro a mais susceptivel a contaminacao. Apesar
dos cuidados rigorosos de assepsia do cultivo in vitro, ocasionalmente, pode ocorrer
a contaminacdo devido o meio de cultura apresentar condi¢cdes propicias e erros
inerentes a manipulacéo do material vegetal.

A partir da coleta das microestacas, a formagdo da muda micropropagada
passou a utilizar as estruturas comumente utilizadas no processo de producao de
mudas por miniestaquia, como a casa de vegetacdo e a casa de sombra. Nesses

ambientes a variagdo de temperatura, umidade e componentes ligados a energia
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luminosa recebida passaram a obter menor controle se comparado ao ambiente do
cultivo in vitro estabelecido para as microcepas no jardim clonal in vitro. A maior
sensibilidade das microestacas as condigcfes ambientais durante o enraizamento esta
ligado ao fato de as mesmas serem mais tenras do que miniestacas ou estacas
(FERRARI et al.,2004; CARVALHO e SILVA, 2012).

Portanto, o fato da qualidade de luz aplicada as plantas matrizes in vitro néo ter
alcancado alteracao significativa nas microestacas na condi¢céo ex vitro pode estar
ligado entre outros fatores com a temperatura, umidade relativa e intensidade de luz
recebidas durante todo o processo. Principalmente por se tratar de clones hibridos de
origem tropicais e dependerem nessa fase de condi¢cdes climéticas favoraveis a

formacéo e o crescimento da muda.
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6 CONCLUSOES

A qualidade espectral proporcionada por diferentes fontes de luz influenciou a
implantacéo do jardim clonal in vitro de clones hibridos de Corymbia spp. A fonte de
luz LED V/A+ (com maior propor¢cdo de azul) estimulou o crescimento em altura na
primeira etapa (implantacdo) e na segunda etapa (estabelecimento) a luz LED B
proporcionou maior produgao de microestacas.

Na terceira etapa, as duas fontes de luz aplicadas sobre as microcepas, em
jardim clonal in vitro dos dois clones de Corymbia torreliana x C citriodora, nao
influenciaram no enraizamento e crescimento das microestacas na condicéo ex vitro.

Portanto, as lampadas LED promoveram o estimulo a fotoautotrofia in vitro e,
em situacdes onde a lampada fluorescente apresentar resultados muito similares a
lampada LED, recomenda-se priorizar o uso dessas fontes luminosas. Destaca-se que
o jardim clonal in vitro ainda apresenta procedimentos manuais, induzindo esforcos
futuros direcionados para a amplificacdo e automacéo do processo visando atender a
producdo em escala.
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