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RESUMO

O género Corymbia destaca-se por ter espécies resistentes a estresses abidticos e bioticos,
e densidade alta da madeira, ideal para serraria, dormentes, mourdes, postes, construcdes
pesadas, lenha e carvdo. Devido a expansdo dos plantios para areas ndo convencionais e
a busca para melhoria da matéria prima final, tem ampliado as combinacg®es hibridas.
Porém, a maioria dessas especies apresenta dificuldade no enraizamento adventicio por
estaquia e/ou miniestaquia, principalmente se tratando de material vegetativo adulto.
Nesse sentido, a presente proposta tem por finalidade aperfeicoar os procedimentos da
cultura de tecidos da espécie Corymbia maculata, por meio do resgate de matrizes adultas
e pela definicdo de um protocolo de micropropagacdo, com potencial para aplicagdo em
programas de melhoramento. Para a multiplicacdo de gemas axilares foram utilizadas
brotacdes oriundas do estabelecimento in vitro de duas matrizes adultas, onde se avaliou
concentracdes de cloro ativo [0,000%; 0,001%; 0,003% e 0,005% (v/v)] e duas
concentracdes de BAP (0,5 mg Lte 1,0 mg L™?). O nimero de gemas emitidas, clorose,
oxidacdo e contaminacdo fungica foram avaliados no final de cada subcultivo. Para o
alongamento de brotacdes foram testadas concentrac6es de cloro ativo [0,000%; 0,001%;
0,003% e 0,005% (v/v)] e duas concentragdes de ANA (0,5mg L1e 1,0 mg L?), além de
trés trocas gasosas (mixotrofismo). Foi avaliada aos 60 dias oxidagdo, vigor,
comprimento de brotos, nimero médio de brotacdes por explante, pigmentos
fotossintéticos e anatomia foliar. No enraizamento foi realizado um pré-tratamento,
utilizando meio de cultura suplementado com 5 mg L de AIB, apos trés dias de
inoculacdo as brotacdes foram transferidas para um novo tratamento. Esse novo
tratamento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
(3x2x2), testando trés tempos de exposicdo ao AIB (0, 24 e 48 horas), luminosidade
(presenca e auséncia de luminosidade) e duas concentragdes de carvao ativado (auséncia
e 100 mg L™). Vinte brotages foram utilizadas por repetigdo. Transcorridos 45 dias de
inducdo do enraizamento foram avaliados a porcentagem de sobrevivéncia e
enraizamento, além do vigor, oxidacdo e anatomia da raiz. A multiplicacdo in vitro de
gemas axilares foi melhor quando se utilizou concentracdo reduzida de cloro ativo
[0,001% (v/v)] combinada com 0,50 mg L* de BAP e/ou 0,05 mg L de ANA. O
alongamento das brotacdes depende de auséncia de cloro ativo, e suplementacdo do meio
de cultura com 0,5 mg L* de ANA e 0,05 mg L de BAP, e trés membranas porosas. O
enraizamento in vitro apresentou baixo percentual (+5,08%), sendo recomendada a
auséncia de luminosidade e carvdo ativado. As raizes formadas foram vigorosas e
apresentaram conexao com o cambio vascular.

Palavras - chaves: Propagacéo vegetativa; Cultivo in vitro; Trocas gasosas.



ABSTRACT

The Corymbia genus stands out for having species resistant to abiotic and biotic stresses,
and high density of wood, ideal for sawmills, sleepers, posts, posts, heavy constructions,
firewood and coal. Due to the expansion of plantations to unconventional areas and the
quest to improve the final raw material, hybrid combinations have expanded. However,
most of these species have difficulty in adventitious rooting by cuttings and/or mini-
cuttings, mainly in the case of adult vegetative material. In this sense, the purpose of this
proposal is to improve the procedures for tissue culture of Corymbia maculata, by
rescuing adult matrices and by defining a micropropagation protocol, with potential for
application in breeding programs. For the multiplication of axillary buds, nodal segments
from the in vitro establishment of two adult matrices were used, where concentrations of
active chlorine [0.000%; 0.001%; 0.003% and 0.005% (v/v)] and two concentrations of
BAP (0.5 mg L™ and 1.0 mg L™%). The number of buds emitted, chlorosis, oxidation and
fungal contamination were evaluated at the end of each subculture. For Elongation phase,
concentrations of active chlorine [0.000%; 0.001%; 0.003% and 0.005% (v/v)] and two
concentrations of NAA (0.5 mg L and 1.0 mg L), in addition to three gas exchanges
(mixotrophism). At 60 days, oxidation, vigor, shoots length, average number of shoots
per explant; photosynthetic pigments and leaf anatomy were evaluated. In rooting, a
pretreatment was performed, using culture medium supplemented with 5 mg L of IBA,
after three days of inoculation, the shoots were transferred to a new treatment. This new
treatment was conducted in a completely randomized design, in a factorial arrangement
(3x2x2), testing three times of exposure to IBA (0, 24 and 48 hours), luminosity (presence
and absence of light) and two concentrations of charcoal activated (absence and 100 mg
LY. Twenty shoots were used by repetition. After 45 days of adventitious rooting
induction, the percentage of survival and rooting were evaluated, in addition to the vigor,
oxidation and root anatomy. The in vitro multiplication of axillary buds was better when
using a reduced concentration of active chlorine [0.001% (v/v)] combined with 0.50 mg
L of BAP and / or 0.05 mg L of NAA. Elongated shoots depend on the absence of
active chlorine, and supplementation of the culture medium with 0.5 mg L of NAA and
0.05 mg L of BAP, and three porous membranes. In vitro rooting showed a low
percentage (£5.08%), with the absence of luminosity and activated carbon being
recommended. The roots formed were vigorous and showed a connection with the
vascular cambium.

Keywords: Vegetative propagation; In vitro cultivation; Gas exchange.
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1 INTRODUCAO

O Brasil vem ocupando destaque no setor florestal ha algumas décadas,
principalmente pelos progressos alcangados em adaptacdo fisiologica, produtividade,
qualidade da madeira e resisténcia a doencas (REIS et al., 2014). Contudo, devido a
expansdo dos plantios para areas ndo convencionais e a busca para melhoria da matéria
prima final, tem ampliado as combinac@es hibridas. Assim, espécies pertencentes ao
género Corymbia e alguns de seus hibridos interespecificos tém sido correntemente
mencionadas como de vital importancia quanto aos aspectos de qualidade da madeira e
adaptacdo as condi¢cdes ambientais (RESENDE et al., 2011).

O enraizamento das espécies desse género € dificil de ser realizado, em razéo do
envelhecimento ontogenético, assim como, por apresentar maior densidade de madeira.
Contudo, o rejuvenescimento dos propagulos em estagio adulto tem permitido avangos
significativos na propagacdo in vitro (TRUEMAN et al., 2018). Dessa forma, a
micropropagacao utilizando gemas axilares, tem sido uma alternativa para contornar essa
adversidade, uma das razGes para o estimulo ao uso de clones de hibridos interespecificos
(XAVIER et al., 2013).

O processo de micropropagacdo depende de varios fatores, o que pode limitar o
processo de clonagem, a redu¢do da contaminagdo do meio de cultura é um dos principais
desafios enfrentados nesse processo, por isso, é importante esterilizar o meio, a fim de
evitar fontes de contaminacéo e eliminar possiveis microorganismos (MEDJEMEM et
al.,, 2016). Nesse contexto, aumentaram as pesquisas envolvendo a adequacdo de
protocolos mais eficientes de esterilizacdo, assim como conhecimento do ambiente mais
eficiente para o sistema (MEDJEMEM et al., 2016; BIANCHETTI et al., 2017).

Em vista da melhoria dos sistemas convencionais de cultivo in vitro, a utilizacéo
de membranas permeaveis nos recipientes favorece o crescimento das plantas em
sistemas fotomixotroficos ou fotoautotroficos, acarretando em maior funcionalidade das
plantas e menor perda durante o processo de transferéncia ex vitro (MARTINS et al.,
2019). Vérios fatores ambientais podem influenciar a morfogenética in vitro, dentre eles
pode-se citar a luminosidade, temperatura, agentes oxidantes, reguladores de
crescimento, etc (HERINGER et al., 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a esterilizacéo
quimica e o mixotrofismo na micropropagac¢éo de Corymbia maculata com idade superior
a 40 anos, visando o aperfeicoamento das técnicas de cultivo in vitro da espécie, inclusive

um protocolo eficiente para ser aplicado nos programas de melhoramento da espécie.
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2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Resgatar matrizes adultas por meio da inducédo de brotagdes epicdrmicas;

e Determinar a melhor concentracdo de BAP e ANA nas fases de multiplicagéo e
alongamento;

e Avaliar a eficiéncia das membranas millipore para as trocas gasosas na fase de
alongamento;

e Analisar a eficiéncia do cloro ativo nas fases de multiplicagdo e alongamento;

e Avaliar se 0 uso se carvdo ativado e/ou luminosidade favorecem a fase de

enraizamento.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Corymbia maculata Hill & Johnson

As espécies pertencentes aos géneros Eucalyptus e Corymbia sdo as folhosas mais
amplamente distribuidas e plantadas de todo o mundo, suas areas sdo de
aproximadamente 20 milhdes de hectares. (TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018).
Esses géneros fazem parte da familia Myrtaceae, compreendendo mais de 700 espécies
nativas da Oceania(CHENG et al., 2009).

Corymbia maculata Hill & Johnson é uma arvore ereta, com alturas entre 35 a 45
m e DAP de 1 a 1,3 m. Quando plantada em sitios bons pode atingir 70 m de alturae 3 m
de DAP, ja em sitios com solos pobres pode ter de 20-35 m de alturae 0,7 a 1,2 m. Ocorre
naturalmente em Queensland, Mottl e Range, nordeste de Orbost no leste de Victoria na
Australia (REIS et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo natural de Corymbia maculata na Australia.
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Fonte: REIS et al. (2014).

Essa espécie ocorre naturalmente, em altitudes que variam de 650 metros a 1.600
metros. Com temperaturas médias de 4°C e 6°C, nos meses mais frios, e 22°C e 35°C,
nos meses mais quentes. A precipitacdo pluviométrica média anual esta entre 680 mm e
1.700 mm. Pode ocorrer em Varios tipos de solos, porém, ocorre preferencialmente em
encostas de vales e em cumes, onde os solos ndo sdo muito secos. Apresenta baixa
tolerancia a solos mal drenados e desenvolvimento diferenciado em solos bem drenados
e de textura moderadamente pesada, em razdo da presenca de xisto (REIS et al., 2014).

Corymbia maculata é considerada uma espécie invasora em alguns ambientes em
sua area de distribuicdo natural (METRO TREES, 2012). A espécie possui ramagem
longa e robusta, com copa arredondada ou aberta. As folhas juvenis sdo opostas, elitico
ovaladas, ocasionalmente peltadas e verdes - claras. As folhas maduras sdo alternas,
lanceoladas, verde-escuras, brilhantes e coriaceas. Possui nervura principal de cor
amarelada e bem saliente, com 10 cm a 15 cm de comprimento e peciolo de 1,5 cma 2,0
cm (REIS et al., 2014).

De acordo com Lorenzi et al. (2003), as inflorescéncias estdo dispostas em
paniculas em formato de umbela, sendo grandes, terminais e axilares. Os botbes sdo

ovoides, grandes, pedunculados, com ponta aguda e produzem flores grandes com
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estames brancos. Os frutos s@o do tipo capsula, cilindrico - ovoides, deiscentes, com
valvas afundadas/inclusas. Normalmente, os frutos ndo apresentam rugosidades. As
sementes sdo pequenas, com coloracdo vermelho - escura (REIS et al., 2014).

A madeira de C. maculata apresenta alburno de coloracgéo clara e cerne que varia
de castanho-claro a castanho-escuro, devido a presenca de veias de resina denominadas
de “kino”. Em geral, possui durabilidade natural que varia de durdvel a moderadamente
durével e boa resisténcia mecénica. As estimativas de densidade bésica podem chegar a
0,745 g cm3e 1,080 g cm™ a depender da idade (BOLAND et al., 2006).

Em geral, a madeira tem sido utilizada em cabos de ferramentas de alto impacto,
construcdo civil, engenharia pesada, esquadrias, estacas, lenha, mourdes, moveis, painéis
de compensados, pisos, postes, producéo de carvao vegetal e serraria (GOLFARI et al.,
1978; FERREIRA, 1979; LORENZI et al., 2003; ROB, 2004; BOLAND et al., 2006;
MCMAHON et al., 2010).

A espécie C. maculata possui adaptacdo a varias condi¢cdes ambientais brasileiras
e qualidade da madeira com aptiddo para usos multiplos, porém, se encontra em fase
inicial de melhoramento genético no Brasil (REIS et al., 2014). Porém, as matrizes
selecionadas geralmente se encontram na fase adulta, uma das grandes dificuldades em

se propagar esses materiais, 0 que pode dificultar os cruzamentos interespecificos.

3.2 Rejuvenescimento/ revigoramento de matrizes adultas in vitro

Um dos objetivos da clonagem é propagar material genético superior, mas
geralmente no setor florestal essa fonte de propagulo se encontra na fase adulta, onde a
propagacao vegetativa desse material pode ser limitante, dado a maturidade dos tecidos
da planta, denominada idade ontogenética. (BACCARIN et al., 2015; WENDLING;
TRUEMAN; XAVIER, 2014a).

A idade ontogenética pode ser revertida por métodos que atrasam a maturacédo do

material ou induzem a juvenilidade (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014b).
Os principais métodos utilizados para o resgate de individuos adultos sdo: anelamento
(BACCARIN etal., 2015), decepa (BACCARIN et al., 2015; TRUEMAN; MCMAHON;
BRISTOW, 2013), brotacdes epicormicas (BACCARIN et al., 2015; WENDLING et al.,
2013), miniestaquia (BACCARIN et al.,, 2015; BRONDANI et al., 2010) e
micropropagacdo (BACCARIN etal., 2015; BRONDANI et al., 2012). Levando em conta
o gradiente de juvenilidade existente dentro da planta, a decepa é a técnica mais usual
para o0 resgate de material adulto visando a clonagem (BACCARIN et al., 2015;
WENDLING et al., 2013).



18

As espécies lenhosas geralmente possuem um gradiente de juvenilidade, onde a
maturagdo € maior nos meristemas apicais, assim a regido proxima a base apresenta
menor idade ontogenética e algumas de suas caracteristicas juvenis sdo mantidas. As
brotacdes quando extraidas proximas a base da arvore possuem maior capacidade de
enraizamento adventicio e vigor radicular, por isso se recomenda o resgate de matrizes
adultas pelo uso de brotacdes coletadas proximas a base (WENDLING; TRUEMAN;
XAVIER, 2014b).

Dessa forma, a escolha de brotagdes constitui uma das etapas fundamentais para
0 resgate de matrizes em estagio adulto, em que a utilizacdo de explantes com
caracteristicas juvenis garantem o sucesso da micropropagacéo, e essas brotacfes sdo a
principal fonte de explante utilizado para experimentos de propagagdo in vitro
(OLIVEIRA, 2014).

A maturacdo de materiais genéticos adultos é resultado de um processo continuo
de alteracdes na taxa de crescimento, frequéncia de desenvolvimento reprodutivo, além
de mudancas morfoldgicas, por estarem localizadas em regides de meristema, a
maturacao pode ter diferentes niveis, o que dificulta ainda mais o resgate de matrizes em
estagio adulto (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014b).

O rejuvenescimento é definido como o retorno da maturagdo no decorrer da
reproducdo sexual e formagdo de embrides, também pode ser revertido como métodos
culturais, como poda, enxertos e principalmente por meio da técnica de micropropagacéo
(WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014a, 2014b).

O rejuvenescimento trata-se de uma tentativa de reducdo da idade ontogenética,
que pode ser alcangado por meio de varios subcultivos in vitro de brotagdes extraidas
préximas a base, utilizando meios de cultura ricos em citocininas, que iram estimular as
divisbes e multiplicacdo celulares (TITON et al., 2003; WENDLING; TRUEMAN;
XAVIER, 2014a).

As brotacdes epicormicas extraidas de gemas é um método de rejuvenescimento
de arvores adultas que mantém caracteristicas juvenis. As gemas sdo formadas durante as
fases de crescimento da planta (WENDLING et al., 2013), sendo uma excelente fonte de

explantes para experimentos in vitro.

3.4 Micropropagacao

Um dos grandes desafios da silvicultura clonal é desenvolver métodos eficientes

de propagacédo para espécies que naturalmente possuem dificuldade de enraizamento de
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propagulos (TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018). Dentre as diferentes técnicas
aplicadas ao cultivo in vitro, a micropropagacao € a mais utilizada pela rapida geragéo de
plantas e com aplicagdes comprovadas (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013).

A micropropagacao é uma técnica da cultura de tecidos que busca reproduzir
plantas idénticas a planta mée, também conhecidas como propagacao vegetativa in vitro
(CARVALHO et al., 2011). As fases da micropropagacgéo incluem desde a selecéo do
explante que possibilita uma cultura livre de contaminantes, até a multiplicagdo de
propagulos vegetativos, considerando todas as etapas do cultivo, como o enraizamento,
alongamento e aclimatizacdo das mudas obtidas (XAVIER; WENDLING; SILVA,
2013).

As fases sdo: Fase | - selecdo de explantes, desinfestacdo e estabelecimento da
culturaem condicdes in vitro; Fase 11 - multiplicacdo dos propagulos através de sucessivas
subculturas em meio de cultura adequada a propagacdo; Fase Ill- enraizamento e
alongamento dos propégulos vegetativos obtidos no estadio anterior e Fase IV -
aclimatizacdo das plantas obtidas na condicéo in vitro para a condigéo ex vitro (XAVIER;
WENDLING; SILVA, 2013).

Os estudos relacionados a micropropagacdo com espécies do género Eucalyptus
sdo remetidos principalmente as espécies mais plantadas comercialmente. Para as demais
sdo feitas simulagdes empiricas de protocolos, uma vez que ndo se tem defini¢des das
dosagens ideais de reguladores de crescimento por exemplo. A multiplicacdo de brotos in
vitro de eucaliptos tem sido geralmente realizada em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) suplementados com aditivos organicos, outros meios de proliferacdo séo WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980), JADS (CORREIA, 1995), White (WHITE, 1963) e B5
(GAMBORG et al., 1968).

A morfogenética in vitro é fortemente influenciada pelos reguladores de
crescimento ou substancias reguladoras de crescimento vegetal, compostos sintéticos
incluidos no meio de cultura, que em quantidade pequena pode estimular, inibir ou
modificar o crescimento e desenvolvimento do explante in vitro. Reguladores de
crescimento sdo adicionados ao meio com a funcdo de induzir resposta fisiologica de
acordo com o objetivo proposto, sendo bastante utilizados nos protocolos de
micropropagacao de diferentes espécies (CARVALHO et al., 2011).

Para as espécies de eucalipto o crescimento desses brotos é promovido por
citocininas com concentragdes entre 0,44 - 6,66 mg L™ de BA, ocasionalmente, 0,23 -

9,29 mg Lt de cinetina que sdo adicionadas aos meios de multiplicagdo (TRUEMAN;
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HUNG; WENDLING, 2018). As vezes, as citocininas s&o suplementadas com auxinas,
geralmente 0,05 a 5,4 mg L™ de ANA (TRUEMAN; HUNG; WENDLING, 2018).

O rejuvenescimento de Eucalyptus através da micropropagacao é capaz de manter
a estabilidade do material, evitando a desdiferenciacdo e rediferenciacdo de células
(NEGI; SAXENA, 2010). Entretanto, conforme a cultura vai sendo multiplicada e
subcultivada in vitro, pode ser que ocorra variagbes somaclomais, principalmente se a

proliferacdo de brotos passarem por alguma fase intermediaria de calo.

3.5 Esterilizacdo quimica do meio de cultura

A diminuicdo da contaminacdo dos meios de cultura € um dos principais desafios
enfrentados no processo de propagacdo de plantas, por isso, é de suma importancia
esterilizar o meio, a fim de evitar fontes de contaminacdo e eliminar possiveis
microorganismos (MEDJEMEM et al., 2016). O processo de esterilizacdo envolve 0 uso
de procedimentos fisicos e quimicos, como autoclave, irradiacdo UV, micro-ondas e
técnicas quimicas (WANG et al., 2011).

O método mais usado é a esterilizagdo a vapor (autoclavagem), devido ao baixo
custo e facilidade de manuseio dentro do laboratério (ZHANG et al., 2006). No entanto,
ao utilizar esse procedimento, algumas reacdes podem ocorrer e decompor certos
componentes do meio, como por exemplo, proteinas, vitaminas e carboidratos, o que pode
acarretar em mudangcas no meio de cultura, e dessa forma comprometer o
desenvolvimento das plantas. Assim, o uso de matérias-primas como hipoclorito de sédio,
peréxido de hidrogénio, etanol, cloreto de mercurio, agua de bromo, nitrato de prata e
antibidticos, estdo se tornando de grande interesse principalmente devido ao menor preco
desses materiais (MEDJEMEM et al., 2016).

A esterilizacdo quimica utilizando hipoclorito de sodio (NaOCI) e perdéxido de
hidrogénio (H20>) ja foi testada para eliminar contaminantes do meio de cultura, porém
ndo obteve aplicacdo comercial, principalmente por dificuldade de uso pratico
(CARDOSO et al., 2012). Outros agentes também ja possuem atividade comprovada,
como o diéxido de cloro liquido (Cl2), um potente agente antibacteriano, fungicida e
viricida (SREBERNICH, 2007), etanol (C2HsOH), cloreto de mercurio, &gua de bromo,
nitrato de prata e antibidticos (TIWARI et al., 2012).

Hipoclorito de sédio e peroxido de hidrogénio tem sido sugerido para esterilizacéo
de meio de cultura na micropropagacao de orquideas e abacaxi (YANAGAWA et al.,
1995; TEIXEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2006). Sawant e Tawar (2011) utilizaram
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hipoclorito de sddio como esterilizante de meio durante micropropagacédo de cana-de-
acucar. Brondani et al. (2013) no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii obteve
sucesso com concentragdes de 0,001% e 0,003% de cloro ativo sem autoclavagem. Os
resultados indicaram que a esterilizacdo quimica por meio do uso de 0,001% e 0,005%
de cloro ativo auxiliou no controle da proliferacdo de bactérias e fungos no meio de
cultura e ndo afetou o desenvolvimento dos explantes de Cochlospermum regium
(GAVILAN et al., 2018). Furlan et al. (2018) em cultivo de Bambusa vulgaris utilizando
cloro ativo suplementado ao meio de cultura obteve uma reducdo na contaminagéo por
fungos e bactérias nos explantes, além de aumento da sobrevivéncia e desenvolvimento
das brotacdes dos explantes.

No entanto, esses agentes ndo tém sido utilizados na prética, pois tanto o agente
esterilizante quanto a concentracdo deste adicionada ao meio nutritivo podem causar
problemas de fitotoxidade nas plantas, devido ao escurecimento dos tecidos e inibi¢do do
crescimento em condigdes in vitro (MBAH; WAKIL, 2012; RIBEIRO; TEIXEIRA;
BASTOS et al., 2011).

Como o NaOCI possui uma forte propriedade oxidante que o torna altamente
reativado com aminoacidos, &cidos nucléicos, aminas e amidas, é altamente eficaz contra
todos os tipos de bactérias, fungos e virus. A reacdo geral entre aminoacidos e NaOCI
produz o respectivo aldeido, NH4Cl e CO2. Assim, durante o processo de esterilizagdo, o
contato direto do tecido com NaOCI, dependendo de sua concentracdo, periodo de

aplicacdo e temperatura, pode ter um efeito perigoso sobre o tecido (YILDIZ et al., 2012).

3.6 Mixotrofismo no cultivo in vitro

As plantas ao serem submetidas as condi¢bes de cultivo in vitro podem
desenvolver disturbios fisiolégicos e anatdbmicos (MARTINS et al., 2019). Os métodos
convencionais de propagacao in vitro, consistem de recipientes selados, que retém alta
umidade relativa, trocas gasosas reduzidas, baixa densidade de fluxo de f6ton ativado,
flutuacdo elevada de COg, alto teor de agucar, sal e horménios vegetais no meio de cultura
(RODRIGUES et al., 2014).

Uma das maiores dificuldades da cultura de tecidos vegetais esta relacionada a
capacidade de sobrevivéncia das plantas micropropagadas em ambiente externo
(ALFONSO et al., 2017). O uso de recipientes que permitem as trocas gasosas pode
reduzir a exigéncia de concentragdes altas de fontes de carboidrato, como ,por exemplo,

a sacarose, uma vez que, estas permitem uma substituicdo continua de CO2 no ambiente



22

de cultivo, além de reduzir o acimulo de etileno dentro dos recipientes (MARTINS et al.,
2019).

Recipientes com membranas ou filtros possuem a capacidade de induzir culturas
fotomixotroficas, os tipos de fechamento de recipientes que garantem melhor ventilagdo
atuam positivamente na qualidade das plantulas in vitro (ZAHARA; DATTA;
BOONKORKAEW, 2016; WU et al., 2018). A utilizacdo de membranas permeaveis
favorece as plantas cultivadas in vitro a crescer fotomixotroficamente ou
fotoautotroficamente, acarretando em maior enraizamento das plantas e menor perda
durante o processo de transferéncia ex vitro (MARTINS et al., 2019).

O crescimento fotoautotréfico in vitro, para muitas espécies de plantas pode
aumentar consideravelmente a concentragédo de CO2 e reduzindo a umidade relativa no
interior do recipiente (IAREMA et al., 2012). O ambiente in vitro é bem diferente do
ambiente ex vitro, 0 que pode causar mudancas morfologicas e anatdbmicas, como
funcionamento dos estomatos, desenvolvimento da cera epicuticular, brotos alongados,
baixa concentracdo de clorofila, hiperhidricidade, baixa taxa de crescimento, baixo
enraizamento, formacdo de calos, além do numero reduzido de sobrevivéncia ex vitro
(XIAO; NIU; KOZALI, 2011).

Segundo Kozai e Kubota (2005) a utilizacdo de sistemas que permitem as trocas
gasosas, apresenta algumas vantagens em relacdo a micropropagacao convencional, entre
elas pode-se citar: promocdo do crescimento e fotossintese, alta porcentagem de
sobrevivéncia ex vitro, eliminacdo de distarbios morfoldgicos e fisioldgicos, auséncia de
formagéo de calos na base do explante, simplificacdo do sistema de micropropagacéo,
etc. No entanto, algumas desvantagens também sdo observadas como, complexidade das
técnicas e conhecimentos para o controle in vitro do ambiente, limitacdo da aplicacdo a
sistemas de multiplicacdo usando multiplos explantes.

As trocas gasosas influenciam em todo o controle da planta, acarretando em
mudangas nas respostas espaciais e temporais. As mudancas ambientais podem modular
a frequéncia na qual os estdmatos vao se formar nos novos 6rgdos. Essa mudanca
fisiolégica pode ser dimensionada através da densidade estomaética, os estbmatos
funcionam como valvulas da epiderme controlando a entrada de CO: e saida de agua da
planta, o que acarreta em diferencas nas taxas fotossintéticas, estado hidrico da planta e
eficiéncia do uso da agua (MARTINS, 2010).

Estudos demostram que o crescimento das plantas € melhorado quando ha
aumento nas concentracdes de CO, (BADR; ANGERS; DESJARDINS, 2011; CHA-UM
et al., 2011; CHIBA, 2010; KOZAI, TOYOKI, 2011; NORIKANE et al.,, 2010;
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SALDANHA et al., 2012). Contudo, estudos relacionados a espécies florestais ainda séo

escassos, com um grande potencial para as pesquisas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Introducéo in vitro

O material utilizado para obtencdo dos explantes foi proveniente da sele¢do de
duas matrizes em estagio adulto com cerca de 40 anos de idade, oriundos do teste de
espécies e procedéncias de Eucalyptus e Corymbia (IPEF, 1984). As progénies sdo
procedentes da Australia, coletadas na regido de W Brisbane, estado de Queensland
(Tabela 1).

Tabela 1. Procedéncias e localizacdo das matrizes de Corymbia maculata selecionadas

no teste de espécies e procedéncias da espécie utilizada.

Espécie Matriz Talhdo Proced Lat (S) Long (E) Alt (m)
C. maculata M1 B-9(Y) W Brishane  27°15° 152°40° 550
C. maculata M2 B-9(Y) W Brisbhane  27°15° 152°40° 550

Em que: Proced: procedéncia; Lat: latitude; Long: longitude; Alt: altitude. Fonte: IPEF (1984).

A populacdo base foi instalada entre 1972-1974 no Viveiro Florestal do
Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras, localizada no
municipio de Lavras- MG (latitude 21°13'39,40"S, longitude 44°58'10,37”0).

Foram coletadas brotacfes ap6s 45 dias de permanéncia dos galhos na casa de
vegetagdo, ¢ foi aplicado fungicida dimethyl 4,4’- (0 - phenylene) bis (3 -
thioallophanate), na concentragio de 0,5 g L™, 48 horas antes da coleta. Brotacoes
epicérmicas de 4 a 5 cm de comprimento foram coletadas, e imersas em &gua deionizada
autoclavada e transportadas para o Laboratério de Cultivo In Vitro de Espécies Florestais
(DCF / UFLA).

Os segmentos nodais, padronizados com duas gemas axilares, sem folhas, com 3
a 4 cm de comprimento foram utilizados como explantes (Figura 2), os quais foram

lavados em &gua corrente durante 5 minutos.
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Figura 2. Obtencdo de explantes para a introducdo in vitro de Corymbia maculata. (A)
Brotacdo epicormica recém-coletada dos galhos, destacando a porgdo utilizada dos
explantes. (B) Segmento nodal apds preparo. Barras = 0,5 cm.

4CM

Fonte: Do autor (2020).

Posteriormente, foram imersos em solucédo de alcool a 70% (v/v) por 30 segundos
com agitacdo constante, dentro da cdmara de fluxo laminar horizontal. Em seguida, foram
imersos em solucio de NaOCI (1,00 - 1,25% de cloro ativo) Clarix®, durante 10 minutos.
Os segmentos nodais foram lavados em agua deionizada autoclavada, por trés vezes apds
a imersao em alcool e NaOCI. Os explantes preparados e inoculados verticalmente, sob
condicdes assépticas, em tubos de ensaio de 15 cm x 2,5 cm, contendo 10 mL do meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Durante todo o processo, 0s equipamentos
utilizados foram desinfetados com solucdo de alcool 70% (v/v). O meio de cultura foi
suplementado com 30 g L* de sacarose (Synth Ltda) e 6 g L™ de agar (Merck S.A.).

O tempo desde a coleta dos explantes, em condi¢fes de campo, até a inoculacao
em meio de cultura foi inferior a duas horas. Durante a coleta, o transporte e intervalos
entre a desinfestacdo e inoculacdo, os explantes foram mantidos imersos em agua
deionizada e autoclavada para evitar a desidratagéo.

Aos 30 dias ap6s a inoculagdo para o estabelecimento in vitro, foram avaliadas as
caracteristicas porcentagem média de contaminacdo e oxidacdo (avaliadas a partir da
visualizacdo de tecidos oxidados e presenca de culturas bacterianas no meio de cultura,

respectivamente), e o nimero médio de brotacGes por explante (> 0,5 cm).

4.2 Multiplicacéo in vitro

O material vegetal estabelecido foi inoculado em tubos de ensaio contendo 15 mL
de meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980). O meio de cultura foi
suplementado com 0,05 mg L de ANA (Sigma®) e 0,5 mg L e 1,0 mg L de BAP
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(Sigma®). Adicionou-se ainda ao meio de cultura 20 g L™ de glicose (Synth Ltda) e 6 g
L de agar (Merck S.A.). Em camara de fluxo laminar, apos a autoclavagem do meio de
cultura foi realizada a aplicacdo de concentracdes de cloro ativo [0,000%; 0,001%;
0,003% e 0,005% (v/v)] Clarix®).

Cada tratamento foi constituido por dez repeti¢des e organizado em delineamento
inteiramente casualizado com parcelas subdivididas no tempo (3 subcultivos, realizados
a cada 30 dias), em esquema fatorial (4x2) testando quatro concentracdes de cloro ativo
e duas concentracdes de BAP. Aos 90 dias foram avaliados o percentual de oxidacao,
vigor e clorose; contaminacdo fangica (pela avaliacdo visual da presenca de fungos no

meio de cultura e/ou no explante) e nimero médio de brotagdes por explante (> 0,5 cm).

4.3 Alongamento in vitro

BrotacGes oriundas da fase de multiplicacéo in vitro foram inoculadas em frascos
de vidro transparente com trés formas de vedacdo (tampas rigidas de polipropileno sem
membrana, tampas de polipropileno com um orificio (1,0 cm de didmetro) coberto com
membrana de 1,0 cmz2, tampas de polipropileno com trés orificios (1,0 cm de diametro
cada) cobertos com membrana de 1,0 cm2 (SALDANHA, 2012), contendo 40 mL de meio
de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com 0,5 mgLte 1,0 mg L
1 de ANA (Sigma®) e 0,05 mg L de BAP (Sigma®). Adicionou-se ainda ao meio de
cultura 20 g L™ de glicose (Synth Ltda) e 6 g L™ de agar (Merck S.A.). Em camara de
fluxo laminar, apdés a autoclavagem do meio de cultura foi realizada a aplicacdo de
concentracgdes de cloro ativo [0,000%; 0,001%; 0,003% e 0,005% (v/v), Clarix®].

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial (3x4x2), testando trés formas de vedacéo, quatro concentracfes de cloro
ativo e duas concentracdes de ANA. Foram utilizadas oito repeticGes com um explante.

Apbs a inoculagdo na fase de alongamento in vitro, foram avaliadas aos 60 dias:
oxidagéo e vigor (escala de notas de acordo com Oliveira et al., 2016), comprimento de
brotos (> 0,5 cm), nUmero médio de brotacbes por explante (> 0,5 cm), pigmentos

fotossintéticos e densidade estomatica (Figura 3A-H).

Figura 3. AvaliacGes de vigor e oxidacdo de acordo com escala de notas. (A) Vigor das
brotacdes 0-25% = poucas brotacdes. (B) Vigor das brotacGes 25-50% = inducdo de
brotacdes, porém reduzida. (C) Vigor das brotagdes 50-75% = inducéo de brotacbes com
crescimento ativado. (D) Vigor das brotagdes 75-100% = inducdo de brotagbes com

crescimento ativado, sem deficiéncia nutricional. (E) Oxidacdo das brotacdes 0-25% =
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Nula: sem oxidacdo. (F) Oxidacao das brotagdes 25-50% = Regular: reduzida oxidacao
na base dos explantes, meio de cultura com tom acinzentado. (G) Oxidagao das brotac6es
50-75% = Média: oxidacdo na base dos explantes, em tom enegrecido. (H) Oxidacéo das
brotacdes 75-100% = Alta: oxidacdo completa, meio de cultura com tom marrom escuro.

Barras =1 cm.

Vigor

Oxidagdo

Fonte: Do autor (2020).

4.4 Enraizamento in vitro

4.4.1 Pré-tratamento para a inducao do enraizamento

Para o enraizamento in vitro foram utilizadas brotacdes obtidas na fase de
alongamento, as quais foram transferidas para frascos de vidro transparentes contendo 40
mL do meio de cultura. O meio de cultura foi preparado com agua deionizada,
adicionando-se 6 g L™ de agar (Merck S.A.) e 5 mg L™ de AIB (Sigma®) (BRONDANI
etal., 2010), e entdo autoclavado a temperatura de 127°C (= 1,5 kgf cm-2 por 20 minutos).
Apos trés dias de inoculacdo as brotacdes foram transferidas para um novo meio de

cultura.

4.4.2 Tratamento para indugdo de enraizamento in vitro

Decorridos trés dias de pre-tratamento, as brotaces foram inoculadas em frascos
de vidro transparentes contendo 40 mL do meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN,
1980), suplementado com 0,05 mg L* de BAP (Sigma®), 0,2 mg L™ de ANA (Sigma®),
0,2 mg L?! de AIB (Sigma®) (BRONDANI et al., 2010), acrescidos de duas
concentragdes de carvao ativado (0,0 e 100 mg L), 20 g L™ de glicose (Synth Ltda) e 6
g L de agar (Merck S.A.).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em

arranjo fatorial (3x2x2), testando trés tempos de exposi¢do ao AlIB, duas luminosidades
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(presenca de luminosidade / auséncia de luminosidade) e duas concentracGes de carvao
ativado. Sendo utilizadas vinte brotacdes por repetigao.

Transcorridos aproximadamente 45 dias de indugdo de enraizamento foram

avaliados a porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento, vigor e oxidacdo (escala de

notas de acordo com Oliveira et al., 2016), e anatomia da raiz.

Figura 4. AvaliacOes de vigor e oxidacdo de acordo com escala de notas. (A)Vigor das
brotacdes 0-25% = poucas brotacdes. (B) Vigor das brotacBes 25-50% = inducdo de
brotacdes, porém reduzida. (C) Vigor das brotacdes 50-75% = inducdo de brotacbes com
crescimento ativado. (D) Vigor das brotagdes 75-100% = inducdo de brotagbes com
crescimento ativado, sem deficiéncia nutricional. (E) Oxidacao das brotacdes 0-25% =
Nula: sem oxidacdo. (F) Oxidacdo das brotagdes 25-50% = Regular: reduzida oxidacao
na base dos explantes, meio de cultura com tom acinzentado. (G) Oxidacao das brotac6es
50-75% = Média: oxidacdo na base dos explantes, em tom enegrecido. (H) Oxidacéo das

brotagdes 75-100% = Alta: oxidagdo completa, meio de cultura com tom marrom escuro.

Barras =1 cm.
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Fonte: Do autor (2020).

4.4.3 Enraizamento ex vitro

Foi testada uma estrutura adaptada ao frasco de vidro, com microtubetes de
plastico?, impressos em impressora 3D e vedacio com plastico film®, abertas aos poucos
para permitir maiores trocas gasosas e adaptagdo da espécie a outro ambiente. O substrato
utilizado foi areia, umedecido a cada trés dias com agua destilada e autoclavada.

1 Patente depositada com processo INPI: BR 2020200055130
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4.5 Preparo do meio de cultura e condicdes experimentais

O meio de cultura foi preparado utilizando &gua deionizada e o pH ajustado para
5,8 £ 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da adicdo do agar.
A autoclavagem do meio de cultura foi realizada a temperatura de 127°C (= 1,5 kgf cm™
por 20 minutos).

Ap0s a inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 24 +
1°C por um fotoperiodo de 16 h de luminosidade e irradiancia de 40 p mol m? s*
(quantificada por radiémetro, LI - COR®, LI-250A Light Meter). Os subcultivos foram
realizados a cada 30 dias para renovar a concentragdo nutritiva do meio de cultura,

visando manter o vigor dos tecidos em formagéo.

4.6 Analise de pigmentos fotossintéticos

Ao final do tempo de cultivo no alongamento in vitro (30 dias) sob as diferentes
formas de vedacdo, foram retirados discos foliares (25 mg de matéria fresca de folhas), e
inoculados em 5 mL de solucdo de DMSO (Sigma Aldrich) por 48 horas na auséncia de
luminosidade (LICHTENTHALER, 1987). A absorbancia das amostras foi determinada
por triplicata em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico, em espectrofotdmetro
Genesys 10 UV (Thermo Scientific, EUA). Os comprimentos de ondas (665, 649 e 480
nm) e as equagdes para o calculo das concentragBes de clorofilas a, b, carotendides e
pigmentos totais foram baseados no método descrito por Wellburn (1994).

4.7 Analises histoldgicas

O ensaio de densidade estomatica foi realizado através da digestdo da epiderme,
folhas foram clarificadas em solucdo comercial de hipoclorito de sodio a 50%,
neutralizadas em &gua, lavadas em agua destilada e coradas com safranina. Em seguida,
as laminas foram montadas em glicerina aquosa a 50% (STRASBURGER, 1924),
selando-se as bordas da laminula com esmalte.

As imagens foram obtidas por meio de cdmera digital (Canon A - 630) acoplada
a um microscopio de luz (Olympus CBB) com lente objetiva de 40x, com posterior
observacgdo dos caracteres anatdbmicos. De cada planta foram amostrados trés pontos, as
imagens obtidas possuem dimensdes de 0,755 x 0,576, area de 0,43488 mm2 por imagem.
Para obtencéo de dados da densidade estomatica (DE), foi feita a contagem do numero de
estdmatos na unidade amostral com auxilio do software Image J. Os dados, registrado

sem planilha eletrénica, foram aplicados a férmula DE = nimero de estbmatos/ area mmz,
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A realizacéo dos cortes histoldgicos das raizes foi realizada aos 45 dias, onde estas
foram mantidas por 48 horas em solucdo de formaldeido &cido acético a 70% e apds esse
periodo o material foi transferido para etanol & 70% (JOHANSEN, 1940). Realizou-se a
desidratacdo do material vegetal em série alcoolica - etilica em concentracdes crescentes
(80, 90 e 100%) por 24 horas em cada solucdo (JOHANSEN, 1940) e, por fim,
armazenou-os em solucéo de alcool a 100% e historresina (Leica®) na proporgéo 1:1,
durante uma semana. O emblocamento foi com resina pura de hidroxietil metacrilato e os
cortes transversais obtidos com o micrétomo rotativo manual e navalha, com espessura
de 10 pum. Apos foram contrastados com azul de toluidina, montados em laminas
histoldgicas com finalizador verniz vitral (PAIVA et al., 2006) e fotomicrografados com
camera digital acoplada (Axion Cam ERc5s) em escala micrométrica e objetiva de 20x e
40x.

4.8 Analise de dados

As analises foram processadas em software R, verséio 3.0.3 R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019) para os testes de normalidade de Shapiro - Wilk
(p > 0,05) e homogeneidade de variancia pelo teste de Bartlett (p > 0,05), sendo
posteriormente transformados por Box-Cox. As anélises de variancia (ANOVA, p < 0,05)
e comparacdo das médias pelo teste de Tukey (p < 0,05) foram realizadas no programa
SOC (EMBRAPA, 1990) e R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

5 RESULTADOS

5.1 Introducéo in vitro

O protocolo de desinfestacdo utilizado nos explantes mostrou-se adequado para a
introducdo in vitro das brotac6es epicérmicas de matrizes adultas de Corymbia maculata
(Figura 5A-F).

Figura 5. Introducdo in vitro de brotacdes epicdrmicas provenientes do resgate de
matrizes adultas de Corymbia maculata. (A) Gemas epicormicas induzidas em estacas da
arvore matriz de C. maculata. (B) Segmento nodal contendo duas gemas axilares,
utilizado para introducdo in vitro. (C) Brotagdo recém-inoculada em meio de cultura MS
sem reguladores de crescimento. (D) Contaminacéo fungica do explante. (E) Oxidacéao

na base dos explantes, evidenciado através do escurecimento do meio de cultura. (F)



30

Explante contendo multiplas gemas axilares em meio de cultura MS sem adicdo de

reguladores de crescimento 30 dias apds a introdugdo in vitro. Barras = 1cm.

Fonte: Do autor (2020).

A contaminagdo flngica e bacteriana ndo representaram uma barreira ao
estabelecimento in vitro dos explantes de C. maculata. Os percentuais de contaminagéo
fangica ficaram proximos de 60% nas introduc@es, fato que pode ser esperado por se
tratar de material proveniente do campo. Em relacdo a oxidacao fendlica dos explantes,
observou-se que a média foi de 20%.

Para porcentagem de estabelecimento in vitro, a média foi de 15% do total
inoculado (40 tubos) e comprimento (>0,5 cm) foi de 1,8 por explante. As brotacfes
epicormicas utilizadas foram coletadas na primavera, essa fonte de explantes permite a
utilizacdo das melhores matrizes selecionadas no campo, porém essa fonte de explante
geralmente se encontra na fase adulta, onde os tecidos da arvore ja apresentam certa
maturacdo, além de que a descontaminacdo envolve uma superficie coberta de pelos o

que pode dificultar ainda mais o processo.

5.2 Efeitos da esterilizagdo quimica na multiplicacéo in vitro

A assepsia aplicada na fase de introducgéo in vitro foi adequada, apresentando
quantidade suficiente de explantes estabelecidos e com emissdo normal de brotagoes
axilares para serem utilizadas nas fases subsequentes (Figura 6A-C). Para a multiplicacéo

de gemas axilares, a analise de variancia (p < 0,05) revelou interacdo entre os fatores
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adicéo de cloro, concentracdes de BAP avaliados por um periodo de 90 dias (APENDICE
A).

A espécie C. maculata quando cultivada em meio de cultura WPM apresentou em
média 3,19 gemas por explante (APENDICE B). Independente da adicao de cloro ao meio
de cultura, as gemas axilares tiveram aumento progressivo, concentracbes menores de
cloro [0,001% e 0,003% (v/v)] e com 0,50 mg L de BAP proporcionaram os melhores
resultados quanto & proliferacdo de gemas (APENDICE B).

Em termos de andlise visual, observou-se clorose das folhas dos explantes quando
cultivados no meio WPM com concentracbes de 0,003 e 0,005% de cloro ativo.
Combinagdes de 1,0 mg L™ de BAP e 0,05 mg L de ANA, corresponderam as maiores
médias de clorose aos 30 dias de cultivo in vitro, ndo sendo recomendado o seu uso para
a fase de multiplicacdo de materiais. Além disso, foi observada a multiplicacdo de gemas
axilares e iniciacdo do alongamento de brotacdes em meio de cultura suplementado com

cloro apos trés subcultivos (Figura 6 A-B).

Figura 6. BrotacGes de Corymbia maculata nas fases de multiplicacdo e alongamento in
vitro. (A) Explantes contendo multiplas gemas axilares em meio de cultura WPM com
0,5 mg L de BAP e 1,0 mg L de BAP ap6s 90 dias ap6s a inoculagdo. (B) Tufo
apresentando multiplas gemas axilares com iniciacdo do alongamento de brotagdes,
detalhe para o escurecimento do meio de cultura causado pela liberacdo de compostos
fenolicos. (C) Tufo em meio de alongamento in vitro, frasco de 250 ml com tampas de

polipropileno. Barras = 1 cm.

* &

Fonte: Do autor (2020).

Outra diferenga em termos visuais referiu-se a oxidacdo dos tecidos, em que a
combinacédo de 0,50 mg L-* de BAP com concentrag¢Ges de 0,001% e 0,005% de cloro
ativo corresponderam as maiores médias (+40,0 e 30,0%) (APENDICE B). No primeiro

(30 dias) e terceiro (90 dias), ocorreu liberacdo elevada de compostos fendlicos, porém
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sem comprometer o crescimento do explante, sendo que aos 60 dias foi nula. Quanto a
manifestacdo de fungos e bactérias, o uso de quaisquer concentracbes de cloro foi
suficiente para reduzir a ocorréncia, sem que estes comprometessem 0 crescimento e

desenvolvimento dos explantes.

Figura 7. Caracteristicas observadas na multiplicacéo in vitro de Corymbia maculata em
relagéo as diferentes concentragGes de regulador de crescimento (0,5 mg L de BAP e 1,0
mg L de BAP), cloro ativo [0,000%; 0,001%; 0,003% e 0,005% (v/v)] avaliados por 90
dias. (A) Numero de gemas (explante™®) cultivadas por 30 dias. (B) Nimero de gemas
(explante™®) cultivadas por 60 dias. (C) Numero de gemas (explante™) cultivadas por 90
dias. (D) Porcentagem de clorose nas folhas avaliada aos 30 dias de cultivo in vitro. (E)
Porcentagem de oxidacéo fenolica dos explantes avaliada aos 30 dias. (F) Porcentagem
de oxidacao fendlica dos explantes avaliada aos 90 dias. Nas colunas, médias seguidas
por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma letra minuscula ndo

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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A analise de variancia dos dados amostrados revelou efeito significativo (p < 0,05)

da concentragdo de cloro suplementado ao meio de cultura, membranas porosas e

regulador de crescimento em relagcdo ao numero e comprimento de brotacdes alongadas

por explante, além da densidade de estématos por milimetros quadrados (APENDICE C).
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O maior nimero de brotacGes alongadas por explante ocorreu em meio de cultura
suplementado com 0,003% de cloro ativo e 0,5 mg L™t de ANA, e trés membranas porosas,
sendo que a estimativa foi de 8,25 brotacdes alongadas por explante (APENDICE D). Ao
considerar o comprimento das brotagdes alongadas (>0,5 cm) com o uso de membranas
porosas, pode-se verificar que a suplementagdo de 1,0 mg L™t de ANA e na auséncia de
cloro ativo, favoreceu o maior comprimento de brotagées por explante (APENDICE D).
Os tufos ndo apresentaram raizes na porcéao basal, efeito provavelmente ocasionado pela
ndo adicdo de AIB ao meio de cultura, porem as brotacGes estavam vigorosas e sem
deficiéncia nutricional e hormonal evidente.

Nas analises anatdmicas das folhas das brotagfes no final do experimento
(60dias), pode-se observar que a auséncia de membranas proporcionou os melhores
resultados (APENDICE D), ocorrendo em média de 103,70 estdmatos mm2, com meio
de cultura isento de cloro ou em baixas concentracdes. Além disso, percebe-se que
combinagdes de reguladores de crescimento e membranas influenciaram na presenca de

estdOmatos (Figura 8 A -F).

Figura 8. Digestao estomatica das folhas de explantes de Corymbia maculata cultivados
in vitro. (A) Face abaxial da folha de C. maculata cultivada em meio suplementado com
0,001% de cloro ativo e 0,5 mg L™t de ANA, em frascos com tampas de polipropileno sem
orificios. (B) Face abaxial da folha de C. maculata cultivada em meio suplementado com
0,001% de cloro ativo e 0,5 mg L de ANA, em frascos com tampas de polipropileno
com um orificio. (C) Face abaxial da folha de C. maculata cultivada em meio
suplementado com 0,001% de cloro ativo e 0,5 mg L™ de ANA, em frascos com tampas
de polipropileno com trés orificios. (D) Face abaxial da folha de C. maculata cultivada
em meio suplementado com 0,003% de cloro ativo e 0,5 mg L™ de ANA, em frascos com
tampas de polipropileno sem orificios. (E) Face abaxial da folha de C. maculata cultivada
em meio suplementado com 0,003% de cloro ativo e 0,5 mg L™ de ANA, em frascos com
tampas de polipropileno com um orificio. (F) Face abaxial da folha de C. maculata
cultivada em meio suplementado com 0,005% de cloro ativo e 1,0 mg L™ de ANA, em

frascos com tampas de polipropileno com trés orificios. Es = Estdmatos. Barras = 1 cm.



-
./-
N s
3 - ‘ _
20 ém % N i e
: ‘| B
ES
ES
(74
¥
~
% 'y
100 pm 100 um H i 7o . ES
= D | ——] . gm F
7 = g -3

Fonte: Do autor (2020).

Em termos qualitativos pela analise visual, as melhores respostas para inducéo de
brotacdes alongadas (>0,5 cm) de comprimento foram obtidas na auséncia de cloro ativo,
sendo que nessas condicbes todas as brotacdes apresentaram-se vigorosas e com
excelente formacao. Todas as brotagdes alongadas na presenca de cloro apresentaram-se
estioladas e com folhas reduzidas, independente da concentragdo de ANA. De acordo
com essas caracteristicas e com analise de comparacao de médias, 0 meio de cultura mais
adequado para 0 alongamento de brotagdes foi isento de cloro ativo com a utilizacdo de
tampas de polipropileno com trés orificios.

Para o conteudo de pigmentos, clorofila a e total, os melhores resultados [+ 33,43
e +59,86 (mg mg™)] foram com o uso de uma membrana (Figura 8 J-O), com efeito
significativo, evidenciando a importancia da maior troca gasosa (CO2). Além disso,
observa-se que a auséncia de cloro ativo no meio de cultura também proporcionou
melhores resultados (APENDICE G).

Figura 9. Caracteristicas observadas no alongamento in vitro da espécie Corymbia
maculata em funcéo das diferentes concentracdes de regulador de crescimento ANA (0,5
mg L de ANA e 1,0 mg L de ANA), cloro ativo [0,000%; 0,001%; 0,003% e 0,005%
(v/v)] e tampas de polipropileno. (A) NUmero de brotos (explante™) cultivados com
tampas de polipropileno sem orificios. (B) Numero de brotos (explante™) cultivados com
tampas de polipropileno com um orificio. (C) Nimero de brotos (explante™®) cultivados
com tampas de polipropileno com trés orificios. (D) Comprimento de brotos (>0,5 cm)
cultivados com tampas de polipropileno sem orificios. (E) Comprimento de brotos (>0,5
cm) cultivados com tampas de polipropileno com um orificio. (F) Ndmero de brotos
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(explante™) cultivados com tampas de polipropileno com trés orificios. (G) Densidade de
estdbmatos por milimetros quadrados com tampas de polipropileno sem orificios. (H)
Densidade de estbmatos por milimetros quadrados com tampas de polipropileno com um
orificio. (I) Densidade de estdmatos por milimetros quadrados com tampas de
polipropileno com trés orificios. (J) Contetdo de clorofila b com tampas de polipropileno
sem orificios. (K) Contetdo de clorofila b com tampas de polipropileno com um orificio.
(L) Contetdo de clorofila b com tampas de polipropileno com trés orificios. (M)
Contetdo de pigmentos totais com tampas de polipropileno sem orificios. (N) Contetdo
de pigmentos totais com tampas de polipropileno com um orificio. (O) Conteddo de
pigmentos totais com tampas de polipropileno com trés orificios. Nas colunas, médias
seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, medias seguidas por mesma letra
mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.
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Nas avaliagOes de oxidagdo de acordo uma escala de notas, verificou — se as
menores médias sem a utilizacdo de membranas porosas. Em contrapartida para o vigor
das brotacdes se destacou tampas com tampas de polipropileno com um orificio

(APENDICE E).

5.4 Efeitos da esterilizacdo quimica e mixotrofismo no enraizamento in vitro

O enraizamento in vitro (£5,08%) da espécie C. maculata foi baixo, mas por se
tratar de resgate de matrizes com idade ontogenética avancgada e caracteristicas da espécie,
foi bem sucedido com 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM suplementado com
0,05 mg L de BAP, 0,2 mg L de ANA, 0,2 mg L de AIB, 20 g L de glicose. As
raizes emitidas nas microestacas apresentaram formacéo normal e com emissao de raizes
secundarias vigorosas (Figura 10 B). Em cortes anatémicos do caule em regides proximas
a emissdo das raizes foi possivel verificar a conexdo dos tecidos cambiais (Figura 10 C),
evidenciando formacdo de células do cdmbio vascular (regido meristemética), para

formacdo de centros meristematicos e posterior indugdo da raiz adventicia. Além disso,
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ndo foi observada organogénese indireta, ou seja, presenca de calo, 0 que caracteriza
conex&o vascular.

De acordo com a ANOVA houve interacéo (p < 0,05) entre o tempo de exposicao,
presenca de carvdo ativado e luminosidade para a porcentagem de enraizamento aos 45
dias (APENDICE H).

Na auséncia de carvdo e luminosidade, os materiais vegetais que passaram por
pré-tratamento por 48 horas em regulador de crescimento (AIB) apresentaram cerca de
27,50% de microestacas enraizadas (Figura 11 A-D), além de maior comprimento das
microestacas, devido principalmente ao efeito “pulse” proporcionado pelo regulador.
Porém, os brotos apresentaram folhas reduzidas e estioladas, com coloragdo branca,
evidenciando a reducdo dos processos fotossintéticos (APENDICE 1). Em relacdo ao
enraizamento ex vitro, a espécie ndo se adaptou bem a esse sistema, ocorrendo morte dos
materiais. Provavelmente, esse resultado pode estar relacionado as condicdes estressantes
na qual as microestacas foram submetidas, ao permanecerem na auséncia de
luminosidade, acarretando em brotos estiolados e folhas reduzidas.

A oxidacdo das microestacas foi maior nos tratamentos em que os explantes
permaneceram por mais tempo expostos ao regulador de crescimento (AIB), em
contrapartida, o vigor das microestacas foi maior nos menores tempos (0-24 horas) de
exposicio (APENDICE J).

Figura 10. Fases e procedimentos para o0 enraizamento das microestacas da espécie
Corymbia maculata. (A) Microestacas cultivadas em meio de cultura WPM
suplementado com 0,05 mg L de BAP, 0,2 mg L de ANA, 0,2 mg L de AIB na
presenca de luminosidade, detalhe que ndo houve enraizamento. (B) Explantes enraizados
aos 45 dias na fase de enraizamento in vitro. (C) Corte anatbmico de regides proximas ao
centro de formacdo de raizes adventicias. Pc = periciclo. Fv = feixes vasculares. Barras

=1cm.
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Fonte: Do autor (2020).

Figura 11. Caracteristicas observadas no enraizamento in vitro de Corymbia maculata.

(A) Porcentagem de enraizamento de microestacas cultivadas em meio de cultura com
100 mg L de carvio ativado, com duas condic@es de luminosidade. (B) Porcentagem de
enraizamento de microestacas cultivadas em meio de cultura isento de carvao ativado,
com duas condi¢bes de luminosidade. (C) Comprimento de microestacas (>0,5 cm)
cultivadas em meio de cultura com 100 mg L™ de carvéo ativado, com duas condigGes de
luminosidade. (D) Comprimento de microestacas (>0,5 cm) cultivadas em meio de
cultura isento de carvao ativado, com duas condi¢fes de luminosidade. Nas colunas,
médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.
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6 DISCUSSAO

Introducdo in vitro

Considerando o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de C. maculata, 0s
valores sdo semelhantes aos encontrados em outros protocolos de introducéo in vitro para
espécies de Eucalyptus, E. cloeziana (OLIVEIRA et al., 2015); E. benthamii
(BACCARIN et al., 2015; BRONDANI et al., 2009); E. dunnii (NAVROSKI et al.,
2014); E. globulus (BORGES et al., 2012); Corymbia citriodora ( NAGAE et al., 1996);
E. camaldulensis x E. tereticornis (ARYA; SHARMA; ARYA, 2009).

O percentual elevado de contaminagdo estd principalmente relacionado com a
origem do material, os tecidos foram expostos ao ambiente da casa de vegetacdo, de
temperatura e umidade elevada, o que pode contribuir para o surgimento de patogenos,
dificultando a desinfestacdo dos explantes. Estes resultados sdo semelhantes ao

encontrado por Brondani et al. (2009) que obteve maior estabelecimento in vitro dos
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explantes originarios de mini-jardins clonais protegidos, ja que nesse tipo de ambiente se

tem maior controle das condi¢fes ambientais e nutricionais.

Efeitos da esterilizacdo quimica na multiplicacéo in vitro

De acordo, com os dados apresentados na Tabela 2, o hipoclorito de sddio possui
uma forte propriedade oxidante (YILDIZ et al., 2012), foi capaz de esterilizar o meio de
cultura juntamente com a autoclave, no entanto, concentragdes menores de cloro [0,000;
0,001 e 0,003% (v/v)] proporcionaram os melhores resultados quanto a proliferacdo de
gemas. Resultados semelhantes com o uso de hipoclorito de sodio foram relatados
anteriormente por Brondani et al. (2013), sendo as concentragdes de 0,001 e 0,003% (v/v)
foram as mais adequadas. Além de reduzir as taxas de contaminag&o, o uso de cloro ativo
pode ter um efeito positivo na sobrevivéncia dos explantes, o CI" € considerado um ion
essencial, que influencia as reacGes fotossintéticas e a clivagem da molécula de &gua,
liberando oxigénio (HERDEAN et al., 2016) e Na* estimula o crescimento intensificando
a expansao celular (BASSIL et al., 2012).

E interessante notar que as maiores taxas de clorose foram alcancadas quando
0,003 e 0,005% (v/v) foram adicionados ao meio de cultura (Tabela 3), sugerindo que
esse esterilizante quimico pode causar efeito fitotoxico nas brotagdes de C. maculata,
sendo, portanto, uma concentracao segura para a esterilizacdo do meio de cultura 0,001%
(v/v). O hipoclorito de sddio é um agente barato e facil de ser adquirido (GEORGE et al.,
2008; NIEDZ; BAUSHER, 2002), segundo Ribeiro (2006) o NaClO teve efeito negativo
no cultivo in vitro de Eucalyptus pellita em concentracdes de 0,009% (v/v), no entanto,
em baixas concentracdes apresenta efeito positivo. Assim, cabe ressaltar que o cloro ativo
adicionado ao meio de cultura pode trazer efeitos positivos e negativos dependendo da
concentracdo adicionada ao meio de cultura, recomenda-se que se faz necesséario

estabelecer a melhor concentracdo para cada tipo de material genético.

Efeitos da esterilizacdo quimica e mixotrofismo no alongamento in vitro

O controle morfogénico é regulado por combinagdes de auxinas e citocininas
principalmente (DAVEY; ANTHONY, 2010; GERORGE; HALL; DE KLERK, 2008;
HOSSAIN; KIM; LEE, 2010; KOMATSU et al., 2011; PAPP; PLATH, 2011). Nesse
estudo, foram testadas combinactes de BAP e apenas uma de ANA, sendo que
concentragdes proximas de 0,50 mg L™ de BAP e 0,05 mg L™ de ANA adicionada ao

meio de cultura WPM, com 20 g L de glicose, mostraram ser as recomendadas para a
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obtencdo de gemas axilares em quantidade e qualidade adequadas para serem usadas nas
demais fases da micropropagacdo. Essas combinagdes de reguladores de crescimento
mantiveram o controle morfogénico de Corymbia maculata préximas aos encontrados
para outras espécies de Eucalyptus e Corymbia.

Almeida (2012) trabalhando com Corymbia citriodora relatou que o aumento
gradativo dos reguladores de crescimento € responsavel pela emisséo de brotos, mas ao
adicionar concentracdes maiores que 0,5 mg L de BAP causa estresse nos materiais.
Oliveira et al. (2014) estudando um hibrido de Eucalyptus globulus encontraram que
combinagdes proximas a 0,70 mg L™ de BAP e 0,05 mg L de ANA em meio de cultura
WPM foram a mais eficiente para obter gemas axilares.

Em relacdo ao uso de membranas porosas, Batista et al. (2018) em duas variedades
de pepper ornamental (Capsicum annuum) verificaram maior comprimento da parte aérea
e numero de folhas por explante em sistema com membrana, quando comparado com
sistema convencional. J&, Hung et al. (2016) trabalhando com a espécie Vaccinium ashei
Reade observaram que o sistema com ventilacdo proporcionou maior comprimento de
brotos, nimero de brotos, area foliar e conteddo de clorofila. Resultados satisfatorios em
ambientes com membranas podem estar associados ao aumento da fotossintese causada
pela disponibilidade de CO..

No cultivo in vitro de Plectranthus amboinicus foi observada melhoria no vigor
dos explantes com o uso de trés membranas nos recipientes (SILVA et al., 2017).Plantulas
de Cattleya walkeriana cultivadas em sistemas fotomixotréficos apresentaram maior
espessura do mesofilo foliar e maior crescimento das plantas (DA SILVA; DANTAS,
2014). Pfaffia glomerata quando cultivada em sistemas que proporcionavam maior troca
gasosa, apresentou maior crescimento das plantulas e conteldo de pigmento
fotossintético, em relacdo aos sistemas convencionais de cultura in vitro (SALDANHA
etal., 2012).

Os pigmentos fotossintéticos apresentaram uma reducéo de seu contetdo quando
0 numero de membranas aumentou (Tabela 12 e 13). O aumento do numero de
membranas resulta em maior evaporacao da dgua presente no meio de crescimento, o que
pode induzir estresse hidrico nos explantes, além de causar deficiéncia nutricional. O
estresse resultante pode contribuir para efeitos negativos na fotossintese, ou até mesmo
causar fotoinibig&o, reduzindo os indices de clorofila e carotenodides (PEREZ-JIMENEZ
et al., 2015; LAZZARINI et al., 2019). Os resultados encontrados nesse estudo,
corroboram com os encontrados por Saldanha et al. (2012), em que 0 uso de membranas

porosas aumentou o conteudo de pigmentos para Pfaffia glomerata em relacdo aos
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sistemas sem membranas. Outros estudos também relatam o aumento do contetdo de
pigmentos quando submetidos a sistemas fotomixotréficos, tais como os relatados em
Oplopana xelatus (PARK et al., 2011), Gevuina avellana (ALVAREZ et al., 2012) e
Pfaffia glomerata (IAREMA et al., 2012).

Para a densidade estomatica, em estudo realizado por Malda; Backhaus e Martin
(1999) foi observado que fatores como alta umidade relativa, reguladores de crescimento
e altas concentragcBes de aclUcar adicionadas ao meio de cultura in vitro afetam os
estdmatos, estimulando a abertura durante o dia, e causando fixacdo continua de COze
aumentando a taxa de crescimento e abertura e fechamento dos estdmatos. Os estdmatos
das folhas desenvolvidas in vitro podem ser ndo funcionais, por estarem sempre abertos
e em grande quantidade (SHARMA; KATARIA; SHERKHAWAT, 2017), no presente
estudo ndo foi realizado estudos para comprovar a funcionalidade dos estdbmatos, porém
observou-se uma densidade estomatica alta em alguns tratamentos.

O mau funcionamento dos estbmatos e as caracteristicas morfo-anatdmicas
alteradas das plantas cultivadas in vitro levam a uma capacidade fotossintética
inadequada (POSPISILOVA; SYNKOVA; RULCOVA, 2000). Os estdbmatos foram
identificados apenas na face abaxial da epiderme, caracterizando as folhas como
hipoestomaticas. Ocorrendo em média 103,70 (estdmatos/mm2), com meio de cultura
isento de cloro ou em baixas concentracfes (Figura 10). Outros estudos também relatam
alteracdes no funcionamento e densidade de estdmatos em plantas (LODHA et al., 2015;
SHEKHAWAT; MANOKARI, 2016). No decorrer do crescimento das folhas, ndo apenas
o0 desenvolvimento de novos estbmatos, mas também alteracfes no tamanho das células

epidérmicas e subsidiarias podem influenciar a densidade (ASAYESH et al., 2017).

Efeitos da esterilizacdo quimica e mixotrofismo no enraizamento in vitro

O enraizamento de materiais resgatados da fase adulta é a fase de maior
dificuldade, para obter plantas micropropagadas, o que pode impedir a defini¢cdo de um
protocolo de micropropagagdo (BRONDANI, 2012; HUNG; TRUEMAN, 2011). Apesar
do indice de enraizamento desse estudo ser baixo (+ 5,08%), mas por se tratar de resgate
de matrizes com idade ontogenética avancada e caracteristicas da espécie, foi bem
sucedido com 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM suplementado com 0,05 mg
L' de BAP, 0,2 mg L'*de ANA, 0,2 mg L de AIB, 20 g L de glicose.

Nesse estudo, na auséncia de carvéo ativado e luminosidade, os materiais vegetais
que passaram por pré-tratamento por 48 horas em regulador de crescimento (AIB)

apresentaram cerca de 27,50% de microestacas enraizadas, além de maior comprimento
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das microestacas. Porém, os brotos apresentaram folhas reduzidas e estioladas, com
coloracdo branca, evidenciando a reducdo dos processos fotossintéticos. O uso de
sucessivos subcultivos in vitro, pode promover o revigoramento/rejuvenescimento do
material, e dessa forma, aumentar o potencial de enraizamento e qualidade do sistema
radicular (HUANG et al., 1992; WENDLING et al., 2014; SHANTHI et al. 2015 Os
hormonios, principalmente as auxinas, como AlA e AIB, sdo amplamente aceitos como
indutores de raizes adventicias (VILASBOAS; DA COSTA; FETT-NETO, 2019), o
resultado encontrado nesse trabalho sugere que a exposicdo das microestacas ao AlB
favoreceu o enraizamento das mesmas.

Verificou-se que o percentual de enraizamento foi muito baixo ao adicionar
carvao ativado no meio de cultura (£2,50%), enquanto na auséncia foi elevado (x
27,50%), o carvdo ativado é um antioxidante utilizado para evitar o comprometimento
dos explantes ou morte pela liberacdo de compostos fendlicos que causam a oxidacao dos
mesmos. A adi¢do de carvéo ativado no meio de cultura pode trazer efeitos positivos ou
negativos dependendo do tipo de cultura (SIPAYUNG et al., 2018). Os resultados do
estudo mostraram que o carvao nao foi benéfico para essa espécie, além dos compostos
fenolicos o carvdo pode absorver compostos que sdo benéficos para o crescimento das
plantas, como materiais organicos (auxinas), isso explica a baixa porcentagem de
enraizamento das microcepas que foram expostas a esse antioxidante.

No decurso desse estudo, notou-se gque a auséncia de luminosidade proporcionou
maior percentual de enraizamento (cerca de 28%), a baixa intensidade luminosa pode
estimular a producdo de substancias enddgenas de crescimento (auxinas), atuando
ativamente no processo de crescimento e desenvolvimento radicular (SIPAYUNG et al.,
2018). Apesar dos efeitos benéficos da auséncia de luminosidade na indugdo do sistema
radicular, as microcepas apresentaram-se estioladas e com folhas reduzidas, o que pode
reduzir os processos fotossintéticos. Os resultados insatisfatorios no sistema de
enraizamento ex vitro testado, sugere que outros métodos sejam testados para a espécie
em questdo, como o de miniestufas proposto por Brondani et al. (2012).

Por fim, cabe ressaltar a importancia desse trabalho, encontra-se descrito pela
primeira vez um protocolo eficiente para micropropagacao de arvores matrizes adultas de
Corymbia maculata. Além disso, enaltece 0 uso da técnica da cultura de tecidos como

forma de revigoramento/rejuvenescimento de matrizes em estagio adulto.
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7 CONCLUSOES

A multiplicacdo in vitro de gemas axilares foi influenciada pela adi¢do de cloro
ativo e regulador de crescimento no meio de cultura. Concentracdo reduzida de
cloro ativo [0,001% (v/v)] combinada a 0,5 mg L™ de BAP e/ou 0,05 mg L de
ANA proporcionaram os melhores resultados.

O alongamento das brotacdes depende do regulador de crescimento no meio de
cultura e uso de membranas porosas. Os melhores resultados foram observados
na auséncia de cloro ativo, e suplementagio do meio de cultura com 0,5 mg L™ de
ANA e 0,05 mg L™ de BAP, e trés membranas porosas.

O enraizamento in vitro apresentou baixo percentual (5,08%) e apenas na auséncia
de luminosidade e carvdo ativado. As raizes formadas foram vigorosas e

apresentaram conexao com o cambio vascular.
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APENDICE A. Tabela de anlise de variancia dos parametros da multiplicacio

Tabela 2. Resumo da analise de variancia do numero de gemas, clorose e oxidacdo de
Corymbia maculata cultivado in vitro em relacdo as concentracées de cloro, regulador de

crescimento e tempo.

Quadrados Médios

Causas de Variacgédo GL  NGE (explante®) CLO (%) OXI (%)
Tempo 2 18,7279" 13,4847 19,3317
Residuo-Tempo 27 0,0364NS 0,1404NS 1,5042NS
Parcela 29 - - -
Cloro 3 0,1958" 5,0567" 0,6145NS
BAP 1 0,0294N° 7,5851" 1,3169Ns
Clorox BAP 3 0,3096™ 2,5283™ 5,6713™
Clorox Tempo 6 0,5798™ 5,0567"" 0,9306"°
BAP x Tempo 2 0,8023™ 7,5851" 3,5292N8
Cloro x BAP x Tempo 6 0,2078™ 2,5283™ 1,5627NS
Residuo 189 0,0676 0,3545 1,3570
Subparcela 239 - - -
Média - 3,19 6,66 14,58
CV exp. (%) - 15,15 15,82 33,46

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * e ** valor

significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente pelo teste F. GL =

graus de liberdade. CVeyp. = coeficiente de variagdo experimental. NGE = nimero de gemas por

explante. CLO = clorose. OXI = oxidacdo. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE B. Valores médios dos parametros da multiplicacdo

Tabela 3. Valores médios do nimero de gemas por explante de Corymbia maculata em
relacdo as concentragdes de cloro e regulador de crescimento, aos 30, 60 e 90 dias.

30 dias 60 dias 90 dias

Cloro

-1 -1 -1
(%) BAP (mg L?) BAP (mg L?) BAP (mg L7?)

0,5 1,00 0,5 1,00 0,5 1,00

0,000 1,70+0,21Aa 2,20+0,33Aa 1,90+0,10Ab 3,20+0,13Ba 6,90+0,43Aa 5,00+0,30Ba
0,001 1,60+0,22Aa 1,40+0,22ABa 3,80+0,13Aa 3,30+0,30Aa 5,50+0,40Aa 3,90+0,41Aa
0,003 1,30+0,21Aa 1,00+0,00Ba 2,90+0,10Aa 3,70+0,15Aa 5,40+0,43Aa 4,10+0,41Aa
0,005 1,60+0,22Aa 1,50+0,27ABa 3,00£0,33Aa 3,80+0,33Aa 3,60+0,37Ab 4,30+0,37Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por
mesma letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Dados apresentados como: média * desvio padrao.

Tabela 4. Valores médios de clorose nos explantes de Corymbia maculata em relacéo as
concentracgdes de cloro e regulador de crescimento, aos 30, 60 e 90 dias.

30 dias 60 dias 90 dias
BAP (mg L) BAP (mg L) BAP (mg L)

0,5 1,00 0,5 1,00 0,5 1,00
0,000  0,00+0,00Aa 0,00£0,00Ab  0,00+0,00Aa  0,00£0,00Aa  0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa
0,001  0,00+0,00Aa 0,00£0,00Ab  0,00+0,00Aa  0,00£0,00Aa  0,00:0,00Aa  0,00+0,00Aa
0,003  0,00+0,00Ba  60,00+16,32Aa  0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa
0,005 20,00+13,33Ba  80,00+13,33Aa  0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa  0,00:0,00Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por

Cloro
(%)

mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrao.

Tabela 5. Valores médios de oxidacao nos explantes de Corymbia maculata em relacédo
as concentracdes de cloro e regulador de crescimento, aos 30, 60 e 90 dias.

30 dias 60 dias 90 dias
BAP (mg L?) BAP (mg L) BAP (mg L?)
0,5 1,00 0,5 1,00 0,5 1,00
0,000  10,00+10,00Bb  30,00+15,27Aa 0,00+0,00Aa 0,00+0,00Aa  0,00+0,00Aa  40,00+16,33Aa
0,001  40,00+16,33Aa  0,00+0,00ABa  0,00+0,00Aa 0,00+0,00Aa 40,00+16,33Aa 30,00+15,27Aa
0,003 30,00+1527ABa  0,00£0,00Ab  0,00+0,00Aa 0,00+0,00Aa 30,00+1527Aa 10,00+10,00Aa
0,005 20,00+13,33ABa  0,00+0,00ABa  0,00+0,00Aa 0,00+0,00Aa 30,00+1527Aa 40,00+16,33Aa
Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por

Cloro
(%)

mesma letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrdo. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE C. Tabela de anlise de variancia dos parametros do alongamento

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia do nimero e comprimento dos brotos (>0,5
cm) de Corymbia maculata cultivado in vitro em relacdo ao uso de membranas,
concentracdes de cloro e regulador de crescimento.

Quadrados Médios

Causas de Variagdo GL NBR COM (cm Densidade Estomatica
(explante®) explante) (estdmatos mm2)
Membranas 2 1,3927" 0,0548™ 63,8476
Cloro 3 0,5721™ 0,0334™ 143,6414™
ANA 1 1,6860™ 0,0265" 46,4435™
MembranaxCloro 6 0,9263" 0,0503™ 21,7441
Membranax ANA 2 1,1743™ 0,0654" 25,8186
Clorox ANA 3 1,7031™ 0,0568™ 101,9318™
Membrana x Cloro x 6 0,7295™ - -
ANA 0,0378 39,4503
Residuo 168 0,0795 0,0047 0,6585
Média - 6,11 1,29 103,70
CV exp. (%) - 11,59 7,69 8,81

NS Valor nédo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * e ** valor
significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente pelo teste F. GL =
graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variacdo experimental. NBR = numero de brotos por
explante. COM = comprimento de brotos (>0,5 cm) por explante. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE D. Valores médios dos parametros do alongamento

Tabela 7. Valores médios de numero de brotos por explante de Corymbia maculata em
relacdo ao uso de membranas porosas, concentracoes de cloro e regulador de crescimento.

Sem Membrana Uma membrana Trés membranas
C(E%O ANA (mg L) ANA (mg L) ANA (mg L)
0,5 1,00 0,5 1,00 0,5 1,00

0,000 737+0,37ABa  7,75+0,25Aa 500£0,38Ab  57+0,25ABa  6,75%0,16ABa  7,25:0,25Aa
0,001  5,37+0,75Ab 525+0,77Ab  4,25:t031Ab  4,12+029Ab  8,12+058Aa  7,00+0,42Aba
0,003  8,25+0,25Aa 2,75¢0,16Bc  5,62+0,18ABa  4,75+059Ab  850+0,82Aa 4,75+0,94Bb
0,005 7,00+0,68ABa  3,25+0,16BCb  7,37#0,70Aa  7,37#0,37Aa  4,75:0,31Bb 8,25+0,31Aa
Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por

mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrao.

Tabela 8. Valores médios de comprimento de brotos (>0,5 cm) por explante de Corymbia
maculata em relacdo ao uso de membranas porosas, concentracdes de cloro e regulador
de crescimento.

Sem Membrana Uma membrana Trés membranas
C(f%o ANA (mg L) ANA (mg L) ANA (mg L)
0,5 1,00 0,5 1,00 0,5 1,00

0,000  1,11#0,05Bb  1,31+0,03Aa  1,25+0,03Aa  1,17+0,03Aa  1,35+0,07Ba  1,95+0,11Aa
0,001  1,55+0,04Aa  1,48+0,02Aa  1,07#0,04Aa  1,19+0,06Aa  1,48+0,14Aa  1,36+0,12Ab
0,003  1,51#0,03Aa  0,88+0,04Bb  121+0,07Aa  1,32+0,06Aa  1,28+0,07Aa  1,21+0,08Ab
0,005  1,27+0,03Ab  0,86+0,05Bb  127+0,05Aa  124+0,08Aa  1,33#0,11Aa  1,28+0,13Ab
Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por

mesma letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrao.

Tabela 9. Valores médios da densidade de estbmatos por milimetros quadrados de
Corymbia maculata em relacdo ao uso de membranas porosas, concentragdes de cloro e
regulador de crescimento.

Sem Membrana Uma membrana Trés membranas
C(('%O ANA (mg L) ANA (mg L) ANA (mg L)
0,5 1,00 05 1,00 05 1,00

0,000  103,48+5,31Bb 183,96+11,95Aa  152,53+9,32Aa  37,56+3,07Bc  173,23+18,98ABa  121,80+12,17Ab
0,001 279,77+18,31Aa  154,83+4,26BBa = 51,36+5,03Ab  63,62+4,66Ab 191,62+7,55Aa 202,35+28,75Aa
0,003 23,76+0,77Bc 154,83+11,44ABa 9,97+2,03Bc 185,49+4,06Aa 6,13+2,76Bc 104,24+15,39Ab
0,005 6,13+0,77Bc 123,40+6,13Ab 19,16+5,36Ac 19,16+4,66Ac 18,84+4,66Bc 11,50+3,51Bc

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por

mesma letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrdo. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE E. Valores médios dos parametros oxidacdo e vigor durante a fase de

alongamento

Tabela 10.Valores médios de oxidacao e vigor do explante de Corymbia maculata em
relacdo as escalas de notas adotadas.

OXI (%) VIG (%)
Tratamentos Escala de Notas Escala de Notas
0-25 25-50 50-75 75-100 0-25 25-50 50-75 75-100
SM x 0,000 CL x  25,00+16,37  37,50£18,30  37,50+18,30  0,00+0,00 0,00+0,00 25,00+16,37  37,50+18,30  37,50+18,30
g’l\S/IAxNOA,OOO CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,000+0,00 0,00+0,00 62,50+18,30  37,50+18,30  0,00+0,00
é’l\eleNOA,OM CL x 50,00+18,90 50,00+18,90  0,000+0,00 0,000+0,00 0,00+0,00 62,50+18,30  37,50+18,30  0,00+0,00
g’l\S/IAyAO,Om CL  0,000+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,000+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00
gblo QNO?)% CL x  0,000+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,000+0,00 12,50+12,50  25,00+16,37  50,00£18,90  12,50+12,50
g’l\S/IAxNOA,OO3 CL x 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 25,00+16,37  62,50+18,30  12,50+12,50
é’l\eleNOA,OOS CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 62,50+18,30  37,50+18,30  0,00+0,00
g’l\slp;(NéOOS CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 75,00+0,00 25,00+0,00 0,00+0,00
iﬁliNOA,OOS CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 50,00£18,90  50,00+18,90  0,00+0,00
iﬁliNOA,OOO CL x 12,50+#12,50 50,00+18,90  37,50+18,30  0,00+0,00 0,00+0,00 62,50+18,30  37,50+18,30  0,00+0,00
gi\?lA)\(NOA,OOO CL x 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 12,50+12,50  50,00+18,90  37,50+18,30  0,00+0,00
iyl\?IA)\(NOA,O(Jl CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 50,00£18,90  50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90
%\?Ié(NOA,OOl CL x 50,00+18,90  50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 37,50+18,30  62,50+18,30
i’l\?liNOA,OOS CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
SL)’I\?IAXNOA,OOS CL x 50,00+18,90 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00
1’I\?IA><N0A,005 CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 87,50£12,50  12,50+12,50  0,00+0,00
SL)’I\?IAXNOA,OOS CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+£0,00  0,00+0,00
é’l\?leNOA,OOO CL x  0,00+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00 50,00+18,90  50,00+18,90  0,00+0,00
g’l\?IAXNOA,OOO CL x 50,00£18,90 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00
é’lsliNOADOl CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
gyl\?IA)lNOA,OOl CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
éi\?liNOA,OOB CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00
gh?l/A)\(NOA,OOB CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 50,00£18,90  50,00+18,90  0,00+0,00
éi\?liNOA,OOS CL x 50,00+18,90 50,00+18,90  0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
gh?l/A)\(NOA,OOS CL x  0,00+0,00 0,00+0,00 50,00+18,90  0,00+0,00 87,50+12,50  12,50+12,50  0,00+0,00 0,00+0,00

1,0 ANA

OXI = Oxidacao observada nos explantes. VIG = Vigor apresentado pelos explantes. 1M = Uma
membrana porosa. 3M = Trés membranas porosas. SM = Auséncia de membrana porosa. CL =
concentragdes de cloro. ANA = concentragdes de regulador de crescimento (ANA mg/L™?). Fonte:
Do autor (2020).
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APENDICE F. Tabela de analise de variancia dos parametros pigmentos fotossintéticos

Tabela 11. Resumo da andlise de variancia do conteddo de pigmentos de Corymbia
maculata cultivada in vitro em relacdo ao uso de membranas, concentragdes de cloro e

regulador de crescimento.

Causas de GL Quadrados Médios
Variagio Clorofilaa  Clorofilab  Carotendides Total a/b
(mgmg?’)  (mgmg™) (mgmg?!)  (mgmg") (mgmg™)
Cloro 3 0,2222Ns 1,5491" 6,0807NS 0,6515NS  1,3664NS
ANA 1 2,1201NS 0,0156NS 19,4233\ 1,2080NS  2,0847NS
Membranas 2 0,4128NS  0,5694NS 15,8389NS 1,1461NS  0,1916NS
Cloro x ANA 3 1,0746NS 0,1010Ns 11,7575\ 0,5808NS  0,6399NS
ﬁllorobx 6 1,2427NS 0.2509NS 4,4697NS 0,6787NS  0,6399NS
embrana '

ANA X 2 0,0627Ns 1.0553NS 0,2729Ns 0,8818Ns  0,8574NS
Membrana '
Cloro X ANA X ©  {1409% 13817" 45116  2,6814™ 0,8335M
Membrana
Residue 48 0,600 0,5084 2,2580 0,7593 0,2304
Média - 4,97 4,08 5,70 6,44 3,93
CV exp. (%) - 15,59 17,45 26,35 13,52 20,61

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * e ** valor

significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente pelo teste F. GL =

graus de liberdade. CVeyp. = coeficiente de variacdo experimental. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE G. Valores médios dos parametros pigmentos fotossintéticos

Tabela 12. Valores médios de clorofila b (mg mg-') de Corymbia maculata em relagio
ao uso de membranas porosas, concentracdes de cloro e regulador de crescimento.

Sem Membrana

Uma membrana

Trés membranas

C((';)r)o ANA (mg L?) ANA (mg L?) ANA (mg L%

05 1,0 05 1,0 05 1,0
0000 2124%374Aa 14,34+533Aa 1343:917Ba  33,43533Aa  21,92+134Aa  18,02+2,77Aa
0001 14,83+260Aa 11,07+2,83Aa 19,95:4,67Aa 1529+056Ab  10,56+0,36Ab  1523+2,63Aa
0,003 1344#341Aa 16,42+4,06Aa 14,86+3.80Aa 19,05:390Ab  18,72+1,17Aa  1323+1,10Aa
0,005 2041#419Aa 17,2242,07Aa 1801:4,33Aa 1674+2,66Ab 17,16+2,81ABa  20,37+4,33Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por

mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrao.

Tabela 13. Valores das médias de pigmentos totais (mg mg-1) de Corymbia maculata em
relacdo ao uso de membranas porosas, concentracdes de cloro e regulador de crescimento.

Sem Membrana

Uma membrana

Trés membranas

(’E('%O ANA (mg L) ANA (mg L) ANA (mg L)

05 1,0 05 1,0 05 1,0
0000  54,74+1051Aa  3309+614Ba  30,71+456Ba  59,86+1375Aa  50,55+2,24Aa  36,15+8,59Ab
0001  3365#526Ab  3519+570Aa  54,62+1116Aa  44,8740,90Aa  30,01#6,78Ab  44,29+7,50Aba
0003  30,87#2,68Ab  42,23+466Aa  3546:959Aa  44,98+482Aa  47,32+119Aa  40,38+3,23Aba
0005  4056+564ABa  4354+269Aa  43,12+4675Aa  47,89+644Aa  39,01+186Ba  5564+4,30Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por

mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média * desvio padrdo. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE H. Tabela de analise de variancia dos parametros de enraizamento.

Tabela 14. Resumo da anélise de variancia do percentual de enraizamento, nimero de
brotos e comprimento dos brotos (>0,5 cm) de Corymbia maculata cultivado in vitro em
relacdo ao tempo de exposicdo ao regulador, presenca de carvao ativado e luminosidade.

Quadrados Médios

Causas de Variacéo GL

ENR (%) COM (cm)

Tempo 2 3,9681™ 0,0532Ns
Residuo Tempo 27 0,3211NS 0,0431NS
Carvéo 1 11,5341 2,298
Luminosidade 1 0,0286 NS 4,48
Tempo x Carvéo 2 3,2001™ 0,0652NS
Tempo x Luminosidade 2 2,0665™ 0,0602NS
Carvdo x Luminosidade 1 0,7835NS 0,1722"
Tempo x Carvido x Luminosidade 2 1,6785 0,0561NS
Residuo 81 0,3514 0,0357
Média - 5,08 3,12
CV exp. (%) - 36,49 10,87

NS Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. * e ** valor
significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente pelo teste F. GL =
graus de liberdade. CVexp. = coeficiente de variacdo experimental. ENR = percentual de
enraizamento dos explantes. COM = comprimento das microestacas (>0,5 cm) por explante.
Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE I. Valores médios dos parametros do enraizamento

Tabela 15. Valores médios do percentual de enraizamento de Corymbia maculata em
relacdo ao tempo de exposicdo ao regulador, presenca de carvao ativado e luminosidade.

Carvao (100 mg L) Auséncia Carvao
Tempo de A ——
Exposicio a0 AIB Luminosidade Luminosidade
POsI¢ Presenca Auséncia Presenca Auséncia
0 0,00+0,00Aa 2,50+2,50Aa 10,50+5,24Aa 0,00+0,00Ab
24 0,00+0,00Aa 0,00+0,00Aa 7,50+3,82Aa 0,00+0,00Bb
48 0,00+0,00Aa 2,50+2,50Aa 10,50+3,68Ba 27,50+5,83Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média + desvio padrao.

Tabela 16. Valores médios de comprimento das microestacas (>0,5 cm) por explante de
Corymbia maculata em relagcdo ao tempo de exposicao ao regulador, presenca de carvao
ativado e luminosidade.

Tempo de Exoosicio Carvéo (100 mg L) Auséncia Carvao
P posi¢ Luminosidade Luminosidade
ao AlB . .
Presenca Auséncia Presenca Auséncia
0 1,94+0,08Bb 2,96+0,09Ab 3,02+0,09Ba 4,37+0,32Aa
24 1,70+0,09Bb 3,23+0,13Ab 3,10+0,07Ba 3,96+0,19Aa
48 1,70+0,09Bb 3,81+0,11Aa 2,80+0,09Ba 4,47+0,61Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra maiuscula e, nas linhas, médias seguidas por
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Dados apresentados como: média * desvio padrdo. Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE J. Valores médios dos parametros oxidagio e vigor durante a fase de
enraizamento

Tabela 17. Valores médios de oxidacdo e vigor do explante de Corymbia maculata em
relacdo as escalas de notas adotadas.

OXI (%) VIG (%)
Tratamento Escala de Notas Escala de Notas
0-25 25-50 50-75 75-100 0-25 25-50 50-75 75-100
Oh x SC x SL 100,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
Oh x SC x PL 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 70,00+£15,27 30,00+15,27 0,00+0,00 0,00+0,00
Oh x PC x SL 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 40,00+16,33 0,00+0,00 40,00+16,33 20,00+13,33
Oh x PC x PL 100,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
24h x SC x SL 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
24h x SC x PL 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
24h x PC x SL 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 30,00+15,27 40,00+16,33 30,00+£15,27 0,00+0,00
24h x PC x PL 30,00+15,27 70,00£15,27 0,00£0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
48h x SC x SL 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 80,00+13,33 20,00+13,33 0,00£0,00
48h x SC x PL 50,00+16,67 50,00+16,67 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
48h x PC x SL 60,00+16,33 40,00+£16,33 0,00£0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
48h x PC x PL 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 100,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

OXI = Oxidacéo observada nos explantes. VIG = Vigor apresentado pelos explantes. h = Horas
de exposicéo ao regulador. SC = Auséncia Carvdo. PC = Presenca de Carvédo. SL = Auséncia de
luminosidade. PL = Presenca de luminosidade. Fonte: Do autor (2020).



