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RESUMO

SOUZA, Marcus Dhilermando Hora de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2024. Trocas gasosas e qualidade de luz na micropropagacio de clones de Corymbia
torelliana x C. citriodora. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientador: Wagner Campos Otoni.

A cultura de tecidos apresenta-se como importante técnica de propagacao clonal, permitindo
melhor producdo de mudas para espécies de dificil enraizamento em viveiros. Buscou-se
avaliar o efeito das trocas gasosas associadas as concentragdes de sacarose, bem como uso de
diferentes qualidades de luz na micropropagagdo, analisando a produtividade de propéagulos,
desenvolvimento morfofisiolégico e enraizamento de microestacas na condicdo ex vitro em
dois clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora. Os explantes foram cultivados
em frascos selados com tampas sem membranas permedveis a gases [troca gasosa de 14 uLL L
I s1 CO2] ou com duas membranas [troca gasosa de 25 pL L' s! COs], e diferentes
concentracdes de sacarose (0, 15 ou 30 g L") no meio de cultura JADS. A partir destes
resultados uma condi¢do de troca gasosa e sacarose foi definida, variando-se em um novo
experimento as fontes de luz, sendo testadas: luz fluorescente, LEDs branca, vermelho/azul
(3:1) e azul. O uso de 14 puL L' s de troca gasosa e 15 g L' de sacarose favoreceram a

produtividade de propdgulos. A taxa de 25 pL L' s

de troca gasosa aumentou as
concentragdes de clorofilas, carotenoides, amido, acucares, fendis, malato, fumarato, prolina,
aminodcidos totais e proteina. A presenca de membranas e sacarose incrementaram a
atividade fotossintética. A atividade enzimdtica da SOD foi aumentada com 25 pL L' s1. O
enraizamento de microestacas foi favorecido com uso 15 g L' de sacarose e presenga de
membranas. A luz branca reduziu a produtividade de propagulos, enquanto a azul produziu
brotacdes mais alongadas e a vermelho/azul (3:1) incrementou a biomassa. O enraizamento

das microestacas foi favorecido quando os propdgulos foram micropropagados sob a luz

fluorescente em ambos os clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora.

Palavras-chave: Silvicultura clonal; Biotecnologia; Propagacdo fotoautotrofica; Irradiancia.



ABSTRACT

SOUZA, Marcus Dhilermando Hora de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2024. Gas exchange and light quality in the micropropagation of Corymbia torelliana x
C. citriodora clones. Adviser: Aloisio Xavier. Co-advisers: Wagner Campos Otoni.

Tissue culture presents itself as an important technique for clonal propagation, allowing better
seedling production for species that are difficult to root in nurseries. The aim was to evaluate
the effect of gas exchange associated with sucrose concentrations, as well as the use of
different light qualities in micropropagation, analyzing the productivity of propagules,
morphophysiological development, and rooting of microcuttings in ex vitro conditions in two
hybrid clones of Corymbia torelliana x C. citriodora. The explants were cultivated in sealed
jars with lids without gas-permeable membranes [gas exchange of 14 pL L' s CO,] or with
two membranes [gas exchange of 25 uL L™ s CO.], and different concentrations of sucrose
0, 15, 0r 30 g L") in the JADS culture medium. From these results, a condition of gas
exchange and sucrose was defined, varying the light sources in a new experiment, testing:
fluorescent light, white LEDs, red/blue (3:1) LEDs, and blue LEDs. The use of 14 pL L' s
and 15 g L! of sucrose favored the productivity of propagules. The rate of 25 pL L' s
increased the concentrations of chlorophylls, carotenoids, starch, sugars, phenols, malate,
fumarate, proline, total amino acids, and protein. The presence of membranes and sucrose
increased photosynthetic activity. SOD enzymatic activity was increased with 25 uL L s,
The rooting of microcuttings was favored with the use of 15 g L™! of sucrose and the presence
of membranes. White light reduced propagule productivity, while blue light produced longer
shoots and red/blue (3:1) light increased biomass. The rooting of microcuttings was favored
when propagules were micropropagated under fluorescent light in both hybrid clones of

Corymbia torelliana x C. citriodora.

Keywords: Clonal silviculture; Biotechnology; Photoautotrophic propagation; Irradiance.
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1. INTRODUCAO

Dos 4 bilhdes de hectares (ha) de florestas no planeta, 294 milhdes de ha sdo de
florestas plantadas (FAO, 2020). Em 2022, o Brasil alcangou marco recordista de 9,94
milhdes ha de florestas plantadas. Isso representou aumento de 30,98% em relacdo a 2012,
registrando saldo na balanga comercial para o setor de US$ 14,3 bilhdes, dos quais US$ 8,4
bilhdes correspondem a producdo de celulose. O Brasil € o pais lider global em exportacdo
dessa matéria prima, seguido dos Estados Unidos, Canadd, Suécia, Finlandia e Chile,
enquanto os demais produtos de base florestal, como papel, painéis, carvdo e outros, somam
os US$ 5,9 bilhdes restantes (IBA, 2023).

A principal regido produtora de florestas plantadas no Brasil localiza-se entre as
latitudes 15°S e 30°S, correspondendo as regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul do pais (IBA,
2023), em razao de suas condi¢des climdticas favordveis ao cultivo florestal (ELLI et al.,
2020). Entretanto, as mudancas climédticas representam importante fator limitante na expansao
de dreas para plantios florestais. Perdas da ordem de 200 mil ha de FEucalyptus foram
registradas decorrentes de alteracdes do clima na regido e, ainda assim, as dreas florestais
continuam em expansdo, mesmo para locais com condi¢cdes climdticas adversas ao plantio
(GONCALVES et al., 2017).

Tal expansdo tem direcionado o setor florestal a buscar materiais genéticos melhor
adaptados as novas e desafiadoras condi¢des de cultivo. Neste sentido, o género Corymbia,
especialmente seu hibrido comercial mais importante, Corymbia torelliana x C. citriodora,
vem ganhando notoriedade por sua ampla variabilidade genética (ARAUJO et al., 2020;
TAMBARUSSI et al, 2018), densidade de madeira igual ou superior a encontrada em
espécies de Eucalyptus (ARAUJO et al, 2023; MASSUQUE et al., 2023), elevada
produtividade de celulose (COSTA et al., 2022), carvao (LOUREIRO et al., 2021), rapido
crescimento, resisténcia a seca, geadas, altas temperaturas e as principais patologias que
afetam os plantios florestais, como o pisilideo de concha, vespa da galha e ferrugem (ASSIS,
2014; REIS et al., 2013, 2014).

O principal método de producdo de mudas clonais adotado nos viveiros florestais para
o Corymbia € a propagacdo vegetativa por miniestaquia. Entretanto, sua propagacdo ainda
apresenta dificuldades nestas condicdes (BRYANT e TRUEMAN, 2015). Pesquisas tém
buscado melhorar a propagagdo para o género, onde alguns avangos foram obtidos com o uso
de brotagdes obtidas a partir do lignotuber para coleta de estacas (ASSIS, 2014; REIS et al,,
2013), uso de estufins (BRONDANI et al, 2018; LIMA et al., 2022), reguladores de
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crescimento (MARAVILHA et al., 2023; SOUZA et al., 2020a), e também o estabelecimento
e propagacdo inicial da cultura in vitro (MOLINARI et al., 2023; SOUZA et al., 2020a;
SOUZA et al., 2020b; SOUZA et al., 2019; TRUEMAN et al., 2018).

Dado o forte potencial comercial madeireiro do Corymbia, tem sido imprescindivel
desenvolver formas de propagacdo mais eficientes que reflitam em maior produtividade de
mudas para fomentar as crescentes dreas de florestas plantadas. Deste modo, a
micropropagacdo pela proliferagdo de gemas axilares pela cultura de tecidos pode maximizar
a produtividade de microestacas, fixar através da clonagem os ganhos obtidos com o
melhoramento genético, revigorar o genétipo pela propagagdo seriada in vitro, fornecendo
material vegetal com elevada qualidade fitossanitaria (TRUEMAN et al., 2018; XAVIER et
al. 2021), além de viabilizar a criacdo de amplos bancos de germoplasma e facilitar o
intercambio de material genético.

Quando propagadas in vitro, as plantas reduzem parcialmente sua condicdo de
organismos autotréficos, comprometendo sua qualidade fisiolégica e aumentando a
dependéncia as condi¢des do ambiente in vitro (ALVES, et al., 2024; FORTINI et al. 2021).
Com isso, hd a adaptagdo da planta a um sistema heterdtrofico, rico em macro e micro
nutrientes, onde a fonte de carbono fundamental a fotossintese deixa de ser o CO; atmosférico
e passa a ser acucares disponibilizados no meio de cultura. Tal forma de propagacdo submete
a planta a um ambiente com actimulo de etileno, elevada umidade, estdmatos disfuncionais,
baixa concentracdo de CO», reducdo da radiagdo fotossinteticamente ativa, desordens
morfofisiolégicas prejudiciais ao desenvolvimento da planta, maiores perdas por
contaminacdo e subsequente insucesso na aclimatizacdo ex vitro (ALVES et al., 2024;
NGUYEN et al., 2020; TISARUM et al., 2018).

Como forma de potencializar a propagagdo vegetativa, estratégias que permitam trocas
gasosas In vitro, associados a reducdo dos niveis de sacarose (FORTINI et al. 2021;
MOLINARI et al., 2023; SOUZA et al., 2020b; TISARUM et al., 2018), bem como a adog¢do
de lampadas com diferentes qualidades espectrais (BATISTA et al., 2018; FRADE et al.,
2023; MIRANDA et al., 2020; SOUZA et al., 2022ab), vem sendo adotados com relativo
éxito na busca por sistemas de propagacdo fotoautotroficos ou fotomixotroficos eficientes
para plantas lenhosas que elevem a produtividade de microestacas e estimulem seu posterior
enraizamento ex Vvitro.

Novas pesquisas t€ém destinado atencdo a qualidade da luz disponibilizada a planta na
propagacdo in vitro. Fundamental a fotossintese, a luz desencadeia uma série de alteragdes

fotomorfogénicas, provocando incremento de biomassa (LI et al., 2023a; SILVA et al., 2020),
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aumento do nimero de brotacdes por explante, modificacdes anatdomicas (FRADE et al.,
2023; SOUZA, et al, 2022b), aumento na produtividade de metabdlitos, pigmentos
fotossintéticos (BATISTA et al., 2018; DONG, et al., 2023), e estimulo ao enraizamento
adventicio em diferentes espécies, podendo levar a uma aclimatizacio ex vitro bem sucedida
(FARROKHZAD, et al., 2022; FRADE et al., 2023; RODRIGUES et al., 2022; SOUZA et
al., 2022a).

Na cultura de tecidos, a alta taxa de multiplicacdo acelera os programas de propagacao
clonal e possibilita a rdpida multiplicacdo de hibridos de alto valor genético e comercial com
limitagdes em sua propagacdo vegetativa, como ocorre com o género Corymbia. Entdao, um
sistema de trocas gasosas associado a reducdo de sacarose no meio de cultura e a melhores
qualidades da luz fornecidas as plantas durante a micropropagacdo, surgem como métodos
promissores na efetiva propagacdo clonal de espécies e hibridos de Corymbia, buscando
superar barreiras a clonagem, com grandes potencialidades de automacgdo no processo de
propagacdo em escala comercial, reduzindo perdas por contabinacdo, produzindo maior
nimero de plantas vidveis em menor espago, tempo e reduzida mao de obra.

Assim, o presente estudo objetiva avaliar as alteracdes morfofisiologicas e de
produtividade de propédgulos em dois clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora,
estabelecidos in vitro por meio da micropropagacdo via proliferacio de gemas axilares,
quando submetidos a: (I) diferentes niveis de trocas gasosas e concentragdes de sacarose; (II)

diferentes qualidades espectrais de luz.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Corymbia

O género Corymbia, anteriormente classificado como pertencente ao género
Eucalyptus, teve sua primeira espécie descrita em 1788 por Gaertner como Metrosideros
gummifera, sendo renomeada em 1793 para E. corymbosa e posteriormente reclassificada
dentro do novo género, Corymbia, como C. gummifera em 1995 por Hill e Johnson, que
catalogaram outras 113 espécies do recém criado género, apontando a Austrdlia como seu
berco de ocorréncia natural.

De vasta amplitude genética, o Corymbia spp. tém sido frequente alvo de estudos para

melhoramento genético e propagagdo clonal. Com distribuicdo natural na regido de
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Queensland e New South Wales, Austrélia, as espécies C. torelliana, C. citriodora e o hibrido
por elas originado, sdo as mais notdveis neste sentido em funcdo do grande interesse
econdmico por traz de suas favordveis caracteristicas produtivas. No Brasil sdo recomendadas
para plantio onde as condi¢cdes bidticas e abidticas dificultam o cultivo de espécies de
Eucalyptus em razdo das progressivas mudancas climdticas (TAMBARUSSI et al., 2018).

O Corymbia possui grande dificuldade em sua propagacdao vegetativa devido
principalmente a dificuldades no enraizamento de estacas. Os indices de enraizamento para o
género giram em torno de 5% de sucesso, exceto para C. forelliana onde o enraizamento tem
sido considerado vidvel, com média de 30%, razao pela qual tem sido utilizado como genitor
materno no cruzamento hibrido Corymbia torelliana x C. citriodora (REIS et al., 2013, 2014).
Este hibrido apresenta 6tima adaptabilidade a diferentes condi¢des ambientes, tem rapido
crescimento e € importante fonte de matéria-prima para diversos setores industriais,
principalmente para a producdo de papel e celulose, construcao civil, movelaria, producao de
carvao vegetal e extracdo de compostos farmacos (ASSIS, 2014).

A eucaliptocultura (que engloba espécies Eucalyptus e Corymbia) tem ganhado cada
vez mais espaco no setor florestal, correspondendo a 76% da area de florestas plantadas no
Brasil (IBA 2023). Em funcdo de demandas cada vez maiores, a clonagem de gendtipos
superiores tornou-se a alternativa mais vidvel para o estabelecimento de plantios clonais em
substituicdo aos plantios seminais por volta da década de 1979 na regido litordnea do Espfrito
Santo, Brasil, onde, a partir de entdo, a técnica ganhou notoriedade por replicar gendtipos
comercialmente importantes (HIGASHI et al., 2000).

Entre as técnicas de clonagem, a micropropagacdo pela cultura de tecidos tem sido
amplamente difundida para plantas de dificil enraizamento, como o Corymbia spp., tendo
diversas aplicacOes praticas, como rejuvenescimento/revigoramento do material clonal,
aumento do enraizamento adventicio, maior produtividade de microestacas, manipulacao
génica, limpeza clonal, duplicacdo cromossdmica, além da conservacdo de germoplasma em
bancos clonais (TRUEMAN et al., 2018; XAVIER et al. 2021).

Nos dias atuais, muito se tem falado a respeito do “apagdo florestal” que atingird a
industria florestal nos proximos anos em virtude da escassez de mudas para subsidiar os
plantios de florestais. Tal especulagdo se deve ao acelerado crescimento das dreas de florestas
plantadas que esbarram em um fator limitante: a capacidade de producdo de mudas dos
viveiristas. Assim, a cultura de tecidos tem surgido como alternativa para contornar esta

barreira.
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2.2. Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos é uma técnica relativamente antiga e aplicada principalmente em
culturas agricolas. Até onde se sabe, o conceito foi pioneiramente explorado no final do
século XIX e inicio do século XX com experimentos de cultura em células vegetais isoladas,
pelo botanico Gottlieb Haberlandt (HABERLANDT, 1902). Contudo, apenas por volta de
1930 que a técnica foi aperfeicoada dando origem aos meios de cultura mais elaborado e com
maior controle das condi¢des de cultivo (MURASHIGE, 1974; MURASHIGE; SKOOG
1962; WHITE, 1943; WHITE, 1934). Mas com a necessidade de melhoria da clonagem de
espécies florestais e hibridizacdes complexas, os estudos foram se tornando mais especificos e
voltados a propagacdo de mudas, principalmente buscando trazer maior vigor fisioldgico
(DUTRA et al., 2009).

A micropropagacdo possibilita a regeneragdo de o6rgaos, tecidos, células e plantas
inteiras sob condi¢des assépticas e rigorosamente controladas em ambiente laboratorial,
disponibilizando ao material vegetal todos os nutrientes, dgua, carboidratos, luz e temperatura
necessarios a seu desenvolvimento, podendo, assim, haver maior controle das varidveis e
melhor direcionamento do desenvolvimento morfogénico in vitro para atender as demandas
pretendidas, como producdo de mudas, metabdlitos e compostos bioativos (PHILLIPS;
GARDA, 2019).

Muitos meios de cultura foram desenvolvidos para diversas espécies. Para o eucalipto,
os meios mais utilizados sio o MS (MURASHIGE; SKOOG 1962), criado para plantas
herbaceas. O Wood Plant Medium (McCOWN; LLOYD, 1981), para plantas lenhosas. E o
meio proposto por Gongalves (1982), elaborado conforme as demandas nutricionais do E.
urophylla, que posteriormente foi adaptado para o hibrido de Eucalyptus grandis x E.
urophylla tornando-se o meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995).

Entretanto, a aplicagdo da micropropagacdo para o eucalipto ainda € limitada pelo alto
custo de implanta¢cdo e manutencao de um laboratdrio que atenda as demandas de producio, a
ponto de tornd-lo economicamente vidvel. Outro desafio € a grande especificidade dos clones
em relacdo aos meios de cultura, tornando dificil que um Unico meio possa satisfazer as
demandas nutricionais da maioria das espécies de eucalipto de forma eficaz. Existem ainda
fontes de variacdo dificeis de controlar na cultura de tecidos, como a homogeneidade da fonte
de carbono adicionada ao meio de cultura, a padronizacdo das trocas gasosas in vitro e a

incidéncia de irradiancia luminosa que cada planta recebe.
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2.3. Propagacao Fotoautotrofica

O cultivo in vitro proporciona as plantas um ambiente de crescimento controlado,
onde a planta dispde de condi¢des favordveis ao seu desenvolvimento, principalmente
carbono disponibilizado na forma de acucares, sendo este, denominado de -cultivo
heterotréfico. Contudo, a propagacdo heterotréfica traz barreiras na transicdo do ambiente in
vitro para o ex vitro, uma vez que por estar inserida em um ambiente altamente favoravel a
seu desenvolvimento, a planta reduz a funcionalidade dos 6rgdos e estruturas, baixando a
capacidade fotossintética, abertura estomatica, enraizamento, entre outras, tornando-a menos
propensa a adaptacdo para o ambiente ex vitro, acarretando em elevadas perdas durante a
aclimatizacao (KOZAI et al., 2005; NGUYEN et al., 2020; TISARUM et al., 2018).

De modo inverso, o cultivo fotoautotréfico ou fotomixotréfico, promove a eliminagao
ou reducdo de aguicares no meio de cultura e aumento das trocas gasosas. Com isso, a planta
micropropagada recebe estimulos a sua autotrofia, elevando as taxas fotossintéticas, a
producdo de fotoassimilados, compostos metabdlitos, melhor organizacdo vascular, o
crescimento e desenvolvimento vegetal, favorecendo uma transi¢do melhor sucedida entre o
ambiente in vitro para o ex vitro durante o enraizamento e aclimatizacdo de mudas (KOZAI,
2010; KOZAI T.; NGUYEN, 2003; NGUYEN et al., 2020; ZOBAYED et al., 2000).

O conceito de micropropagacao fotoautotréfica € derivado do fato uma que muitas das
as plantas clorofiladas possuem elevada capacidade fotossintética quando cultivadas in vitro
em meio de cultura ausente de actcares (BIDABADI; JAIN, 2020; KOZAI, 2010). Vérios
autores tiveram sucesso no cultivo fotoautotréfico de plantas, como Ananas comosus (ALVES
et al., 2024), Eryngium foetidum (SILVA et al., 2024), Cannabis sativa (ZAREI et al., 2021),
Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2014), Hypericum perforatum (COUCEIRO et al.,
2006), Acacia mangium, Coffea arabusta, Eucalyptus camaldulensis, Garcinia mangostana,
Azadirachta indica, Paulownia fortunei e Pinus radiata (KOZAI e KUBOTA, 2001).

Além destes fatores, recentes pesquisas tem demonstrado a grande relevancia da
qualidade dos diferentes espectros de luz na fotomorfogénese in vitro, induzindo aumento da
biomassa, melhor desenvolvimento, estimulo a rizogénize in vitro e ex vitro, maior
fotossintese, produtividade de fotoassimilados, metabdlicos primarios e secundérios, além de
impulsionar a produtividade de propédgulos, o alongamento de brotos e o acimulo de proteinas
(BATISTA et al., 2018; FARROKHZAD, et al., 2022; FRADE et al., 2023; LI et al., 2023a;
OLIVEIRA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2022; SOUZA et al., 2022a,b).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos II (LCT-II)
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal
de Vicosa (UFV), Vicosa/MG. O material genético utilizado para obten¢do dos explantes
foram dois clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora, aqui nominados de CO1 e
C02, mantidos em banco de germoplasma in vitro do LCT-IL.

Os clones hibridos de Corymbia utilizados sao mantidos em banco de germoplasma in
vitro em tubos de ensaio de 25mm x 150mm, contendo 10 ml meio de cultura JADS
(CORREIA et al., 1995), suplementado com 30 g L' de sacarose (Sigma-Aldrich Co, St
Louis, MO, USA), 100 mg L' de mio-inositol (Sigma Chem. Co. St Louis, USA), 800 mg L
de PVP-30 (polivinilpirrolidona - Vetec®), 6 g L! de 4gar (Plant TC Micropropagation Grade,
Phytotechnology Lab®), 0,5 mg L de BA (6-benziladenina — Sigma Co.) e 0,01 mg L' de
ANA (4cido o-naftalenoacético — Sigma Co.), encontrando-se no 83° subcultivo. Cada
subcultivo foi realizado = 30 dias. A cada subcultivo apenas as melhores e mais vigorosas
brotacdes foram propagadas, visando elevar a qualidade e homogeneidade das plantas
doadoras de explantes para fins experimentais.

Como fontes de explantes, foram utilizadas plantas previamente micropropagadas, das
quais foram extraidos propdgulos agrupados contendo + 3 microbrotacdes com + 0,5 cm de
comprimento e inoculadas em seus respectivos tratamentos. Todos os meios de cultura
tiveram seu pH ajustados para 5.8 antes de serem autoclavados por 20 minutos a temperatura

de 121°C e pressdo de aproximadamente 1 kgf cm™.

3.2. Experimento I: Trocas gasosas e concentracio de sacarose

As microbrotagdes foram inoculadas em frascos de vidro, com 347 mL de capacidade,
contendo 50 mL do meio de cultura JADS, suplementado com 100 mg L' de mio-inositol,
800 mg L' de PVP-30, 6 g L' de 4gar, 0,05 mg L' de BA , 0,27 mg L' de AIB (4cido
indolil-3-butirico - Sigma Co) e auséncia ou presenca de 15 g L ou 30 g L' de sacarose. As
concentragdes aqui utilizadas foram determinadas a partir de ensaios (dados ndo mostrados).

Foram inoculados + 3 microbrotagdes por frasco. Se utilizou duas duas formas de

vedacdo (BATISTA et al., 2017), com tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana
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[taxa de troca de CO; de 14 uL L' s'], e com TRP com dois orificios de 10 mm cobertos por
membranas de fluoroporo hidrofébica (PTFE, MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Tokyo, Japan)
de 0,45 um de poros [taxa de troca de CO> de 25 uL L '] (Figura 1).

0gL'Sac 15gL"'Sac  30gL” Sac

14 uLL"s™

10D

25puLL"s”

c) 2cm

14 uLL"s”

¢0d

25uLL"s”

Figura 1 — a) Vedacdo dos frascos utilizada: 1 - Tampa rigida de polipropileno (TRP) [taxa de troca de CO- de
14 uL L' s7'], € 2 - TRP com duas membranas [taxa de troca de CO; de 25 uLL L' s7']. b) Frascos com brotagdes
de Corymbia torelliana x C. citriodora aos 30 dias de cultivo in vitro. ¢) 1 - Explante inicial da cultura, 2 -

Brotagdes desenvolvidas aos 30 dias de cultivo in vitro, 3 - Microestacas utilizadas para enraizamento ex vitro
em casa de vegetacao.

O experimento foi mantido por 30 dias em sala de crescimento sob irradiancia de 60

pumol m? s! (padronizada através de um irradidmetro LI-250A, LI-COR® Inc., Lincoln, NE),
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fornecidos por quatro lampadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo, Brasil),
com fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 +2 °C. A irradidncia foi mensurada por meio de

um irradidmetro.

3.3. Experimento II: Qualidade de luz

As microbrotagdes foram inoculadas em frascos de vidro, com 347 mL de capacidade,
contendo 50 mL do meio de cultura JADS, suplementado com 100 mg L' de mio-inositol,
800 mg L' de PVP-30, 6 g L' de 4gar, 0,05 mg L' de BA, 0,27 mg L' de AIB, 15 g L
sacarose € vedado com TRP com dois orificios de 10 mm cobertos por membranas PTFE de
0,45 pm de poros (TTCO2 de 25 uL L' s7).

Foram testadas quatro fontes de luz: lampadas fluorescentes [F L] (HO Sylvania T12,
110 W, Sdo Paulo, Brasil), LAmpada LED branco [L B] (SMD 100, 18 W, Vilux®,Vitéria, ES,
Brasil), Lampada LED vermelho/azul (3:1) [L V/A (3:1)] (LabPARLL-HR / DB-480, 11,6 W,
LabLumens®, Carapicuiba, SP, Brasil) e azul [L A] (LabPARLL-HR / DB-480, 11,6 W,
LabLumens®, Carapicuiba, SP, Brasil), figura 2.
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Figura 2. a) Irradiancia absoluta e comprimentos de onda dos diferentes espectros de luz trabalhados: L F =
Fluorescente. L B = LED Branca. L V/A (3:1) = LED Vermelho/Azul (3:1). L A = LED Azul. b) Frascos com
brotagdes de Corymbia torelliana x C. citriodora cultivadas in vitro. ¢) Brota¢des de Corymbia torelliana x C.
citriodora desenvolvidas sob diferentes espectros de luz aos 30 dias de cultivo in vitro.

O experimento foi mantido por 30 dias em sala de crescimento sob irradiancia de 60
umol m? s (padronizada através de um irradidmetro), fornecidas pelas respectivas fontes de
luz de cada tratamento. Os espectros de luz foram mensurados por um espectroradidmetro e
software de sistema de aquisicio de dados Ocean Optics Spectra-Suite (OceanOptics®,
Dunedin, FL). Este experimento foi instalado a partir dos resultados obtidos com o

experimento anterior.
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3.4. Avaliacoes e analises realizadas na condicao in vitro

Desenvolvimento e produtividade de microestacas

Apo6s 30 dias, foram avaliados os seguintes parametros: nimero de brotagdes com
gemas alongadas medindo >1,5 cm e <2 cm, nimero de brotacdes com gemas alongadas
medindo >2 cm, massa fresca de folha (MFF, mg), massa seca de folha (MSF, mg), massa

fresca de caule (MFC, mg), massa seca de caule (MSC, mg).

Atividade dos metabdlitos primarios (Trocas Gasosas)

Amostras da parte aérea foram coletadas as 17 h, congeladas em nitrogénio liquido e
posteriormente maceradas para andlise. Aproximadamente 20 mg de tecidos fresca macerado
foram utilizados para extracdo metandlica conforme descrito por Lisec et al. (2006). Os
pigmentos fotossintéticos foram determinados conforme descrito por Porra et al. (1989). Os
carboidratos (amido, sacarose, glicose e frutose) foram avaliados conforme descrito por
Fernie et al. (2001). Os niveis de proteinas totais foram analisados conforme relatado em
Gibon et al. (2004). O contetido de malato foi determinado conforme descrito por Nunes-Nesi
et al. (2007). O conteido da prolina seguiu a metodologia proposta por Bates et al. (1973),
com modificagdes descritas por Felipe et al. (2019). As anélises foram conduzidas na Unidade

de Crescimento de Plantas, do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

Atividade fotossintética in vitro

A quantificagdo da taxa fotossintética in vitro foi realizada com um sistema de
analisador de gés infravermelho (Q-S151; Qubit Systems, Kingston, ON, Canadd) adaptado
para o cultivo in vitro e o software LoggerLite 1.8.1 (Vernier Software & Technology Caliper,
Beaverton, OR, EUA), conforme descrito por Castro et al. (2019), com modifica¢des. Como
fonte de luz, foram utilizadas lampadas LEDs vermelhas distribuidas em camara de
iluminacdo, onde foi calculado o CO> de referéncia através da entrada de ar em um frasco
vazio (347 mL de capacidade), bombeado do ambiente ex vitro a taxa de 300 mL min™' de
fluxo de ar de forma constante.

A temperatura e umidade do ambiente in vitro foi mensurado através do sensor Espec

(Thermo Recorder RS-11, Takai Espec Corp.). Antes de mensurar a atividade fotossintética,
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as plantas foram mantidas no escuro por 12 h. A taxa fotossintética foi expressa em pmol CO>
s planta.

A taxa fotossintética (A) foi mensurada pela seguinte férmula:

ACO,
—2.-1 —
A(pmol m™*s™) Mol. Flow

ACO,(ppm) = CO, de referéncia — CO, de andlise

Taxa de fluxo de ar (Lmin™1)

Mol F =
ol Flow Constante dos gases perfeitos (22,4)x temperatura (K)

600000
Massa seca de folha (mg)

Quantificacio da atividade da superéxido dismutase

Foi mensurado a atividade enzimdtica da superdxido dismutase (SOD), que foi
extraida por macerado de 100 mg de massa fresca de parte aérea congelada em nitrogénio
liquido, com 1 mL do tampao de fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,8), polivinilpirrolidona 1%
(p/v), fluoreto fenilmetilsulfonil 1 mM, &4cido etilenodiaminotetracético 0,1 mM. A mistura
macerada foi centrifugada a 12.000 rpm durante 15 min a 4 ° C e o sobrenadante foi utilizado
como extrato enzimatico bruto (Bradford, 1976). A atividade da SOD foi medida conforme
descrito por (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) e expressa como proteina U min’! g'l, comlU
sendo equivalente a concentracdo de SOD necessaria para inibir 50% da fotorredugao do azul

nitro tetrazodlio.
Caracterizacio anatomica

Ap6s 30 dias, foram coletadas o segundo par de folhas totalmente expandidas e a
regido mediana do caule, que foram fixadas em solucdo de Glutaraldeido a 4%. As amostras
foram desidratadas em série etandlica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Alemanha). Foram feitos cortes de sec¢des transversais com 5 um de espessura
obtidas em micrétomo rotativo manual (RM2235, Leica® Microsystems Inc., USA). Os cortes
foram transferidos para laminas de vidro, corados em azul de toluidina, pH 3,2 (O’Brien &

McCully, 1981), por 2 min, em seguida, foram montadas em Permount® SP15-500 (Fisher
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Scientific) e observadas em microscépio de luz (DM750, Leica® , Alemanha), com cimera

digital acoplada (ICC50 HD, Leica®, Alemanha).

3.5. Enraizamento de microestacas e altura de muda ex vitro

O enraizamento das microestacas na condi¢do ex vitro, foi conduzido no Viveiro de
Pesquisa do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa. As
brotagdes com gema alongadas obtidas in vitro foram levadas ao viveiro ainda dentro dos
frascos com meio de cultura onde foram micropropagadas. Durante a coleta de microestacas,
todo o meio de cultura residual foi lavado com 4gua em abundancia.

As microestacas coletadas de cada tratamento foram colocadas para enraizamento,
utilizando como recipiente tubetes de 35 cm® (30 mm x 85 mm) com substrato Carolina Soil®,
acondicionados em casa de vegetacdo climatizada [temperatura de 20 a 30 °C e umidade
relativa do ar > 80 % fornecida via nebulizacdo] por 50 dias. Nos primeiros 40 dias, foi
mantido uma cobertura com tela de sombreamento 50% a 40 cm das mudas.

Apo6s 50 dias em casa de vegetacdo, as microestacas foram transferidas para casa de
sombra com teto recoberto por tela de sombreamento 50%, por mais 40 dias. As mudas foram
mantidas sob irriga¢ao fornecida por aspersor automatico.

Em casa de sombra, as mudas foram fertilizadas trés vezes por semana em dias
alternados com solu¢do nutritiva composta por nitrato de calcio (92 g L), nitrato de potdssio
(20 g L"), fosfato monoamdmico (9,6 g L), cloreto de potdssio (24 g L), sulfato de
magnésio (30,67 g L), ferro quelado (4 g L), 4cido bérico (28 g L), mobilidato de sédio (4
g L), sulfato de zinco (48 g L"), sulfato de cobre (10 g L) sulfato de magnésio (112 g L.

Aos 90 dias de idade da muda produzida, foram avaliados a Sobrevivéncia (%) e

Altura de Muda (AM, cm).

3.6. Delineamento experimental

Para todas as variaveis avaliadas, as analises estatisticas foram realizadas no software
R versdo 3.4 (R Development Core Team, 2018), utilizando o pacote ExpDes.pt. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, ao teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk
5%), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Em ambos os
experimentos, foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). No primeiro
experimento, foi adotado um fatorial 2 x 3 (duas taxas de trocas gasosas X trés concentracdes

de sacarose) para cada um dos clones, utilizando 4 repeticdoes, compostas cada uma de um
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frasco contendo 4 explantes. No segundo experimento, adotou-se um fatorial de 2 x 4 (dois
clones, CO1 e C02, x quatro fontes de luz), também utilizando 4 repeti¢cdes constituidas por 4
explantes cada. No enraizamento das microestacas ex vitro, foi utilizando apenas microestacas

> 1,5cm, em 4 repeti¢des constituidas de 8 plantas em DIC.

4. RESULTADOS

4.1. Experimento I: Trocas gasosas e concentracio de sacarose
Desenvolvimento e produtividade de microestacas

As produtividades de propdgulos e de microestacas (> 1,5cm e < 2cm e de > 2 cm),
foram favorecidas quando utilizado 15 g L' de sacarose, onde na auséncia de membranas

porosas (14 pL L' 7!

CO»), foram obtidas maiores médias quando comparadas a
concentracdo de 30 g L' de sacarose, ndo diferindo estatisticamente da concentragio de 30 g
L' apenas para o clone CO1 em microestacas > 2 cm (Figura 3 a-d).

A auséncia de membranas, na maior concentragdo de sacarose também elevou os
valores de massa fresca de folha para os dois clones, diferindo estatisticamente para o CO1 em
todas as concentracdes, e apenas na maior concentracao para o C02 (Figura 3 e, f). Resultado
semelhante foi observado para massa fresca de caule, que obteve ganho de massa na auséncia
de membranas alcangando as maiores médias quando uma dose de 15 g L' de sacarose foi
utilizada (Figura 4, c,d). Para massa seca de folha, a presenca de membranas (25 puL L's!
CO2) e o incremento de sacarose favoreceram o ganho de massa (Figura 4 a, b). Enquanto
para massa seca de caule, independente da membrana para o CO1 e na maior troca gasosa para
o C02, as maiores concentragOes de sacarose proporcionaram as maiores médias (Figura 4, e,
f).

Para todos os parametros de crescimento in vitro, a auséncia de sacarose interferiu
negativamente no desenvolvimento da planta, resultando nos valores mais baixos. Em todas
as caracteristicas avaliadas houve interacdo entre os fatores, exceto massa seca de folha e

caule, onde o efeito atuou de forma independente.
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Figura 3. Pardmetros de crescimento de clones de Corymbia torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) ap6s 30 dias
de cultivo in vitro sob diferentes trocas gasosas (CO, de 14 € 25 puL. L'! s!) e concentragdes de sacarose (0, 15 e
30 g L'Y). Nimero de microestacas > 1,5 cm < 2 cm (a, b). Nimero de microestacas > 2 cm (¢, d). Massa fresca
de folha mg (e, f). Letras maitsculas comparam médias em diferentes taxas de trocas gasosas; letras minusculas
comparam médias em diferentes concentragdes de sacarose. Médias seguidas de letras iguais ndo diferiram entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Valores representam as médias (n = 4) + erro padrao.
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Figura 4. Pardmetros de crescimento de clones de Corymbia torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) apds 30 dias
de cultivo in vitro sob diferentes trocas gasosas (CO> de 14 € 25 puL. L'! s!) e concentragdes de sacarose (0, 15 e
30 g L'!). Massa seca de folha mg (a, b). Massa fresca de caule mg (¢, d). Massa seca de caule mg (e, f). Letras
maidsculas comparam médias em diferentes taxas de trocas gasosas; letras mindsculas comparam médias em
diferentes concentracdes de sacarose. Médias seguidas de letras iguais ndo diferiram entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Valores representam as médias (n = 4) + erro padrio.
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Atividade dos metabdlitos primarios e fotossintese in vitro

Todas as varidveis analisadas do metabolismo primdrio foram aumentadas com a
maior taxa de trocas gasosas, especialmente quando combinada com 15 g L' de sacarose, de
acordo com o clone observado (Figuras 5, a-f; 6, c-f; 7, 8 e 9,a-f).

Houve interagdo entre os fatores para os pigmentos Clorofilas a, b, total (Figura 5 a-
f) e Carotenoides (Figura 6 c, d), onde a maior taxa de trocas gasosas permitiu que o conteido
de pigmentos fosse notavelmente aumentado na auséncia de sacarose, em ambos os clones, e
também na concentragio de 15 g L', no COl. Apenas o COl1 apresentou valores
significativamente inferiores no meio sem sacarose e presenca de membranas para Clorofila a.
Para os demais pigmentos, a auséncia de sacarose e a presenca de 30 g L™, na maior taxa de
trocas gasosas, nao diferiram entre si. Entretanto, na menor taxa de trocas gasosas, os valores
de pigmentos foram crescentes de acordo com a concentracdo de sacarose.

A taxa fotossintética foi aumentada na presenca de maior troca gasosa para ambos 0s
clones, principalmente com uso de 15 g L™ (Figura 6 a, b). Na auséncia de membranas, a
sacarose elevou os valores de fotossintese. Para os clones CO1 e C02 a auséncia de sacarose
reduziu a atividade fotossintética. A fotossintese foi aumentada conforme também o teor de
clorofilas crescia na condi¢do de maior troca gasosa. Houve interacdo entre os fatores para o

CO1, contudo, para o C02 os fatores agiram de forma independente.
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O amido e agucares glicose, frutose e sacarose, tiveram sua concentracdo aumentada
significativamente quando sob a maior taxa de trocas gasosas adotada. (Figura 7, a-f). O
amido e aguicares aumentaram de acordo com as concentragdes de sacarose no meio de
cultura, em ambas as trocas gasosas. Houve interacdo entre os fatores para todos os agicares
no CO1, entretanto, no C02, apenas amido e frutose apresentaram interacdo, tendo a glicose e
sacarose agindo de forma independente.

Nos fenois, malato, fumarato, prolina, aminodcidos totais e proteina, ocorreu interacao
entre as trocas gasosas e a sacarose. Para fenois, malato e fumarato, o aumento nas trocas
gasosas elevaram substancialmente as concentragdes destes metabdlitos, enquanto a sacarose
elevou os valores a medida em que foi acrescida ao meio de cultura em ambas as condicdes de
trocas gasosas (Figura 8, a-f).

Em prolina, aminodcidos totais e proteina, os valores também foram
consideravelmente incrementados na maior taxa de trocas gasosas, conforme também
aumentava a disponibilidade de sacarose. Na presenca de membranas, novamente, as
concentragdes foram no minimo dobradas (Figura 9, a-f). Entretanto, na menor taxa de trocas
gasosas os valores nao diferiram, independentemente da concentracdo de sacarose, para
prolina nos dois clones e aminodcidos totais no CO1. Aminodcidos totais no C0O2 e a proteina
em ambos os clones, foram levemente incrementadas de acordo com a disponibilidade de

sacarose no meio de cultura.
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taxas de trocas gasosas; letras mindsculas comparam médias em diferentes concentracdes de sacarose. Médias
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Valores representam as médias, (n = 4) + erro padréo.
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Atividade da superoéxido dismutase

A atividade enzimdtica da superdxido dismutase (SOD), diferiu para todos os
tratamentos em ambos os clones. A SOD (Figura 10) apresentou maior atividade quando
houve maior taxa de trocas gasosas e com as crescentes doses de sacarose, enquanto na

auséncia de membranas os valores diferiram apenas para a auséncia de sacarose.
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Figura 10. Atividade enzimdtica do estresse oxidativo para superéxido dismutase (SOD) (a, b), em clones de
Corymbia torelliana x C. citriodora (COl e C02) apds 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes trocas gasosas
(COz de 14 ¢ 25 uL L' s e concentragdes de sacarose (0, 15 e 30 g L), Letras maitisculas comparam médias
em diferentes taxas de trocas gasosas; letras mindsculas comparam médias em diferentes concentracdes de
sacarose. Médias seguidas de letras iguais nao diferiram entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Valores representam as médias, (n = 4) + erro padrao.

Caracterizacao anatomica

Alteragdes morfolégicas foram observadas no limbo foliar na auséncia de sacarose e
presenca da maior taxa de trocas gasosas. Visualmente, os cortes histologicos revelam que a
menor troca gasosa e auséncia de sacarose levaram o parénquima palicadico e lacunoso a um
maior adensamento, fazendo com que praticamente ndo houvesse espacos intercelulares nos
dois clones. Quando a maior taxa de trocas gasosas foi utilizada, ainda na auséncia de
sacarose, houve atenuamento do adensamento e aparente normalidade na organizacdo
morfolégica foi restaurada. Na concentragdo de 15 g L™ e 30 g L' ndo foram observadas

alteracoes relevantes (Figura 11).
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Figura 11. Sessdes transversais da nervura central e mesofilo submetidas a coragdo com azul de toluidina em
clones de Corymbia torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) ap6s 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes trocas
gasosas (CO, de 14 € 25 uL L' s!) e concentracdes de sacarose (0, 15 € 30 g L'!). Ad = Epiderme adaxial. Pp =
Parénquima palicddico. Pe = Parénquima esponjoso. Ab = Epiderme abaxial. = = Abertura estomdtica. Co =
Colénquima. Xy = Xilema. Fl = Floema. Pf = Parénquima fundamental. Bf = Bainha do feixe. Ei = Espaco
intercelular. Gs = Glandula sebacea emergente. Barra = 200 pm.
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Na organizagdo anatdomica do caule, visualmente, foi observado aumento do didmetro,
area vascular e aparente maior lignificacdo do caule conforme houve maior disponibilidade de
sacarose no meio de cultura, independente da taxa de trocas gasosas, com exce¢do do CO1 na

maior taxa de trocas gasosas, onde nao foi notado alteracdes relevantes (Figura 12).

C01 C02

14 uLL" s” 25uLL"s" 14 uLL"s” 25puLL"s”

Figura 12. Sessdes transversais do caule submetidas a coragdo com azul de toluidina em clones de Corymbia
torelliana x C. citriodora (C01 e C02) ap6s 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes trocas gasosas (CO, de 14 e
25 uL L' s e concentragdes de sacarose (0, 15 e 30 g ). Co = Cértex. Me = Medula. Tv = Tecido vascular.
Gs = Glandula sebacea emergente. Barra = 200 pum.
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Enraizamento de microestacas e altura de muda ex vitro

Tanto a sobrevivéncia quando a altura das mudas apds 90 dias na condi¢do ex vitro,
foram favorecidas quando micropropagadas no meio de cultura com 15 g L sacarose,
independente da taxa de trocas gasosas, embora quando utilizado o ambiente com maior troca
gasosa, estes valores aumentaram. Na presenca das membranas permedveis a gases, a
auséncia e presenca 30 g L' de sacarose ndo diferiram entre si na sobrevivéncia das mudas,
enquanto na menor taxa de trocas gasosas o meio de cultura livre de sacarose proporcionou 0s

menores valores (Figura 13, a, b).
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O mesmo comportamento foi seguido na altura das mudas, exceto para o CO2 que teve
as menores alturas na presenca de 30 g L' sacarose em ambas taxas de trocas gasosas (Figura
13, ¢, d; Figura 14). Ocorrendo interagdo entre os fatores para as duas varidveis. Na maior
troca gasosa, em ambos os clones, a sobrevivéncia foi dobrada com 15 g L' sacarose quando
comparado a concentragio de e 30 g L' sacarose (Figura 13, a, b).

Foi observado, in loco, que das mudas sobreviventes, a auséncia de membranas e
presenca de 0, 15 e 30 g L' sacarose no CO1, promoveu crescente percentual de bifurcacdo
das mudas (0%, 12,5% e 54,16% respectivamente). No mesmo clone quando um ambiente de
maior troca gasosa foi utilizado, os valores se mantiveram ou reduziram para 0%, 6,25% e
28,83% respectivamente. A mesma tendéncia foi observada no C02, onde na auséncia de
membranas a bifurcacdo de mudas cresceu de acordo com a disponibilidade de sacarose (0%,
8,33% e 58,33% respectivamente), e se mantiveram ou reduziram para 0%, 5% e 37,5%

quando micropropagadas num ambiente de maior troca gasosa.
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Figura 13. Sobrevivéncia ex vitro das mudas (a, b) e Altura de muda (¢, d) em clones de Corymbia torelliana x
C. citriodora (CO1 e C02), aos 90 dias de idade em viveiro, apés 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes trocas
gasosas (CO, de 14 e 25 uL L! s!) e concentragdes de sacarose (0, 15 € 30 g L!). Letras maidsculas comparam
médias em diferentes taxas de trocas gasosas; letras mindsculas comparam médias em diferentes concentracdes
de sacarose. Médias seguidas de letras iguais ndo diferiram entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Valores representam as médias, (n = 4) + erro padréo.
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Figura 14. Mudas micropropagadas representativas de Corymbia torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) aos 90
dias de idade em viveiro, apés 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes trocas gasosas (CO, de 14 ¢ 25 pL L' s

1Y e concentragdes de sacarose (0, 15 ¢ 30 g L™!). Barra = 4 cm.
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4.2. Experimento II: Qualidade de luz

Desenvolvimento e produtividade de microestacas

Todos os parametros de crescimento avaliados in vitro foram afetados sob diferentes
qualidades de luz, havendo interacdo entre os fatores e dependéncia genotipica entre os clones
em todas as varidveis de crescimento (Figura 15 a-f). O niimero de microestacas > 1,5 cm < 2
cm, foi reduzido significativamente sob a luz LED branca para ambos os clones, enquanto a
luz LED azul e LED vermelho/azul 3:1, foram responsdveis pela maior produtividade de
microestacas para os clones CO1 e C02, respectivamente, ndo sendo observada diferenca nas
outras qualidades de luz (Figura 15 a).

A luz LED azul proporcionou aumento significativo da produtividade de microestacas
> 2 cm para ambos os clones (embora no COl ndo diferiu da luz fluorescente), quando
comparada com as médias mais baixas, que foram alcancadas na luz LED vermelho/azul (3:1)
para o C02 sem diferenca significativa da luz fluorescente. Também o clone CO1 na LED
vermelho/azul 3:1 ndo diferiu da luz LED branca (Figura 15 b).

Tanto o massa fresca quanto seca de folha tiveram suas médias aumentadas na luz Led
vermelho/azul (3:1) para o CO1, ndo diferindo da fluorescente, que por sua vez ndo diferiu da
luz LED azul. J4 no C02 apenas a LED vermelho/azul (3:1) aumentou significativamente o
massa fresca de folha, ndo apresentando diferenca quando comparada com a luz LED branca
para o massa seca. Na luz LED branca houve reducdo do massa fresca e seca de folhas nos
dois clones, contudo no CO1 ndo diferiu da luz LED azul (Figura 15 c,d).

Para o massa fresca de caule, a LED vermelho/azul (3:1) favoreceu o ganho de
biomassa em ambos os clones, enquanto a luz Led branca reduziu os valores para o CO1, sem
apresentar diferenca para a luz Led azul. No C02 as outras luzes nio diferiram entre si (Figura
15, e). O massa seca de caule foi negativamente afetado quando exposto a luz LED branca
para os dois clones, embora no C02 ndo diferiu significativamente da luz LED azul. A LED
vermelho/azul (3:1) elevou o ganho de massa seca em ambos os clones, porém para o CO1 ndo

diferiu significativamente da luz fluorescente e LED azul (Figura 15, f).
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Figura 15. Parametros de crescimento em clones de Corymbia torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) apds 30
dias de cultivo in vitro sob diferentes qualidades de luz. LF = Luz Fluorescente. LB = Led Branca. LV/A 3:1 =
Led Vermelho/Azul 3:1. LA = Led Azul. Nimero de microestacas > 1,5 cm < 2 cm (a). Nimero de microestacas
> 2 cm (b). Massa fresca de folha (mg) (c). Massa seca de folha (mg) (d). Massa fresca de caule (mg) (e). Massa
seca de caule (mg) (f). Letras maitdsculas comparam médias em diferentes clones; letras mintdsculas comparam
médias em diferentes qualidades de luz. Médias seguidas de letras iguais ndo diferiram entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Valores representam as médias (n=4) + erro padrio.
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Atividade da superoéxido dismutase

Para a superéxido dismutase houve interacdo entre os fatores. No CO1, a maior
atividade foi observada na luz LED azul, sem diferir da LED branca, enquanto as demais
luzes ndo diferiram entre si. Entretanto, no C02, a luz LED azul foi a responsdvel pela menor
atividade da SOD, sem diferir significativamente da luz Led vermelho/azul (3:1), enquanto

ndo foi observada diferenca entre as outras luzes (Figura 16).
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Figura 16. Atividade enzimadtica do estresse oxidativo para superéxido dismutase (SOD) em Corymbia torelliana
x C. citriodora (CO1 e C02) ap6s 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes qualidades de luz. LF = Luz
Fluorescente. LB = LED Branca. LV/A 3:1 = LED Vermelho/Azul (3:1). LA = LED Azul. Letras maitdsculas
comparam médias em diferentes clones; letras minudsculas comparam médias em diferentes qualidades de luz.
Meédias seguidas de letras iguais ndo diferiram entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Valores
representam as médias, (n = 4) £ erro padrio.

Caracterizacio anatomica

Em ambos os clones, visualmente, a luz LED vermelho/azul (3:1) aumentou os
espacos intercelulares, ao passo em que reduziu a presenca de parénquima lacunoso no
mesofilo. Enquanto a luz LED azul, presumivelmente, aumentou o adensamento dos
parénquimas palicddico e lacunoso, reduzindo substancialmente os espagos intercelulares. A
luz fluorescente, de forma aparente, induziu a formagdo de mesofilos menos espessos quando

comparado as demais qualidades de luz (Figura 17). J4 para o caule, no CO1l, o balanco
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vermelho/azul (3:1) reduziu o diametro e a luz LED azul o aumentou, visualmente. Nao sendo
observada diferencas relevantes para as outras qualidades de luz em nenhum dos clones

(Figura 18).

Co1 Cc02
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Figura 17. Sessdes transversais da nervura central e mesofilo submetidas a coracdo com azul de toluidina em
clones de Corymbia torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) apés 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes
qualidades de luz. LF = Luz Fluorescente. LB = Led Branca. LV/A 3:1 = Led Vermelho/Azul 3:1. LA = Led
Azul. Ad = Epiderme adaxial. Pp = Parénquima pali¢adico. Pe = Parénquima esponjoso. Ab = Epiderme abaxial.
— = Abertura estomdtica. Co = Colénquima. Xy = Xilema. Fl = Floema. Pf = Parénquima fundamental. Bf =
Bainha do feixe. Ei = Espago intercelular. Barra = 200 pm.
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Figura 18. Sessdes transversais do caule submetidas a coragdo com azul de toluidina em clones de Corymbia
torelliana x C. citriodora (CO1 e C02) apds 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes qualidades de luz. LF = Luz
Fluorescente. LB = Led Branca. LV/A 3:1 = Led Vermelho/Azul 3:1. LA = Led Azul. Co = Cértex. Tv = Tecido
vascular. Me = Medula. Gs = Glandula sebdcea emergente. Barra = 200 um.

4.3. Enraizamento de microestacas e altura de muda ex vitro

O enraizamento das microestacas, avaliadas por meio da sobrevivéncia e altura das
mudas produzidas na condi¢do ex vitro (viveiro) mostrou-se dependente da qualidade de luz
em que a planta foi micropropagada. A luz fluorescente apresentou resultados superiores de
forma expressiva quanto aos percentuais de sobrevivéncia e altura das mudas apds 90 dias em
ambos os clones, quando comparada principalmente com a luz LED branca, para os dois
gendtipos estudados (Figura 19 a,b; Figura 20). Ambos os parimetros ndo apresentaram

interagdo significativa, agindo de forma independente.
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Figura 19. a) Sobrevivéncia ex vitro das mudas. b) Altura de muda, em clones de Corymbia torelliana x C.
citriodora, aos 90 dias em viveiro, apds 30 dias de cultivo in vitro sob diferentes qualidades de luz. LF = Luz
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Fluorescente. LB = LED Branca. LV/A 3:1 = LED Vermelho/Azul (3:1). LA = LED Azul. Letras maitsculas
comparam médias em diferentes clones; letras mindsculas comparam médias em diferentes qualidades de luz.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferiram entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Valores
representam as médias, (n=4) + erro padrdo.

LF LB L V/IA 3:1 LA

Cco1

Cco02

Figura 20. Mudas na condig¢do ex vitro (viveiro) aos 90 dias de idade dos clones de Corymbia torelliana x C.
citriodora (CO1 e CO02), produzidas a partir do enraizamento das microestacas obtidas apds 30 dias de cultivo in
vitro sob diferentes qualidades de luz. L F = Luz Fluorescente. L B = LED Branca. L V/A 3:1 = LED
Vermelho/Azul 3:1. L A = LED Azul. Barra =4 cm.

5. DISCUSSAO

Alteragdes no ambiente in vitro controlam o crescimento, desenvolvimento e
metabolismo de plantas micropropagadas. Aqui fica demonstrado que um ambiente com baixa
troca gasosa e presenca de 15 g L' sacarose favorecem a produtividade de propégulos,
enquanto a sacarose proporciona ganho de biomassas frescas de folhas e caules.

Um ambiente com menor troca gasosa limita a entrada de CO:2 e principalmente,
aumenta a umidade relativa do ar (ALVES et al., 2024; KIRDMANEE et al., 1995; KOZAI et
al., 2005; ), proporcionando as plantas micropropagadas acumularem maior teor de d4gua em
seus tecidos. Agrega-se ainda, o uso da sacarose como abundante fonte de energia de rdpida
disponibilizagdo para crescimento vegetal (NGUYEN, et al, 2020; KOZAI 2010),
aumentando a capacidade da planta de fixar CO, (BADR et al., 2015). Com energia e dgua
facilmente disponibilizadas, a planta investe em maior nimero de brotacdes e também
brotacdes mais alongadas. Em contrapartida, a ado¢do de um sistema com maior troca gasosa

ocasionou em acumulo de biomassa seca em folhas e caules, em razdo do ambiente com
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menor umidade propiciar tecidos menos hidratados. Batista et al. (2017), também
encontraram maior massa seca com trocas gasosas aumentadas.

O aumento das trocas gasosas elevou substancialmente o conteido de pigmentos
fotossintéticos e maior fotossintese in vitro. E reportado que plantas de Ananas comosus
(ALVES et al., 2024), Vernonia condensata (FORTINI et al., 2021) e Capsicum annuum
(BATISTA et al., 2017), também tiveram seus teores de clorofilas a, b, total e carotenoides
aumentados sob trocas gasosas mais elevadas. Ambientes com maiores niveis de CO> tém
promovido aumento da expressdo de genes relacionadas ao metabolismo e sintese de
clorofilas, facilitacdo da fotossintese e rendimento fotossintético (SONG et al., 2020; XU, et
al., 2020). Temos ainda que ambientes in vitro de baixa ventilacio acumulam etileno em sua
atmosfera (NGUYEN et al., 2020), que por sua vez, € um importante agente indutor da
degradacao de clorofilas (LI et al., 2023b).

A reducdo da fotossintese in vitro também pode ocorrer pelo aumento de sacarose no
meio de cultura (Figura 6 b). Nas maiores concentragdes de sacarose, foi observada reducao
da competéncia fotossintética para Ananas comosus (ALVES et al., 2024) e Eryngium
foetidum (SILVA et al., 2024). O aumento da sacarose afeta a assimilacao liquida de CO; pela
fotossintese, devido a regulagdo negativa entre a atividade enzimdtica da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase [RuBisCO] e a sacarose (DESJARDINS et al., 1995; LOBO
et al., 2015).

Um ambiente com maiores niveis de CO> também resultou em acimulo de amido e
actcares soliveis em plantas (DONG et al., 2018; GAMEZ et al., 2020; XU et al., 2014),
corroborando com os resultados obtidos neste estudo. Foi observado que o aumento na
fotossintese em funcido da maior disponibilidade de CO., ocasionou acimulo expressivo de
amido e acucares soliveis em folhas de Phaseolus vulgaris, o qual foi relacionado pelos
autores ao aumento da atividade da sacarose-fosfato sintase (SPS) e da adenosina-5'-
difosfoglicose pirofosforilase (AGP), que sdo as principais enzimas envolvidas no uso do
carbono pelas plantas (PRASAD et al., 2004).

A presenca de membranas permedveis a gases também elevou as concentracdes de
malato, fumarato, prolina, aminoécidos totais e proteinas neste estudo. A sintese de malato e
proteinas totais sdos impulsionadas em graos e glumes de trigo, respectivamente, quando ha
maior disponibilidade de CO> no ambiente (GAMEZ et al., 2020). Uma cascata enzimatica
eficaz foi alcancada utilizando condi¢des aerdbicas (+CO2) e amido para melhorar em 95% a
producdo de malato (SHI et al., 2019), que posteriormente é desidratado e convertido em

fumarato (TAKEUCHI, M.; AMAO, 2023).
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A prolina e outros aminodcidos sdo documentados como sendo relacionados no
processo de protecdo da planta a desidratacdo, ocorrendo grande acimulo em seus tecidos
quando cultivadas em ambientes com menor disponibilidade de dgua (VERSLUES;
SHARMA, 2010). Condizente com os resultados aqui encontrados, pois a presenca de
membranas reduz substancialmente a umidade do interior do frasco ao permitir maior troca
gasosas com o ambiente externo, inclusive, promovendo a desidratacdo do meio de cultura
onde a planta € cultivada.

A atividade enzimdtica da superéxido dismutase foi aumentada na presenca de
membranas (Figura 10). Concentra¢des maiores dessa enzima, podem estar ligadas ao estresse
oxidativo causado em ambientes ricos em CO,. Para Fortini et al. (2021), concentra¢des
crescentes de sacarose e a maior troca gasosa também aumentam o conteido de fendis.
Resultados semelhantes foram alcancados nesta pesquisa. A presenca de maior concentragao
de CO; eleva a assimilacdo de carbono pela fotossintese, podendo modificar a particio de
fotoassimilados para o metabolismo secundério, aumentando a capacidade antioxidante total
(AUSTEN et al., 2019; DONG et al., 2018).

A micropropagagao de Corymbia torelliana x C. citriodora em ambiente com maior
troca gasosa elevou a sobrevivéncia ex vitro e altura de mudas, principalmente quando uma
concentracdo de 15 g L! de sacarose foi utilizada (Figura 13). Como reportado anteriormente,
a presenca de maior troca gasosa com o ambiente externo elevou o conteido de pigmentos
fotossintéticos e fotossintese na concentracdo intermedidria de sacarose, facilitando a
aclimatacdo da planta ao ambiente ex vitro. Em Ananas comosus o uso de membranas
permedveis a gases e a redugiio da sacarose para 10 g L™ durante a micropropagacio também
resultou na maior sobrevivéncia ex vitro de plantas (ALVES et al., 2023). A auséncia de
sacarose aqui resultou nos indices de sobrevivéncia e altura de muda mais baixos, embora,
quando avaliada na presenca de membranas, ndo diferiu da concentragdo mais elevada de
sacarose. Nota-se ainda, que a presenca de 30 g L' de sacarose gerou plantas bifurcadas
(Figura 14).

As diferentes qualidades de luz utilizadas na micropropagacdo dos hibridos aqui
avaliadas, mostraram-se altamente influentes no crescimento e desenvolvimento das plantas,
ficando demonstrado que os clones podem responder de formas distintas para um mesmo
estimulo luminoso. Embora tenha havido grande oscilacdo nas respostas aos parametros de
crescimento, a luz azul proporcionou maior nimero de brotagdes > 2 cm para ambos 0s

clones, enquanto a luz vermelho/azul 3:1 aumentou a biomassa.
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Em plantas de Achillea millefolium foi alcancado maior comprimento de parte aérea
sob luz azul (ALVARENGA et al., 2015). Também ¢é recomendada a luz azul na regeneracao
de brotos (GUPTA; KARMAKAR, 2017) e como estimulador da sintese de clorofilas
(GUPTA; KARMAKAR, 2017; HOFFMANN et al., 2015). O que pode estar relacionado ao
maior crescimento de parte aérea em plantas micropropagadas sob luz azul. Em Lippia
rotundifolia a presenca do espectro de luz vermelha combinada com azul aumentou o
actimulo de biomassa, o que foi associado pelos autores a maior susceptibilidade do fitocromo
a esse espectro (HSIE et al., 2019). Em Pfaffia glomerata a combinacdo de luz vermelho/azul
1:1 também favoreceu o acimulo de biomassa (SILVA et al., 2020). A luz vermelho/azul 1:1
aumentou a divisdo celular em Populus euramericana influenciando assim no acimulo de
biomassa (KWON et al., 2015).

Grande variagdo de respostas antioxidantes foram obtidas entre as luzes testadas e
entre os clones. O clone CO2 expressou menor atividade da SOD na luz azul, enquanto o CO1
expressou os maiores valores na mesma luz (Figura 16). Em condi¢des de estresse luminoso,
as plantas tendem a absorver mais luz para a fotossintese e o excesso de excitacdo luminosa
pode causar fotoinibicdo da fotossintese e também produzir espécies reativas de oxigénio
(ROS), que para serem eliminadas, a planta eleva sua concentracdo de antioxidantes (SHAO
et al., 2020).

A luz mostrou-se fundamental no processo de enraizamento e sobrevivéncia ex vitro
nos clones estudados. A luz fluorescente foi a mais adequada no enraizamento e
desenvolvimento para ambos os clones. Resposta semelhante ao enraizamento foi obtida para
clones de Eucalyptus saligna, E. microcorys, E. pilularis e C. torelliana (SOUZA et al.,
2022a). Na contramdo de outras espécies que tem melhores respostas sob a luz led branca
(BATISTA et al., 2018), as mudas dos hibridos de Corymbia aqui avaliadas alcancaram
melhor desenvolvimento e enraizamento ex vitro sob a luz fluorescente e o pior sob a luz Led
branca. A luz fluorescente utilizada, apresentou espectro abrangente, englobando
comprimento de onda de 380 nn a 680 nn, com menores picos de irradiancia (Figura 2). Essa
amplitude e os picos de irradidncia atenuados, podem ter contribuido para melhor
enraizamento ex Vitro.

Como demonstrado, o material genético, a presenca de trocas gasosas, o nivel de
sacarose e também a qualidade de luz, representam fortes fontes de variacdo na cultura de
tecidos, provocando alteragdes morfoldgicas, anatdomicas e fisiologicas, devendo ser destinada
especial aten¢do a estes fatores na microprogacdo de plantas, como demonstrado nesta

pesquisa para os dois clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora avaliados.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que:

1)

2)

3)

O ambiente com 25 pL L' s e uso de 15 g L' de sacarose no meio de cultura,
proporcionaram maior crescimento € desenvolvimento de brotagdes na
micropropagacdo dos dois clones hibridos de Corymbia torelliana x C.

citriodora, apresentando comportamento fotomixotréfico in vitro.

O uso de membranas permedveis a gases aumentou a fotossintese e a atividade
dos compostos metabdlicos, aumentou a atividade da enzima superdxido
dismutase e levou a maiores percentuais de enraizamento das microestacas

obtidas, bem como no crescimento das mudas produzidas.

O espectro de luz azul mostrou-se o mais adequado no alongamento de
microestacas in vitro, entretanto a luz fluorescente utilizada na micropropagacao
proporcionou brotagdes com maior resposta ao enraizamento das microestacas ex

vitro, com subsequente produ¢ao de mudas melhor desenvolvidas.
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