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RESUMO

As ferramentas biotecnologicas, como a cultura de tecidos, especialmente a técnica de
micropropagacao, tem possibilitado a propagacdo em larga escala das espécies e hibridos de
Eucalyptus com elevado valor econdmico. No entanto, uma das maiores dificuldades de
reprodutibilidade dos protocolos de cultivo in vitro esté relacionada aos fatores ambientais. A
luz, sendo fundamental para as plantas clorofiladas, possui caracteristicas como a qualidade do
espectro (comprimento de onda) que podem influenciar no crescimento e desenvolvimento in
vitro, processo conhecido como fotomorfogénese. Baseado no exposto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito fotomorfogénico de seis espectros de luz (vermelho,
branco, azul, amarelo, roxo e verde) nas fases de multiplicacdo, alongamento e enraizamento
in vitro de Eucalyptus dunnii e de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (eucalipto
urograndis). Os comprimentos de onda foram fornecidos por meio da filtragem da luz de
lampadas fluorescentes com folhas duplas de celofanes coloridas. Durante as fases do cultivo
in vitro, avaliaram-se os aspectos morfologicos de comprimento de brotos, nimero de brotos,
oxidacdo dos explantes, porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia, comprimento e
numero de raiz, variacdes na concentracdo de pigmentos fotossintéticos e modificacdes na
organizacao histolédgica dos tecidos foliares. O experimento foi conduzido em arranjo fatorial
2%6, no delineamento inteiramente casualizado, sendo testados duas espécies e seis espectros
de luz. Em termos gerais, a qualidade de luz influenciou a fotomorfogénese in vitro das duas
espécies estudadas, onde os espectros de luz branco, vermelho, azul e roxo resultaram nas
melhores respostas para as caracteristicas morfoldgicas analisadas e para 0s pigmentos
fotossintéticos. Com as andlises histoldgicas foi possivel verificar diferencas na organizacéo e
espessura das células dos tecidos foliares entre as qualidades de luz testadas. Os menores
valores para o tamanho dos estdmatos e a densidade estomatica de eucalipto urograndis foram
observados em filtro de luz verde e vermelho respectivamente, e em E. dunnii essas
caracteristicas foram observadas em luz branca fluorescente e filtro de luz verde. Assim, 0s
resultados deste trabalho contribuem com informacdes relevantes para o cultivo in vitro dessas
espécies e para o entendimento das alteracbes morfofisioldgicas ocasionadas pela qualidade da
luz.

Palavras-chave: Propagacéo in vitro. Espectro de luz. Clorofila. Anatomia foliar.



ABSTRACT

Biotechnological tools, such as tissue culture, especially the micropropagation technique,
have enabled large-scale propagation of Eucalyptus species and hybrids with high economic
value. However, one of the greatest difficulties of reproducibility of in vitro culture protocols
is related to environmental factors. Light, being fundamental for chlorophyll plants, has
characteristics such as spectrum quality (wavelength) that can influence in vitro growth and
development, a process known as photomorphogenesis. Based on the above, the present work
had the objective of evaluating the photomorphogenic effect of six light spectra (red, white,
blue, yellow, purple, and green) in the multiplication, elongation and in vitro rooting stages of
Eucalyptus dunnii and Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (urograndis eucalypt). The
wavelengths were provided by filtering the light from fluorescent lamps with double sheets of
colored cellophanes. The morphological aspects of shoot length, number of shoots, oxidation
of explants, rooting and survival percentage, root length and number, variations in the
concentration of photosynthetic pigments and changes in histological organization were
evaluated during in vitro culture stages of the foliar tissues. The experiment was conducted in
a 2x6 factorial arrangement, in a completely randomized design, with two species and six
light spectra being tested. In general terms, the light quality influenced the in vitro
photomorphogenesis of the two species studied, where white, red, blue and purple light
spectra resulted in the best responses for the analyzed morphological characteristics and the
photosynthetic pigments. With the histological analyzes it was possible to verify differences
in the organization and thickness of the cells of the foliar tissues among the light qualities
tested. The lowest values for stomata size and stomatal density of urograndis eucalypt were
observed in green and red-light filters respectively, and in E. dunnii these characteristics were
observed in fluorescent white light and green light filter. Thus, the results of this work
contribute with relevant information for the in vitro culture of these species and for the
understanding of the morphophysiological changes caused by the light quality.

Keywords: In vitro propagation. Light spectrum. Chlorophyll. Leaf anatomy.
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1 INTRODUGCAO

O Eucalyptus € um género de grande importancia econémica, com grande potencial
como matéria-prima, principalmente para o abastecimento do setor energético e fins
industriais. A espécie esta estabelecida em plantagdes florestais de grande escala comercial
tornando-se uma das atividades que mais se expandem no setor florestal mundial (LORENZI;
SOUZA, 2008).

No Brasil, as florestas de eucalipto sdo baseadas principalmente em variedades clonais
formadas a partir de material genético superior, mais adaptado as condi¢cdes ambientais
adversas e resistentes a fatores bidticos, garantindo assim uma maior produtividade e suprindo
a demanda por madeira e outros produtos (MAXIMO, 2014; SANTOS et al., 2010).

Atualmente, devido a grande demanda por producdo de mudas de eucalipto, a técnica
de propagacdo vegetativa tem dado suporte ao método convencional, possibilitando a
obten¢do de mudas geneticamente idénticas a uma planta-matriz (HARTMANN et al., 2011).

Aliada a este sistema de propagacdo, as ferramentas biotecnolédgicas, como a cultura
de tecidos, especialmente a técnica de micropropagacdo, vem tornando possivel uma
multiplicacdo em escala comercial de propéagulos vegetativos de alto valor genético, em curto
periodo de tempo e espago reduzido (BRONDANI et al., 2009; MAXIMO, 2014).

No entanto, had certas dificuldades de reprodutibilidade dos protocolos de
micropropagacdo, principalmente relacionadas aos fatores ambientais (BATISTA et al.,
2018). Dentre os fatores ambientais, a luz tem um destaque fundamental para as plantas
clorofiladas, pois além de atuar na producdo de energia pela fotossintese, estimula os
fotorreceptores que desencadeiam as respostas morfogenéticas, anatdbmicas e bioquimicas das
células e tecidos vegetais, processo conhecido como fotomorfogénese (RIBEIRO et al., 2009;
SOUZA, 2018).

A qualidade de luz (comprimento de onda dos espectros) é uma das caracteristicas
principais da luz (RIBEIRO et al., 2009) e que tem sido alvo de estudos mais aprofundados
sobre seus efeitos significativos nas plantas clorofiladas cultivadas in vitro (HERINGER et
al., 2017; SOUZA, 2018).

Baseado nesse contexto, tendo em vista a importancia de aperfeicoar os protocolos de
micropropagacao para as espécies de eucalipto, desde a introducdo do material vegetativo in
vitro até o enraizamento adventicio das miniestacas, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos que as diferentes qualidades de luz proporcionardo nas fases de

multiplicacdo e alongamento, como alteragfes no crescimento, no numero de folhas, no



nimero de brotagdes e no teor de pigmentos fotossintéticos, assim como na fase de
enraizamento in vitro, observando os melhores estimulos para o desenvolvimento de raizes
adventicias e as alteracbes que podem ocorrer na organizacdo dos tecidos foliares e na
formacéo de estdmatos funcionais em clones de Eucalyptus dunnii e de Eucalyptus grandis x

Eucalyptus urophylla.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia silvicultural do género Eucalyptus

Originario da Australia, o género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, que é
composta por mais de 700 espécies (SHARMA, 2007).

Devido ao potencial das espécies de Eucalyptus como matéria-prima, principalmente
para o abastecimento do setor energético e fins industriais, tornou-se uma das espécies
lenhosas de maior importancia econémica e uma das atividades que mais se expande no setor
florestal mundial, sendo estabelecida em plantacfes de grande escala pelo mundo todo
(LORENZI; SOUZA, 2008).

Segundo levantamento estatistico feito pela Producdo da Extracdo Vegetal e da
Silvicultura - PEVS relativos a 2017 e divulgado pelo IBGE (AGENCIA BRASIL, 2019), o
cultivo de florestas plantadas no Brasil ja atingiu cerca de 9,85 milhGes de hectares, sendo
75,2% de eucalipto e 20,6% de pinus. A escolha pelo uso de espécies do género Eucalyptus é
em virtude das mesmas apresentam excelentes caracteristicas silviculturais, como rapido
crescimento, troncos retos, baixa densidade de ramificacbes, fibras de alta qualidade e
bastante adaptativas as mais variadas condicGes de clima e solos brasileiros (ANDRADE et
al., 2003).

As florestas de eucalipto tornaram-se uma alternativa para suprir a demanda por
biomassa lenhosa, contribuindo para a reducdo da pressdo sobre o uso de florestas nativas e
assim preservando os recursos naturais ali existentes (FETT-NETO; FOGACA, 2005). O
eucalipto pode ser utilizado tambeém para fins farmacéuticos, como 0Oleos essenciais, na
apicultura e na formacdo de quebra-vento (LORENZI; SOUZA, 2008). Além disso, o setor
privado tem demonstrado interesse pelo uso dessa espécie para fixacdo de carbono, visando

reduzir a concentracdo de dioxido de carbono (CO.) na atmosfera (ALFENAS et al., 2004).



No Brasil, essas plantagfes sdo baseadas principalmente em variedades clonais
formadas a partir de material elite, obtidos por meio do melhoramento genético (MORA,;
GARCIA, 2000). Dentre as espécies de eucalipto mais cultivadas, destaca-se o Eucalyptus
grandis, E. urophylla assim como seus hibridos, o eucalipto urograndis, um material genético
superior mais adaptado as condi¢fes adversas, garantindo maior produtividade e assim
suprindo a demanda por mais madeira e outros produtos advindos da silvicultura clonal deste
hibrido (MAXIMO, 2014; SANTOS et al., 2010).

No entanto, apesar dos avangos tecnoldgicos, ainda existem certas limitacdes de
expansao de plantios na regido sul do pais, devido a ocorréncia de temperaturas mais baixas e
geadas frequentes. Devido a este fato, tornam-se necessarios estudos direcionados para novas
espécies e variedades mais adaptadas a essas regides (BRONDANI et al., 2009).

O Eucalyptus dunnii tem sido considerado uma espécie alternativa para as empresas
das regides sul e sudeste do Brasil, principalmente devido ao seu rapido crescimento,
uniformidade de povoamentos, forma da arvore e tolerancia ao gelo. Entre suas aplicacdes,
apresenta desempenho adequado para producao de celulose e papel, madeira serrada para fins
estruturais, engenharia de produtos de madeira e pisos (FLORSHEIM et al., 2009; REZENDE
etal., 2018).

A fim de suprir essa crescente demanda por espécies mais adaptadas e mais
produtivas, as empresas do setor florestal tém investido fortemente em programas de
melhoramento proprios e, periodicamente, langam novos clones no mercado (MAXIMO,
2014).

2.2 Micropropagacao

Com as constantes mudancas climaticas e o crescimento populacional avangando, hé
uma demanda crescente na industria florestal para implementar técnicas inovadoras de
propagacdo e explorar novos gendtipos de eucalipto com propriedade superior de
crescimento, adaptacao e resiste a pragas e doengas (KERET et al., 2018).

A propagacdo vegetativa ou assexual consiste em obter mudas geneticamente idénticas
a planta-matriz a partir de diferentes orgaos vegetativos (HARTMANN et al., 2011). Isso tem
sido a base da silvicultura clonal para as espécies florestais e uma alternativa na obtencéo de
individuos que apresentam caracteristicas genéticas superiores, por possibilitar a

multiplicacdo de genotipos selecionados, conservacdo de germoplasma e pesquisas em geral



(ELDRIDGE et al., 1994; XAVIER et al., 2013), principalmente em situacfes onde a semente
é um fator limitante (SOUZA JUNIOR; WENDLING, 2003).

Dentre as técnicas mais promissoras para a clonagem do Eucalyptus, a
micropropagacdo vem sendo bastante explorada pela maioria das empresas florestais e
pesquisadores (TRUEMAN et al., 2018).

A micropropagacdo consiste em produzir plantas a partir de 6rgéos, tecidos ou células
vegetais, como embrifes zigoticos ou somaticos, folhas, segmentos caulinares e raizes, que
sdo nomeados como fonte de explante (BACCARIN et al., 2015; RATHORE et al., 2014;
SIWACH et al., 2014; SOUZA, 2018; ZURAIDA et al.,, 2017). Estes explantes s&o
inoculados sob condigdes assépticas, em meio de cultura adequado e com alto controle das
condi¢cdes ambientais e nutricionais, de forma que possam ter a capacidade de formar novas
plantas (BACCARIN et al., 2015; BIANCHETTI et al., 2017; ROUSSOS et al., 2016;
SOUZA, 2018).

As principais vantagens da utilizacdo desta técnica, como ferramenta de producdo de
mudas clonais em larga escala, consistem na obtencdo de grande nimero de plantas a partir de
uma Unica matriz, em curto espaco de tempo e em area reduzida, promover o
rejuvenescimento do tecido vegetal, possibilitar um maior controle nutricional, ambiental,
fitossanitario e de transporte do material clonal para grandes distancias sem danos, além do
armazenamento por longos periodos e a manutencdo do vigor hibrido (BISHT et al., 1999;
BRONDANI, 2012; XAVIER et al., 2013).

Além disso, a micropropagacdo tem como objetivo clonar espécies ou hibridos com
altas taxas de crescimento, tolerantes as condi¢cbes ambientais adversas, como baixa
temperatura e salinidade, resistentes a fitopatdgenos (BENNETT et al., 2003) e, contornar ou
até mesmo solucionar um dos problemas mais comuns na propagacdo vegetativa, o dificil
enraizamento das estacas, observado principalmente em arvores adultas, devido a elevada
concentracdo de metabdlitos secundarios, fendis e outros inibidores do enraizamento
adventicio (BRONDANI et al., 2017; JOSHI et al., 2003). Assim como também pode ser
aplicado para a producdo de sementes sintéticas, limpeza clonal, conservacdo de germoplasma
in vitro, criopreservacdo e patenteamento de clones desenvolvidos em laboratorio (XAVIER
et al., 2007).

De maneira simplificada, a micropropagacao pode ser realizada nas seguintes etapas,
segundo Dutra et al., (2009), Grattapaglia e Machado (1998) e Xavier et al., (2013):

I. Estabelecimento e introdugdo in vitro dos explantes, onde o material vegetal

selecionado é cuidadosamente preparado em tratamentos de assepsia utilizando etanol (70%)
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em concentragdes e tempo de exposicdo variados para cada espécie, visando estar isento de
qualquer contaminacao, o qual é imprescindivel para o estabelecimento inicial do mesmo que
sera posteriormente inoculado em recipientes contendo meio de cultura totalmente assépticos;

I1. Multiplicacdo in vitro, nesta etapa objetiva-se maior niUmero de gemas uniformes,
em curto espaco de tempo, oriundos daqueles explantes estabelecidos com sucesso na etapa
anterior;

I1l. Alongamento in vitro, esta etapa tem como objetivo realizar o alongamento dos
brotos multiplicados, que geralmente ainda estdo em tamanhos muito pequenos, visando
preparad-los com tamanho adequado para a etapa de enraizamento;

IV. Enraizamento in vitro, refere-se a ultima etapa sob condi¢bes in vitro, onde
consiste em induzir o enraizamento das brotacGes por meio de reguladores de crescimento;

V. Aclimatizacdo, nesta etapa as plantas bem estabelecidas sdo transferidas para
recipientes contendo substrato e acondicionadas em locais com elevada umidade relativa do
ar, onde comecardo a se adaptar as condigdes de ambiente externo. As brota¢fes que néo
enraizaram nas condicdes in vitro poderdo ser acondicionadas nestes locais, para que sejam
estimuladas a formarem raizes ex vitro e regenerarem as novas plantas.

Nos ultimos anos houve um aumento significativo nas pesquisas voltadas a
micropropagacao do género Eucalyptus, como resultado da grande demanda por este método
de propagacdo vegetativa (ALI; RAY, 2018; TRUEMAN et al., 2018).

Em geral, as pesquisas estdo focando cada vez mais em otimizar os protocolos de
forma especifica para cada espécie, a fim de solucionar alguns fatores que podem ser
limitantes para o sucesso do cultivo in vitro (TRUEMAN et al., 2018), como: o tipo de
explante utilizado (AGGARWAL et al., 2012; KERET et al., 2018; NAVROSKI et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2015); o tipo de meio de cultura e componentes nutricionais (CORDEIRO
et al., 2014; DE OLIVEIRA et al.,, 2017; OBERSCHELP et al., 2015; OBERSCHELP;
GONCALVES, 2016; OBERSCHELP; GONGCALVES, 2018; OLIVEIRA et al.,, 2016;
OLIVEIRA-CAUDURO et al., 2014); o desenvolvimento de tecnologias e novos recipientes
(SHUKLA et al.,, 2017) e a adocdo de sistemas que melhorem as trocas gasosas, como
membranas porosas (SALDANHA et al., 2012; XAVIER et al., 2013).

Além disso, fatores como as variacbes no uso dos reguladores de crescimento
(AGGARWAL et al., 2012; BRONDANI et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2017; DUTRA
et al., 2009; HARTMANN et al., 2011; KERET et al., 2018; NAVROSKI et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016; PRADO et al., 2015); temperatura das salas de crescimento e estufas
para aclimatizacdo (TRUEMAN et al., 2013); fonte e qualidade da luz utilizada (BATISTA et
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al., 2018; RUEDELL et al., 2015; SOUZA et al., 2018); uso de substratos alternativos,
visando reduzir os gastos com meios semissolidos (NIU et al., 2015; XAVIER et al., 2013);
desenvolvimento de ambientes mais eficiente para o sistema (BRONDANI et al., 2018;
WILLYAMS, 2016); abordagens moleculares para identificar respostas a recalcitrancia no
enraizamento adventicio (ABU-ABIED et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017; BRYANT;
TRUEMAN, 2015; LEVY et al., 2014; NAKHOODA; WATT, 2017; RUEDELL et al.,
2015); entre outros fatores (ESPOSITO-POLESI et al.,, 2015; OLIVEIRA et al., 2017,

SHANTI et al., 2015;) veem sendo objeto de estudo de muitos pesquisadores.

2.3 Qualidade de luz no cultivo in vitro de plantas

As principais questdes relacionadas a dificuldade de reprodutibilidade dos protocolos
de cultivo in vitro de plantas entre os laboratorios sdo fatores ambientais (BATISTA et al.,
2018). Entre os fatores externos, a luz tem um destaque fundamental para as plantas
clorofiladas, pois atua na producdo de energia pela fotossintese e no estimulo dos
fotorreceptores que desencadeiam as respostas morfogenéticas, anatdbmicas e bioquimicas das
células e tecidos vegetais, processo conhecido como fotomorfogénese (RIBEIRO et al., 2009;
SOUZA, 2018).

Alguma das caracteristicas principais da luz que podem interferir no cultivo in vitro de
plantas sdo o fotoperiodo (duracdo), o fluxo de fétons (quantidade) e a qualidade de luz
(comprimento de onda dos espectros) (RIBEIRO et al., 2009). Entretanto, muita das vezes
esses detalhes sobre os espectros utilizados nos experimentos ndo sdo muito bem
especificados (BATISTA et al., 2018).

Tem sido cada vez mais aprofundado os estudos relacionados ao efeito da qualidade
de luz em espécies cultivadas in vitro, pois os niveis de comprimento de onda afetam de
maneira distinta o crescimento, desenvolvimento e diversas vias metabolicas nas plantas
(HERINGER et al., 2017; SOUZA, 2018).

A faixa do espectro de luz visivel mais importante para as plantas é chamada de
radiacdo fotossinteticamente ativa (400 a 700 nm) e nela estdo contidas as faixas dos
espectros do azul (400 a 500 nm) e do vermelho (600 a 700 nm), os quais mais afetam a
fotossintese, pois as moléculas fotossintéticas absorvem os comprimentos de onda destas
faixas de forma mais eficiente (ANDRADE et al., 2014; SILVA, 2016).



As moléculas receptoras que as plantas utilizam para detectar luz solar séo
denominadas fotorreceptoras, as quais respondem a um sinal, nesse caso a luz, dando inicio a
reacao de sinalizacdo (TAIZ; ZEIGER, 2017). Os fotorreceptores mais abundantes nas plantas
sdo os fitocromos, criptocromos e receptores de luz ultravioleta. A faixa de absorbancia que
estimula o fitocromo esta no vermelho (600 a 700 nm), vermelho distante (700 a 800 nm) e
em menor quantidade no azul (400 a 500 nm) e para os criptocromos a faixa de absorbancia se
encontra no azul (SILVA, 2016).

Apols a deteccdo da luz pelos fotorreceptores, os pigmentos fotossintéticos sao
sinalizados e servem como um complexo antena, coletando luz e transferindo a energia para o
centro de reacdo, onde acontecem as reacGes de energia durante a fotossintese (TAIZ;
ZEIGER, 2017).

As clorofilas a e b e os carotenoides sdo os pigmentos fotossintéticos que participam
da reacdo de fotossintese. As concentracdes destes pigmentos indicam a suscetibilidade da
planta a determinado comprimento de onda e intensidade luminosa. As clorofilas tendem a ser
foto-oxidadas devido ao excesso de luz e os carotenoides possuem o papel de prevenir essa
foto-oxidacdo. Nestas situacfes de luminescéncia, ocorre a limitacdo do metabolismo
primario, podendo afetar a atividade enziméatica e o metabolismo secundario das plantas
(BASSOLINO et al., 2015; DARKO et al., 2014; SILVA, 2016).

Neste sentido, muitos pesquisadores tém testado variacbes na composicédo espectral da
luz do ambiente de cultivo para aumentar a eficiéncia da micropropagacdo das plantas, onde
geralmente séo utilizadas como fonte de luz, as lampadas convencionais fluorescentes brancas
frias (GUPTA; JATOTHU, 2013; SINGH et al., 2015).

Novas tecnologias e alternativas como as lampadas de diodos emissores de luz (LED)
permitem com que espectros mais especificos sejam aplicados para regular as respostas
fotomorfogénicas, podendo-se utilizar diferentes comprimentos de onda e a combinacao entre
eles (GUPTA; JATOTHU, 2013; BATISTA et al., 2018). A substituicdo por lampadas
fluorescentes coloridas também vem sendo estudadas (GAZOLLA et al., 2017). A qualidade
espectral também pode ser fornecida por meio da filtragem da saida dos tubos de lampadas
fluorescentes brancas com filtros coloridos, como folhas de celofane (HERAUT-BRON et al.,
2001; LIN; YANG, 1999; RUEDELL et al., 2013; RUEDELL et al., 2015).

Resultados significativos nos aspectos morfologicos do material vegetal tém sido
encontrados em diversos estudos que avaliam a qualidade de luz, como um melhor
alongamento do caule utilizando lampadas LED na micropropagacdo de Corymbia spp.

(SOUZA et al., 2018), aumento da matéria seca e fresca e concentragcdes mais elevadas de



pigmentos fotossintéticos em Gossypium hirsutum L. (LI et al., 2017), maior quantidade de
6leo essencial em Lippia alba (BATISTA et al., 2016), aumento da atividade de enzimas
antioxidantes em folhas e raizes de Rehmannia glutinosa (MANIVANNAN et al., 2015),
entre outros (BATISTA et al., 2018).

Diferencas relacionadas a organizagdo do tecido fotossintético também foram
observadas em folhas de plantas in vitro (ARENA et al., 2016; BARUPAL et al., 2018; MA
et al., 2015; VIEIRA et al., 2015), indicando que as mudancas no ambiente, como a luz,
afetam a anatomia.

Manipular as condi¢cdes de cultivo na cultura de tecidos tem contribuido para a
otimizagdo dos protocolos de micropropagacdo, no entanto, € importante salientar que ainda
sd0 necessarios estudos especificos para cada espécie que correlacionem a qualidade de luz, o
fotoperiodo, a intensidade luminosa, os reguladores de crescimento e fatores moleculares mais
complexos (KUTSCHERA; WANG, 2016; RUEDELL et al., 2015; SOUZA, 2018).

2.4 Anatomia foliar de plantas micropropagadas

A anatomia foliar € um indicador chave das adaptacdes morfofisioldgicas das plantas e
sua capacidade de se desenvolver em um ambiente especifico (THOLEN et al., 2012).

Um ambiente in vitro consiste em temperatura constante, baixa densidade de fluxo de
fotons fotossintéticos, grande flutuacdo diurna na concentracdo de CO, alto teor de umidade
relativa, alta concentracdo de agUcar, sais e nutrientes no meio, auséncia de microrganismos,
baixas taxas de transpiracdo, fotossintese, absor¢do de agua e CO2, 0 que pode resultar em
crescimento deficiente e necessidade de adaptacdes histoldgicas das plantas cultivadas neste
ambiente (XIAO et al., 2011).

As folhas de plantas do habitat natural mostram uma organizacdo mais compacta dos
tecidos e mais diferenciada, em comparagdo com plantas cultivadas hidroponicamente e in
vitro (BARUPAL et al., 2018).

Em muitos casos, até mesmo o desenvolvimento enfraquecido do aparato
fotossintético das folhas de cultivo in vitro pode estar associado ao ambiente, a oferta exdgena
continua de sacarose e méas condigdes de luz (HAZARIKA, 2006).

A intensidade e a qualidade de luz tém se mostrado bastante influente na densidade
estomatica de plantas em ambiente in vitro, sendo estimada pela razdo entre o nimero de

estdmatos e a uma determinada area de células epidérmicas (KHAN et al., 2003).



Este fato torna-se importante, pois é por meio da abertura e fechamento dos estdmatos
que ocorre 0 controle osmotico, e quando em menor densidade garantem uma menor
transpiracdo e consequentemente uma maior sobrevivéncia das plantulas micropropagadas na
etapa de aclimatizacdo (FRAGUAS, 2003).

Portanto, entender quais mecanismos externos sdo passiveis de serem alterados para
melhorar as condic¢bes de cultivo in vitro das plantas, pode favorecer um desenvolvimento

mais eficiente dos protocolos de micropropagacdo (ABBADE et al., 2009).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao geral do experimento e material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultivo In Vitro de Espécies
Florestais do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), localizado no municipio de Lavras-MG. As analises histologicas foram realizadas no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Setor de Boténica/DBI da UFLA. A leitura da
absorbancia dos pigmentos fotossintéticos foi realizada no Departamento de Fitopatologia da
UFLA.

Sementes do material genético de Eucalyptus dunnii, com matrizes localizadas em
Piracicaba-SP (sem conhecimento da origem), foram doadas pelo Instituto de Pesquisas e
Estudos Florestais (IPEF) para o Laboratério Central de Biologia Molecular da UFLA
(LCBM), onde realizaram a inoculacdo das sementes e o estabelecimento do material vegetal
in vitro a pouco mais de um ano, com subcultivos a cada 21 dias em meio de cultura WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980) suplementado com 0,5 mg L de BAP, 0,02 mg Lt de ANA e
20 g L de sacarose. Alguns destes explantes ja estabelecidos in vitro foram cedidos para a
realizacdo deste trabalho.

Os clones hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (eucalipto
urograndis) foram obtidos de segmentos apicais e nodais retirados de minicepas cultivadas em
casa de vegetagdo, localizada na UFLA e estabelecidos in vitro para serem utilizados no
presente trabalho.
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3.2 Tratamentos e delineamento experimental

Para avaliacdo da qualidade de luz, os explantes de E. dunnii e do hibrido de eucalipto
urograndis foram mantidos em sala de crescimento a 25 £ 1 °C por um fotoperiodo de 16
horas de luz, sendo utilizado em cada prateleira duas lampadas do tipo tubular branca fria
marca Philips T10 de 0,60 metros, poténcia de 20W cada e temperatura de cor 6400-6500k. A
irradiancia das duas lampadas (40 pmol m?s™) foi aferida pelo fotorradidmetro modelo QSO-
S Procheck + Sensor-PAR Photon Flux (Decagon Devices, Pullman, Washington-USA).

Os tratamentos testados consistiram em seis tipos de qualidade espectral (T1:
vermelho; T2: branco (tratamento controle); T3: azul; T4: verde; T5: roxo e T6: amarelo) e
foram fornecidas pela filtragem da saida de luz das lampadas fluorescentes por meio de folhas
duplas de celofane (FIGURA 1). Os filtros foram substituidos a cada 30 dias para evitar
pequenas alteracfes na qualidade espectral da radiacdo transmitida devido ao possivel
desbotamento da cor.

Entretanto, este sistema utilizando folhas de celofanes coloridos ndo fornece um
comprimento de onda monocromatico total, havendo pequenos ruidos (interferéncias)

provenientes de outros espectros de luz da lampada fluorescente.
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Figura 1 — Sistema utilizado para fornecer as qualidades espectrais no experimento, pela
filtragem da saida de luz das lampadas fluorescentes por meio de folhas duplas de
celofane. A: vermelho, B: branco (controle), C: azul, D: verde, E: roxo e F:
amarelo.

Fonte: Do autor (2023).

Os espectros de luz foram aferidos por meio do espectréradidmetro portatil SPECTRA
PEN Z850 (Qubit Systems-Kingston, Ontario-USA). As distribui¢bes espectrais dos filtros de

cada tratamento utilizados neste experimento estao representadas na Figura 2.
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Figura 2 — Variacbes do comprimento de onda (nm) utilizadas na experimentacdo emitida
pelas ldmpadas fluorescentes e filtrada por folha dupla de celofane. A: vermelho,
B: branco (controle), C: azul, D: verde, E: roxo e F: amarelo.
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Fonte: Do autor (2023).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
arranjo fatorial (2x6), sendo os fatores constituidos por duas espécies (E. dunnii e Eucalyptus

grandis x Eucalyptus urophylla) e seis espectros de luz (vermelho, azul, amarelo, roxo, verde

e branco).
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3.3 Fases do cultivo in vitro e avaliagdes experimentais

Na fase de multiplicacdo, os explantes de Eucalyptus dunnii e Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla foram padronizados em tufos contendo quatro brotagdes com cerca de 1
cm aproximadamente. Foram realizados dois subcultivos com intervalo de 28 dias cada em
meio de cultura WPM suplementado com 0,5 mg L™ de BAP, 0,05 mg L™ de ANA, 6 g L™ de
agar e 20 g L de sacarose. Para cada espécie, foram realizadas quatro parcelas experimentas
contendo cinco repeticdes cada, onde os explantes foram a unidade experimental, totalizando
20 repeticgdes.

Na fase de alongamento, foi selecionado explantes em tufos com no minimo quatro
brotacdes e maiores que 1 cm. Foi realizado um subcultivo de 35 dias em meio de cultura
WPM suplementado com 0,5 mg Lt de ANA, 0,05 mg L' de BAP,6 gL dedagare20gL?
de sacarose. Para cada espécie, foram realizadas quatro parcelas experimentas contendo trés
repeticdes cada, onde os explantes foram a unidade experimental, totalizando 12 repeticdes.

Na fase de enraizamento, foi selecionado explantes alongados. As microestacas acima
de 2,0 cm foram individualizadas para serem enraizadas. Realizou-se um subcultivo de 35
dias em meio de cultura WPM suplementado com 1,0 mg L™ de ANA, 0,5 mg L* de AIB,
0,05 mg L de BAP, 6 g L™ de 4gar e 20 g L™ de glicose. Para cada espécie foi realizado
quatro parcelas experimentas contendo cinco repeticdes cada, onde os explantes foram a
unidade experimental, totalizando 20 repeticdes.

As caracteristicas avaliadas nas fases de cultivo in vitro foram: porcentagem média de
oxidagédo de acordo com o parametro de escala de notas adaptado de Oliveira et al. (2016),
onde foi atribuida nota 1= para ausente de oxidacdo, nota 2= para pouca oxidacdo na base dos
explantes e nota 3= para oxidacdo completa do meio de cultura (meio de cultura escurecido);
comprimento e numero médio de brotos por explante maiores que 1,0 cm; porcentagem de
enraizamento e sobrevivéncia dos explantes; comprimento e nimero médio de raizes;
contetdo de pigmentos fotossintéticos da clorofila a, b, totais (a + b), carotenoides e analises

histoldgicas de tecidos foliares.

3.4 Analise de pigmentos fotossintéticos

Nas trés fases do cultivo in vitro foram analisadas as concentra¢fes de pigmentos

fotossintéticos da clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides. A extracdo foi



14

realizada conforme metodologia adaptada de Lichtenthaler (1987). Em ambiente parcialmente
escuro, foi coletado 25 mg de matéria fresca de folhas de trés plantulas e colocadas em tubos
Eppendorf de 0,5 mL. Em seguida, pipetou-se em cada amostra um volume de 2,5 mL da
solucdo de Dimetilsulfoxido (DMSO) e o material foi armazenado em local escuro por 48
horas. Com o pigmento extraido das folhas foi realizada a leitura da absorbancia (A) a 480
nm, 649 nm, 665 nm no espectrofotdbmetro KASUAKI. Para cada tratamento e espécie
estudada, as leituras foram realizadas em triplicatas. As concentracdes de clorofila e
carotenoides foram calculadas seguindo as equacdes descritas por Wellburn (1994): clorofila
a= [(12,19 x Ages) — (3,45 x Aga)]; clorofila b= [(21,99 x Aes) — (5,32 x Aess)] €
carotenoides= (1000 x Asgo — 2,14 x Ca — 70,16 x Cb)/220, sendo os resultados expressos em

mg de pigmento por g de matéria fresca de tecido foliar (mg g* MF).

3.5 Andlise histolégica

Ao final das fases de alongamento e enraizamento foram coletadas folhas para
realizacdo das analises histologicas. As amostras de folhas foram fixadas em solugdo de
formaldeido é&cido acético (FAA) + alcool a 70% por um periodo de 48 horas e
posteriormente mantidas em alcool 70% (JOHANSEN, 1940). Em seguida, as amostras foram
desidratadas por meio de série alcodlica-etilica em concentracdes crescentes (80, 90 e 100%)
por 30 minutos em cada solugdo (JOHANSEN, 1940) e armazenadas em solugdo de alcool
100% e na proporc¢édo 1:1 em estufa quente (overnight). Por fim, as amostras foram postas em
solucéo pura de historresina (Leica®) por 24 horas.

Apds este processo, as amostras foram emblocadas em resina pura de hidroxietil
metacrilato (Leica®). Com o uso de micrétomo rotativo manual e navalha, os blocos contendo
as amostras foram seccionados transversalmente a 7 um de espessura. Os cortes obtidos foram
corados com solucdo de azul de toluidina (KRAUS; ANDRUIN, 1997) e montados em
laminas histologicas com finalizador verniz vitral (PAIVA et al., 2006).

Para obter cortes paradermicos, as amostras de folhas foram colocadas em solucao de
hipoclorito de sédio e agua destilada (1:1) por 24 horas, para que pudesse ocorrer a
dissociagdo dos tecidos (KRAUS; ANDRUIN, 1997). Posteriormente, foram retirados 0s
tecidos da face abaxial, corados com solucdo de safranina 1% e distendidos em laminas

histoldgicas. As laminas histoldgicas dos cortes transversais e paradérmicos foram observadas
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em microscopio de luz (Zeiss®) e fotomicrografadas com camera digital acoplada (AxionCam
ERc5s) em escala micrométrica e objetiva de 20x e 40x.

As espessuras dos tecidos foliares da epiderme adaxial, abaxial, parénquima
palicadico, lacunoso e limbo total foram mensurados na escala micrométrica utilizando o
software Axion Vision versdo 4.8 e Image J em trés pontos distintos de trés fotomicrografias
de cada tratamento, obtendo uma média dos dados. A espessura da nervura central também foi
mensurada de trés fotomicrografias de cada tratamento para obter uma média final. A
espessura do diametro polar e equatorial dos estdmatos foi mensurada de cinco estdmatos
mais homogéneos de trés fotomicrografias de cada tratamento e realizada uma média. A
densidade estomatica (nimero de estbmatos por unidade de &rea) foi calculada pela média de
estdmatos presentes em trés fotomicrografias de cada tratamento da area da imagem em uma

area definida, de acordo com a metodologia proposta por Castro et al. (2009).

3.6 Analise estatistica dos dados

Os dados quantitativos mensurados em todo o experimento foram processados no
software estatistico SOC (EMBRAPA, 1990) e SISVAR (FERREIRA, 2011). As varidveis
analisadas que ndo apresentaram distribuicdo normal perante o teste de Shapiro-Wilk a 5% de
significancia foram transformadas quando necessario. Em seguida, foi realizada a analise de
variancia (ANOVA) pelo teste F (p<0,01) e (p<0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Fase de multiplicacéo in vitro

Os resultados revelaram que os espectros de luz produziram diferentes efeitos na
fotomorfogénese durante as etapas do cultivo in vitro de Eucalyptus dunnii e o hibrido de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. Concomitantemente, a presenca de ruidos nas
qualidades espectrais, mesmo que em baixa frequéncia, podem ter influenciado nas respostas

fisiologicas das plantulas e ocasionado efeitos secundarios.
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O desenvolvimento foliar, a forma e coloracdo das plantulas de E. dunnii e eucalipto
urograndis foram influenciados pela qualidade de luz apds 56 dias na fase de multiplicacéo in
vitro (FIGURA 3).

Figura 3 — Explantes de E. dunnii (1) e eucalipto urograndis (2) cultivados in vitro aos 56 dias
na fase de multiplicacdo sob espectro de luz vermelho, branco, azul, amarelo, roxo
e verde. Detalhes das varia¢des da forma - brotos alongados em (1) e rosetados em
(2) - e coloracgdo dos explantes sob os diferentes tratamentos.

(1) (2)

Vermelho

Branco

Azul

Roxo

Verde

Fonte: Do autor (2023).
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De acordo com a analise de variancia, na fase de multiplicacdo in vitro, houve efeito
significativo (p<0,01) das espécies avaliadas e da interacdo entres as espécies e 0s espectros
de luz para variavel numero de brotos (NB). O comprimento de brotos (CB) também variou
significativamente (p<0,05 e p<0,01) quanto aos fatores testados. Apenas houve efeito
significativo (p<0,05) do fator espectro de luz para a variavel resposta de oxidacdo dos
explantes (OXI) (TABELA 1).

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia para a porcentagem média de oxidacdo (OXI),
nimero de brotos (NB) e comprimento de brotos (CB) em explantes de
Eucalyptus dunnii e o eucalipto urograndis sob os diferentes espectros de luz na
fase de multiplicacéo in vitro, aos 56 dias.

Quadrados Médios

Causas da Variagéo GL oXI® NB® CcBW
(%) (brotos explante™?) (cm explante™)

Espécie (SP) 1 0,03 205,10™ 0,41
Espectro de luz (EL) 5 0,20" 0,35™ 0,25™
SP*EL 5 0,05™ 1,47 0,04
Residuo 228 0,10 0,18 0,02
Total 239 - - -

Média Real - 54,60 16,60 1,04
CVexp(%) - 25,65 10,60 10,70

" 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. @ Dados transformados por vx, onde x = dado amostrado. GL = graus de
liberdade. CVexp = coeficiente de variagdo experimental.
Fonte: Do autor (2023).

De modo geral, na etapa de multiplicacdo in vitro foram observados valores superiores
de comprimento de brotos dos explantes na qualidade de luz azul para ambas as espécies
analisadas (FIGURA 4A).

Ja 0 numero de brotos por explante para ambas as espécies nao apresentou variacao
significativa entre os tratamentos testados, somente entre as espécies, onde o eucalipto
urograndis apresentou o maior numero de brotos por explante quando comparado ao E. dunnii
(FIGURA 4B).

Em relacdo a varidvel oxidacdo, apenas houve diferenca significativa entre os
tratamentos, porém os resultados demonstram a maior porcentagem de explantes oxidados

para as duas especies no tratamento com qualidade de luz roxo (67,5%) e verde (62,5%) e a
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menor porcentagem observada nos explantes cultivados na qualidade de luz branca

fluorescente (30%), condicdo a qual favorece o melhor desenvolvimento das espécies in vitro
(FIGURA 4C).

Figura 4 — Respostas morfoldgicas observadas na multiplicacdo in vitro de E. dunnii e do

>
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hibrido eucalipto urograndis. (A) Comprimento de brotos; (B) Numero de brotos
e (C) Porcentagem de oxidacdo. Médias seguidas por mesma letra mailscula
para o efeito dos tratamentos (luz) na espécie e, médias seguidas por mesma
letra minGscula para o efeito entre as espécies no mesmo tratamento (luz) ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade
de erro. Dados apresentados como: média + erro padréo.
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Fonte: Do autor (2023).

Além de ter influenciado o desenvolvimento morfoldgico das plantulas, a qualidade da
luz influenciou também na concentracdo de pigmentos fotossintéticos nesta fase do cultivo in
vitro, onde dependendo do tipo de espectro de luz utilizado, pode ocorrer a reducdo na
concentragéo de clorofila a, b e carotenoides das plantulas.

Na fase de multiplicacdo in vitro, foi observado pela analise de variancia que houve
interacdo (p<0,05 e p<0,01) entre os fatores testados quanto a concentracdo de clorofila a

(CLO a), clorofila b (CLO b), clorofila total (a + b) (CLO total) e carotenoides (CARO)
(TABELA 2).

Tabela 2 — Resumo da analise de variancia para a concentracdao média de clorofila a (CLO a),
clorofila b (CLO b), clorofila total (CLO total) e carotenoides (CARO) em massa
fresca de folhas de explantes de Eucalyptus dunnii e eucalipto urograndis sob 0s
diferentes espectros de luz na fase de multiplicacéo in vitro, aos 56 dias.

Causas da - Quadrados Médios (mg g™* de MF)
variacéo
¢ CLOa® CLODb® CLO total® CAROW

Espécie (SP) 1 0,43™  6,89™ 0,49™ 0,06™
(Eéﬁg"c”o de luz 5 002 027"  002% 0,002
SP*EL 5 0,01  0,10" 0,01 0,002™
Residuo 24 0,001 0,03 0,002 0,0004
Total 35 - - - -
Média Real - 0,17 0,12 0,29 0,04
CVexp(%) - 11,37 6,17 8,74 10,61

* e ** Valor significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro,
respectivamente pelo teste F. WDados transformados por Iny onde y= dado
amostrado. ®Dados transformados por 1/y, onde y = dado amostrado. GL=
graus de liberdade. CVey, = coeficiente de variagdo experimental.

Fonte: Do autor (2023).
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Para o E. dunnii, os pigmentos fotossintéticos analisados variaram estatisticamente
entre si diante dos tratamentos testados de qualidade de luz, sendo a maior média de clorofila
a observada no espectro de luz azul (0,35 mg g* MF) (Figura 5A), de clorofila b no espectro
de luz vermelho e amarelo (0,20 mg g* MF) (Figura 5B), de clorofila total no espectro de luz
vermelho (0,54 mg g MF) (Figura 5C) e de carotenoides no espectro de luz azul e amarelo
(0,08 mg g MF) (Figura 5D). Ja4 a menor concentracdo média para todos os pigmentos
fotossintéticos avaliados foi observada quando as plantulas foram expostas no espectro de luz
verde.

Para o eucalipto urograndis, ndo houve diferenca estatistica na concentracdo dos
pigmentos fotossintéticos entre os tratamentos testados, contudo as médias superiores de
todos os pigmentos analisados foram observadas no espectro de luz roxo e as inferiores
observadas no espectro de luz branca fluorescente e luz azul para os carotenoides (0,02 mg g*
MF) (FIGURA 5D).

Figura 5 — Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de E. dunnii e eucalipto urograndis na
fase de multiplicagéo in vitro. (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Clorofila total
e (D) Carotenoides. Médias seguidas por mesma letra maitscula para o efeito dos
tratamentos (luz) na espécie e, médias seguidas por mesma letra mindscula para o
efeito entre as espécies no mesmo tratamento (luz) ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro. Dados apresentados
como: média * erro padrao.

A B E. dunnii
W E. grandis x E. urophylla
0,4 -
Aa Aa
= 0,3 A
= ABa
‘_“D.[l
& 0,2 A
§. ) Ab Ba
(1]
G Ab
5]
‘6 0,1 A Ab Ab
o Aa
0,0 -
Vermelho Branco Azul Amarelo Roxo Verde

Qualidadedeluz



Clorofilab {(mg g™ MF)

Clorofila Total (mg g* MF)

Carotenoides{mgg™' MF)

0,3 -

0,0 -

0,7 -

0,5

04 -

02

0,1 4

0,0 -

0,10 -

0,05 -

0,00

W E. dunnii

M E. grandis x E. urophylla

Aa
ABCa
BCa
Ca
Aa
Aa
Vermelho Branco Azul Amarelo Roxo Verde
Qualidadedeluz
W E. dunnii
m E. grandis x E. urophylla
Aa
ABa

Ba
Aa
Vermelho Branco Azul Amarelo Verde
Qualidadedeluz
M E. dunnii

W E. grandis x E. urophylla

Aa
Aa
ABa
Ba
Aa Aa
Ab
Ab

Vermelho Branco Azul Amarelo Roxo Verde
Qualidadedeluz

Fonte: Do autor (2023).

21



22

4.2 Fase de alongamento in vitro

Os diferentes tratamentos com qualidade de luz influenciaram os parametros
observados nesta fase, como numero e comprimento médio de brotos, oxidacdo na base dos
explantes e o desenvolvimento fisiologico de E. dunnii e eucalipto urograndis in vitro
(FIGURA 6).

Figura 6 — Explantes de E. dunnii (1) e eucalipto urograndis (2) cultivados in vitro aos 35 dias
na fase de alongamento sob espectro de luz vermelho, branco, azul, amarelo, roxo
e verde.

Vermelho Branco

(1)

(2)

Fonte: Do autor (2023).

Na fase de alongamento in vitro, observou-se pela analise de variancia que houve
efeito significativo (p<0,01) do fator espécie para a variavel resposta de oxidacdo dos
explantes (OXI) e nimero de brotos (NB). Além disso, 0 nimero de brotos também variou
significativamente (p<0,01) quanto & interacdo da espécie e o0 espectro de luz, assim como o
comprimento de brotos (CB), o qual também obteve variacdo significativa para o fator
espectro de luz (TABELA 3).
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Tabela 3 — Resumo da andlise de variancia para a porcentagem média de oxidacdo (OXI),
numero médio de brotos (NB) e comprimento de brotos (CB) em explantes de
Eucalyptus dunnii e eucalipto urograndis sob os diferentes espectros de luz na fase
de alongamento in vitro, aos 35 dias.

Quadrados Médios

Causas da Variac&o GL OXI® NB® CB®
(%)  (brotos explante™) (cm explante™)

Espécie (SP) 1 1,0 26,00” 0,000005"
Espectro de luz (EL) 5 0,07" 0,31" 0,05™
SP*EL 5 0,1" 1,04™ 0,05
Residuo 132 0,06 0,15 0,01
Total 143 - - -
Média Real - 0,53 10,45 2,25
CVexp(%) - 24,7 12,41 15,84

" 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. @ Dados

transformados por Vx, onde x = dado amostrado. @ Dados transformados por 1/vy, onde y = dado
amostrado. GL = graus de liberdade. CVey, = coeficiente de variacdo experimental.
Fonte: Do autor (2023).

A variavel resposta de comprimento de brotos apresentou efeito dos tratamentos nas
duas espécies analisadas, sendo as maiores médias observadas no comprimento de luz branco
fluorescente para o E. dunnii (3,10 cm) e no comprimento de luz amarelo para o eucalipto
urograndis (3,1 cm), entretanto ndo houve variacdo significativa entre as espécies dentro do
mesmo tratamento (FIGURA 7A). Para a variavel nimero de brotos, os efeitos dos
tratamentos mostraram-se mais significativo na luz branca para o E. dunnii e na luz verde para
o0 eucalipto urograndis, apresentando médias de 9,4 brotos/explante e 16,3 brotos/explante,
respectivamente (FIGURA 7B). Em relacdo a porcentagem de oxidacdo dos explantes, as
duas espécies ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (luz), apenas foi
possivel observar uma média geral maior de oxidacdo no eucalipto urograndis (69,4%)
comparado ao E. dunnii (37,5%) (FIGURA 7C).
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Figura 7 — Caracteristicas observadas no alongamento in vitro de E. dunnii e do hibrido

>

Comprimento de brotos ( cm explante )

(v

Numero de brotos (brotos explante )

eucalipto urograndis. (A) Comprimento de brotos; (B) Numero de brotos e (C)
Porcentagem de oxidacdo. Médias seguidas por mesma letra mailscula para o
efeito dos tratamentos (luz) na espécie e, médias seguidas por mesma letra
minuscula para o efeito entre as espécies no mesmo tratamento (luz) nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro.
Dados apresentados como: média * erro padrao.
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Ainda nesta etapa de alongamento in vitro foi observado pela andlise de variancia que
houve interacdo significativa (p<0,05 e p<0,01) do fator espécie e do fator interacdo de
espécie e espectros de luz quanto a clorofila a (CLOA a), clorofila b (CLO b), clorofila total
(CLO total) e carotenoides (CARQ), apenas ndo existindo efeito significativo do fator
espectro de luz (TABELA 4).

Tabela 4 — Resumo da andlise de varidncia para a concentracdo média de clorofila a (CLOA
a), clorofila b (CLO b), clorofila total (CLO total) e carotenoides (CARO) em
massa fresca de folhas de explantes de Eucalyptus dunnii e eucalipto urograndis
sob os diferentes espectros de luz na fase de alongamento in vitro, aos 35 dias.

Quadrados Medios (mg g™t de MF)
CLOa CLODb CLOtotal CARO

Causas davariacdo  GL

Espécie (SP) 1 004" 0013 01137 0,003™
Espectro de luz (EL) 5 0,005 0,001"  0,012" 0,0001"™
SP*EL 5 0,013 0,002 0,028" 0,0005
Residuo 24 0,003 0,0008 0,007 0,0001
Total 35 - - - -
Média Real - 0,31 0,17 0,49 0,07
CVexp(%) - 19,7 16,12 17,93 17,66

" 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. CVe, = coeficiente de
variagdo experimental.

Fonte: Do autor (2023).
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Os pigmentos fotossintéticos ndo diferiram estatisticamente para nenhuma das
espécies estudadas quando foram conduzidos sob os diferentes espectros de luz na fase de
alongamento in vitro.

Entretanto, 0 maior acumulo médio de pigmentos como uma resposta fisiologica do
hibrido urograndis foi observada no espectro de luz vermelho, exceto para os carotenoides o
qual demonstrou esta mesma tendéncia nas luzes branca e amarela. Ja& as menores médias de
concentracdes de pigmentos foram observadas sob os espectros de luz roxo, verde e azul,
sendo este Ultimo apenas para os carotenoides (FIGURA 8 A e D).

Para o E. dunnii, as respostas acumulativas dos pigmentos com médias superiores
ocorreram sob espectro de luz roxo e verde, e as menores sob espectro de luz branco e
amarelo (FIGURA 8 Ae D).

Figura 8 — Concentragdo de pigmentos fotossintéticos de E. dunnii e eucalipto urograndis na
fase de alongamento in vitro. (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Clorofila total
e (D) Carotenoides. Médias seguidas por mesma letra mailscula para o efeito
dos tratamentos (luz) na espécie e, médias seguidas por mesma letra minuscula
para o efeito entre as espécies no mesmo tratamento (luz) ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro.
Dados apresentados como: média * erro padrao.
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4.3 Fase de enraizamento in vitro

Tanto a formacdo, quanto a quantidade e o comprimento de raizes adventicias sdo
pardmetros importantes que refletem posteriormente na sobrevivéncia das plantulas cultivadas
in vitro. Neste trabalho, essas caracteristicas foram avaliadas sob as diferentes qualidades de
luz e observou-se que a resposta de cada uma delas variaram entre as espécies estudadas
(FIGURA 9).

Figura 9 — Plantulas de eucalipto urograndis (esquerda) enraizadas sob os diferentes espectros
de luz e Unica plantula de E. dunnii (direita) enraizada no espectro de luz vermelho,
ambas cultivadas in vitro aos 35 dias em meio de enraizamento. Barra= 1 cm.

Vermelho

Fonte: Do autor (2023).

Nesta etapa de enraizamento in vitro, foi possivel observar pela analise de variancia
que houve interacdo (p<0,01) entre os fatores testados quanto a porcentagem de sobrevivéncia
(SOB) dos explantes. No entanto, as variaveis de porcentagem de enraizamento (ENR) e o
nimero de raiz (NR) por explante apenas variaram significativamente (p<0,01) quanto ao
fator espécie, ndo existindo efeito dos espectros de luz. Por sua vez, o comprimento de raiz
(CR) dos explantes apresentaram uma variagdo significativa (p<0,01) quanto ao fator espécie
e 0 espectro de luz (TABELA 5).
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Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia para a porcentagem média de sobrevivéncia (SOB)
e enraizamento (ENR), nimero médio de raiz (NR) e comprimento de raiz (CR)
em explantes de Eucalyptus dunnii e o eucalipto urograndis sob os diferentes
espectros de luz na fase de enraizamento in vitro, aos 35 dias.

Quadrados Médios

Causas da GL
Variacio SOB® ENR® NR® CR®
(%) (%) (raiz explante) (cm explante™)
Espécie (SP) 1 3,75" 220,4™ 0,03™ 0,08™
Espectro de luz
L) 5 1,117 0,06" 0,00006" 0,0004™
SP*EL 5 1,117 0,14 0,00004" 0,0003"
Residuo 228 0,2 0,08 0,00004 0,0001
Total 239 - - - -
Média Real - 93,75 50,42 1,25 2,08
CVexp(%) - 20,05 22,70 0,68 1,28

" 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. ©
Dados transformados por y?, onde y = dado amostrado. @ Dados transformados por Iny onde y

= dado amostrado. @ Dados transformados por 1/vy onde y = dado amostrado. GL = graus de
liberdade. CVex, = coeficiente de variagao experimental.
Fonte: Do autor (2023).

Os tratamentos de espectro de luz demonstraram ter diferenca estatistica para o
comprimento de raiz do eucalipto urograndis, onde observou-se a maior média dos
comprimentos sob o espectro amarelo (2,67 cm) (FIGURA 10 Al). Entre as espécies, esta
mesma variavel também apresentou diferenca significativa, onde o eucalipto urograndis
obteve uma média de 3,98 cm e o E. dunnii uma média de 0,18 cm (FIGURA 10 A2).

A porcentagem de sobrevivéncia dos explantes ndo apresentou diferenga significativa
entre os tratamentos testados, com excecdo para o E. dunnii o qual sob o espectro de luz roxo
apresentou uma menor sobrevivéncia (55%) (FIGURA 10B).

Além disso, os explantes de E. dunnii ndo enraizaram independente da qualidade de
luz, ocorrendo formagéo de calos e oxidacdo na base dos explantes. Apenas trés plantulas do
experimento com essa espécie emitiram raiz, ndo sendo possivel avaliar um efeito
significativo dos tratamentos de luz nos fatores porcentagem de enraizamento e nimero de
raiz.

Ja para o eucalipto urograndis foi possivel avaliar as respostas desses fatores, pois
observou-se uma media de 95% de enraizamento em todo o experimento (Figura 10C) e uma
média de 2,5 no nimero de raizes por explante (Figura 10D), porém ndo havendo diferenca

entre os tratamentos de luz testados.
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Figura 10 — Caracteristicas observadas no enraizamento in vitro de E. dunnii e do hibrido
eucalipto urograndis. (Al e A2) Comprimento de raiz; (B) Porcentagem de
sobrevivéncia; (C) Porcentagem de enraizamento e (D) Numero de raiz por
explante. Médias seguidas por mesma letra mailscula para a mesma espécie
entre as qualidades de luz e, médias seguidas por mesma letra minuscula para a
mesma qualidade de luz entre as espécies ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro. Dados apresentados
como: média + erro padrao.
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Com relagdo aos pigmentos fotossintéticos, na etapa de enraizamento in vitro foi
observado pela andlise de variancia que houve interacdo entre o fator espécie (p<0,01) e o
fator espectro de luz (p<0,05) quanto a clorofila a (CLO a) e clorofila total (CLO total) e
houve também interacdo do fator espéciexespectro luz para a clorofila b (CLO b). Apenas
para o pigmento carotenoide (CARO) ndo foi observado efeito significativo dos fatores
(TABELA 6).

Tabela 6 — Resumo da andlise de variancia para a concentragdo média de clorofila a (CLO a),
clorofila b (CLO b), clorofila total (CLO total) e carotenoides (CARO) em massa
fresca de folhas de explantes de Eucalyptus dunnii e eucalipto urograndis sob os
diferentes espectros de luz na fase de enraizamento in vitro, aos 35 dias.

Quadrados Médios (mg g™t de MF)
CLOa CLOb CLOtotal CARO

Espécie (SP) 1 0,04 0,0001" 0,04" 0,00002™
Espectro de luz (EL) 5 001" 0,002 0,02 0,0008™
5

Causas da variagdo  GL

SP*EL 0,009™ 0,003" 0,02" 0,0004"
Residuo 24 0,004 0,001 0,009 0,0003
Total 35 - - - -
Média Real - 0,38 0,14 0,53 0,10
CVexp(%) - 16,58 23,84 18,09 17,56

" 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. CVey, = coeficiente de
variagdo experimental.

Fonte: Do autor (2023).

Tanto as plantulas de E. dunnii quanto as de eucalipto urograndis apresentaram
diferengas estatisticas nas concentracfes dos pigmentos fotossintéticos analisados sob 0s
tratamentos de qualidade de luz, com excecdo do pigmento clorofila b o qual ndo demonstrou
diferencas entre os tratamentos e entre as espécies (FIGURA 11).

No eucalipto urograndis as menores concentracdo médias dos demais pigmentos em
geral foram observadas quando o explante era exposto ao espectro de luz azul e as maiores no
espectro de luz branca, ja no E. dunnii estes efeitos de baixa e alta concentracdo de pigmentos
foi observado nos tratamentos de luz roxo e verde, respectivamente (FIGURA 11).

E entre os materiais genéticos estudados, exceto na clorofila b, o eucalipto urograndis

foi o0 que apresentou superioridade das medias para todos os pigmentos fotossintéticos.
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Figura 11 — Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de E. dunnii e eucalipto urograndis na
fase de enraizamento in vitro. (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Carotenoides;
(D) Clorofila total. Médias seguidas por mesma letra mailUscula para a mesma
espécie entre as qualidades de luz e médias seguidas por mesma letra minuscula
para a mesma qualidade de luz entre as espécies nao diferem significativamente
pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro. Dados apresentados

como: média * erro padrao.
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4.4 Analise histologica
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B E. dunnii

® E. grandis x E. urophylla

ABa
ABa ABa il
ABb AB 8b
i

Azul Verde
Qualidade de luz

Amarelo Roxo

Na analise histoldgica foi observado que houve interacdo (p<0,01) entre o fator

espectros de luz e os tecidos foliares analisados, tamanho e densidade dos estdmatos. Néo

houve interacéo significativa quanto ao fator espécie (TABELA 7).
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Tabela 7 — Resumo da analise de variancia para a espessura dos tecidos foliares da epiderme
adaxial (EAD), epiderme abaxial (EAB), parénquima palicadico (PP), parénquima
lacunoso (PL), limbo total (LT), nervura central (NC), didmetro equatorial (DE) e
diametro polar (DP) dos estdmatos de Eucalyptus dunnii e eucalipto urograndis
sob os diferentes espectros de luz ap6s a fase de enraizamento in vitro.

Quadrados Médios (um)

Causa da
o GL
Variagdo EAD  EAB PP PL
Espécie (SP) 1 5,61 13,64" 309,23 1494,1"
Espectro de luz
L) 5 2,17 3,69  18,58™ 101,27™
SP*EL 5 220™ 2,59 52,607 64,13™
Residuo 24 0,85 2,43 11,02 46,91
Total 35 - - - -
Média Real - 11,6 10,1 33,5 58,2
CVexp(%) - 8,0 15,5 9,9 11,7
GL LT NC DE DP
Espécie (SP) 1 4339,30™ 712,53™ 0,688"™ 8,22™
Espectro de luz
‘L) 5 225,08™ 189248 1,931™ 2,94
SP*EL 5 153,58™ 2102,83" 1,824™ 897"
Residuo 24 127,24 346,72 0,809 2,00
Total 35 - - - -
Média Real - 111,0 215,5 54 11,5
CVexp(%) - 10,2 8,6 16,7 12,3

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo
teste de Tukey. * e ** Valor significativo ao nivel de 5% e 1% de
probabilidade de erro, respectivamente pelo teste de Tukey. GL= graus de
liberdade. CVex, = coeficiente de variacdo experimental.

Fonte: Do autor (2023).

Os tratamentos com diferentes espectros de luz mostraram ter efeito significativo
sobre a espessura de todos os tecidos anatémicos das espécies estudadas.

Em E. dunnii exposto a luz vermelha o tecido do parénquima lacunoso, o diametro
equatorial dos estdbmatos e a densidade estomatica apresentaram as maiores médias. Sob a luz
amarela, os tecidos do parénquima pali¢adico, a nervura central e o diametro polar dos
estdmatos apresentam médias superiores. E em luz roxa o tecido da epiderme abaxial e 0
limbo foliar total apresentaram-se maiores (TABELA 8).

Em eucalipto urograndis, as maiores médias dos tecidos da epiderme adaxial,
parénquima lacunoso, nervura central, diametro polar e equatorial dos estdmatos foram

observadas no espectro roxo. Os tecidos da epiderme abaxial e a densidade estomatica
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mostraram-se maiores sob a luz amarela, e os tecidos do parénquima paligadico e limbo foliar

total foram superiores em condicdes de luz verde (TABELA 8).
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Tabela 8 — Espessura média dos tecidos foliares e densidade estomética de E. dunnii e o hibrido de E. grandis x E. urophylla cultivados in vitro.
Epiderme adaxial (ED); Epiderme abaxial (EB); Parénquima palicadico (PP), Parénquima lacunoso (PL); Limbo total (LT); Nervura central
(NC); Didmetro polar (DP); Diametro Equatorial (DE) e Densidade estomética (DEST).

Espectro Espessura do tecido foliar (um) - E. dunnii
d(?]rlrl:)z ED EB PP PL LT NC DP DE DEST (mm?)
Vermelho 11,23+0,00f 9,47+0,00e  32,16+0,00e 7357+0,00a 122,14+0,00d 177,87+0,00e 10,97+0,00c 6,37+0,00a 1044,75+£0,00a
Branco 13,27+ 0,00a 10,40+0,00d 36,47+0,00d 54,46+0,00f 109,91+0,00f 238,07+0,00b 8,40+0,00f 4,60+0,00f 1032,80+0,00b
Azul 11,70+ 0,00 c 9,40+0,00 f 37,99+ 0,00c 69,80+0,00b 130,86+0,00b 204,75+0,00d 10,26+0,00e 4,89+0,00d 814,48+0,00d
11,62+ 0,00d 10,44+0,00c 41,65+0,00a 64,06+£0,00c 123,18+0,00c 256,24+0,00a 13,00+0,00a 5,34+0,00c 513,46+0,00¢€
Roxo 12,66+ 0,00b 13,11+0,00a 40,00+£0,00b 63,62+0,00d 133,24+0,00a 216,53+0,00c 10,68+0,00d 4,64+0,00e 844,80+0,00c
Verde 11,38+ 0,00e 11,29+0,00b 30,43+0,00f 63,25+0,00e 11255+0,00e 172,81+0,00f 12,82+0,00b 5,62+0,00b 390,09+ 0,00 f
Espectro Espessura do tecido foliar (um) — E. grandis x E. urophylla
d(f]r';‘)z ED EB PP PL LT NC DP DE DEST (mm?)
Vermelho 10,06+0,00 f  8,64+0,00 f 29,32+0,00 e  53,62+0,00b 97,10+0,00d  219,62+0,00d 12,34+0,00c 6,25+0,00b 626,20+0,00 f
Branco 10,36+£0,00 e  9,54+0,00d  29,97+0,00d 49,25+0,00e 94,43+0,00e  228,03+0,00c 12,03+0,00d 5,71+0,00d 1367,73+0,00b
Azul 10,80+0,00d 9,56+0,00b  30,41+0,00c 50,74+0,00d 99,73+0,00c  232,51+0,00b 12,73+0,00b 4,57+0,00e 886,84+0,00 c
11,87+0,00b 10,00+0,00a 28,40+0,00 f 46,99+0,00 f 93,88+0,00 f 197,67+0,00 f 11,64+0,00e 5,90+0,00c 1396,45+0,00 a
Roxo 12,22+0,00a 9,55+0,00c  30,95+0,00b 56,35+0,00a 106,95+0,00b 237,22+0,00a 12,99+0,00a 6,40+0,00a 763,71+0,00e
Verde 11,80+0,00c 9,43+0,00e  34,47+0,00a 53,34+0,00c 108,03+0,00a 204,60+0,00e 10,15+0,00f 4,28+0,00f 784,37+0,00 d

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade de erro. Dados
apresentados como: médiazx erro padréo.

Fonte: Do autor (2023).
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Nas andlises anatdmicas das plantulas de E. dunnii e eucalipto urograndis no final do
experimento, pode-se observar uma disposi¢édo diferenciada dos tecidos foliares (Figura 12 e
13) e dos estbmatos (Figura 14) e variacfes na espessura da epiderme adaxial e abaxial, do
parénquima pali¢adico e lacunoso, do limbo total, da nervura central e também dos estdmatos
e sua densidade foram estatisticamente diferentes quando condicionadas as diferentes

qualidades de luz.

Figura 12 — Seccdes transversais da lamina foliar de plantulas de E. dunnii (A-F) e eucalipto
urograndis (G-L) submetidas a qualidade de luz vermelha (A, G); branco (B, H),
azul (C-1), amarelo (D-J), roxo (E-K) e verde (F-L). As imagens estdo na mesma
ampliacdo. Barra = 50 pm.
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Fonte: Do autor (2023).



39

Figura 13 — Secc¢des transversais da nervura central de plantulas de E. dunnii (A-F) e
eucalipto urograndis (G-L) submetidas a qualidade de luz vermelha (A, G);
branco (B, H), azul (C-I), amarelo (D-J), roxo (E-K) e verde (F-L). As
imagens estdo na mesma ampliacdo. Barra = 50 pum.
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Fonte: Do autor (2023).
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Figura 14 — Superficies da face abaxiais da epiderme de folhas de plantulas de E. dunnii
(A-F) e eucalipto urograndis (G-L) submetidas a qualidade de luz vermelha
(A, G); branco (B, H), azul (C-I), amarelo (D-J), roxo (E-K) e verde (F-L). As
imagens estdo na mesma ampliacdo. Barra = 50 um.

Fonte: Do autor (2023).



41

5 DISCUSSAO

Os autores que avaliaram as respostas fotomorfogénicas em diferentes condicdes de
qualidade de luz no cultivo in vitro de algumas espécies agricolas e arbdreas observaram
resultados variados como os encontrados no presente estudo.

Como no trabalho de Singh et al. (2017), com acerola (Acer saccharum Marsh.)
cultivada in vitro, utilizando Iampadas fluorescentes branca a 40 umol m2s ndo apresentou
efeito significativo no numero de brotos ou no comprimento, e houve uma reducdo no
conteudo de clorofila induzido pela qualidade de luz.

Na pesquisa feita por Sanchéz-Sancheéz et al. (2018), avaliando diferentes cultivares de
limdo (Limonium sinuatum) in vitro, observaram que o tratamento com lampadas
fluorescentes claras ndo resultou em diferengas significativas na multiplicacdo de brotos,
porém o crescimento e os niveis de pigmentos (clorofilas e carotenoides) mostraram variagdes
entre as cultivares, indicando que as mesmas foram capazes de ajustar seu metabolismo em
resposta as diferencas na qualidade de luz.

Os resultados do presente estudo colaboram com os trabalhos citados anteriormente,
onde o tratamento com espectro de luz branco da lampada fluorescente também néao
promoveu diferencas significativas no nimero de brotos e uma reducdo no contetdo de
clorofila para o eucalipto urograndis na fase de multiplicacdo, porém na fase de alongamento
apresentou os maiores valores de comprimento e numero de brotos e uma reducdo no
conteudo de clorofila para o E. dunnii.

Por outro lado, Ramirez-Mosqueda et al. (2017), avaliaram as repostas in vitro de
Stevia rebaudiana Bertoni sob diferentes comprimentos de onda com LEDs e observaram que
a propagacao de brotos foi maior com lampadas LEDs vermelho em comparagdo com a luz
fluorescente branca, embora os explantes tenham tido um comprimento menor. Com LEDs
vermelho e azul (1:1), os autores obtiveram o alongamento maximo da parte aérea e durante o
enraizamento, os LEDs ndo melhoraram o enraizamento das brotagfes, mas aumentaram o
teor de pigmentos fotossintéticos. No presente estudo, corroborando com estes resultados para
0s pigmentos, também foi observado um aumento do teor de clorofilas sob luz vermelha, azul
e roxa, o que demonstra certa similaridade com a luz LED vermelho e azul (1:1) utilizada
pelos autores.

Também utilizando como fonte de luz os LEDs, Souza (2018) observou os melhores

resultados das caracteristicas analisadas na fase de multiplicacdo, alongamento e
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enraizamento in vitro de clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia
citriodora x C. torelliana com o uso de LEDs vermelho e azul (1:1).

Similarmente ao sistema de filtros com celofane utilizado neste trabalho, Ruedell et al.
(2013) observaram para E. grandis e E. globulus que ndo houve efeito da qualidade da
radiacdo na indugdo do enraizamento adventicio in vitro ou quando os tratamentos foram
aplicados as plantas dadoras de ambas as espécies. Os resultados do presente estudo
colaboram com os de Ruedell et al. (2013), pois também ndo houve diferencas significativas
na inducdo do enraizamento in vitro sob as diferentes luzes testadas, apenas o comprimento
das raizes de eucalipto urograndis foram relativamente maiores em luz branca fluorescente.

O controle dessas respostas fotomorfogénicas nas plantas pode variar de acordo com a
espécie, estagio de desenvolvimento, espectro de luz, fontes da luz, composicdo do meio de
cultura e outros fatores (GUPTA; JATOTHU, 2013).

A aplicacdo de LEDs na micropropagacdo é uma alternativa interessante e econémica
aos sistemas convencionais de iluminagdo fluorescente, e vem contribuindo para um
progresso nos controles ambientais in vitro, pois esta fonte de luz permite ser personalizada
para estimular a morfologia e a produtividade ideais das caracteristica de interesse, alem de
eliminar os comprimentos de onda de luz que séo inativos para a fotossintese, causando maior
eficiéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas (GUPTA; JATOTHU, 2013; HUNG
etal., 2015).

A qualidade da luz desempenha um papel importante na fotossintese, pois influencia a
sintese de pigmentos, ou seja, a maneira pela qual a luz é absorvida pelos principais
fotorreceptores como fitocromos para luz vermelha e criptocromos para luz azul (HERINGER
etal., 2017).

Vieira et al. (2015) atestaram em plantulas in vitro de Musa acuminata tratadas com
LEDs branco e LEDs vermelho valores mais elevados dos teores de clorofila total, clorofila a
e b em comparagdo com as lampadas fluorescentes.

Li et al. (2010) relataram que o teor de clorofila foliar em pléntulas de algodéao
também variaram em resposta as diferentes qualidades de luz, apresentando o maior valor
quando exposto ao LEDs azul.

Os resultados do presente trabalho também colaboram com os citados anteriormente,
pois de maneira geral os espectros de luz azul, vermelho e roxo apresentaram 0s maiores

teores de pigmentos entre as fases do cultivo in vitro analisadas e as duas espécies.



43

De fato, a eficiéncia de clorofilas e carotenoides na captura de fétons e transferéncia
em energia pode ser especifica para cada espécie e condi¢do da qualidade de luz (ARENA et
al., 2016).

Como citados em trabalhos anteriores, também relatam que os comprimentos de onda
na faixa do vermelho e azul melhoram as condi¢cdes de crescimento dos explantes, a
biossintese de cloroplastos, a abertura estomatica e até mesmo os aspectos anatbmicos das
plantas (SCHUERGER et al., 1997; VIEIRA et al., 2015).

Este efeito foi avaliado por Arena et al. (2016), onde verificaram a anatomia foliar de
uma espécie herbacea (Solanum lycopersicum L.) e de uma arbdrea (Platanus orientalis L.),
ambas submetidas a trés diferentes regimes de qualidade de luz in vitro: LEDs VVA
(vermelho 33%, verde 33%, azul 33%), LEDs VA (vermelho 66%, azul 33%) e luz branca por
lampadas fluorescentes. Os autores inferiram gque o crescimento sob as diferentes luzes LED
ndo alterou a estrutura geral da ldamina foliar em ambas as espécies, porém as folhas crescidas
sob a luz LEDs VVA mostraram uma reducdo do volume dos espacos intercelulares do
mesofilo e o tamanho dos estdmatos foi significativamente maior sob a luz LED VA.

O presente trabalho demonstra resultados opostos, onde as duas espécies estudadas
apresentaram maior espessura do parénquima lacunoso sob a luz vermelha (E. dunnii) e luz
roxa (eucalipto urograndis), porém se assemelham a outros estudos quando observado as
maiores médias dos tamanhos dos estdbmatos para o hibrido eucalipto urograndis no espectro
de luz roxo, o qual é a combinacao do espectro de luz vermelho + azul.

Vieira et al. (2015) também verificaram em suas pesquisas com mudas in vitro de
Musa acuminataum, um maior nimero de estdmatos na face abaxial para os tratamentos de
iluminacdo com LED vermelho e branco, concordando com os resultados observados neste
estudo que para o E. dunnii sob espectro de luz vermelho apresentou a maior média de
densidade estomatica.

Os estdmatos sdo estruturas importantes que auxiliam as plantas a se ajustarem as
mudancas ambientais, por meio do seu controle de aberturas das células-guarda, eles
maximizam a homeostase das plantas modulando as trocas gasosas entre as células e o
ambiente externo (ZEIGER, 1984). Esta caracteristica faz dos estbmatos uma peca central na
sobrevivéncia de plantas cultivadas in vitro durante a fase de aclimatizacdo, onde seria
vantajoso ter a regulacdo da perda de agua a fim de evitar desidratacdo instantanea, o0 menor
tamanho dos estbmatos, o que facilita na abertura e fechamento dos mesmos de forma mais
répida e a reducdo no volume dos espacos intercelulares, ou seja, a estrutura do mesofilo ser
mais densa (DRA et al., 2013).
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Dessa forma, é possivel aferir que a qualidade da luz fornecida para as plantas in vitro
pode influenciar ndo somente na morfogénese, mas também nas caracteristicas fisiologicas,
como maior nimero estomatico e maior teor de clorofila (WILKEN et al., 2014).

A manipulacdo da qualidade da luz é uma ferramenta interessante para aplicacdes
biotecnoldgicas destinadas a melhorar o desempenho fotossintético, a produtividade e maiores
porcentagens de sobrevivéncia, em casa de vegetacdo e campo das plantas cultivadas in vitro.

Estudos adicionais ainda sdo necessarios para obter uma avaliacdo mais especifica
para cada espécie, dos efeitos das diferentes combinacgdes entre os espectros de luz e as varias
fontes disponiveis, como os LEDs.

Portanto, o uso deste tipo de experimento com filtros de luz coloridos pode ser (til

para melhorar o desenvolvimento de plantas in vitro e seus protocolos de micropropagacéao.
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6 CONCLUSAO

A qualidade de luz influenciou a fotomorfogénese in vitro de Eucalyptus dunnii e de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.

Na fase de multiplicagéo in vitro, os espectros de luz branco e azul proporcionaram 0s
melhores resultados fotomorfogénicos, como maior nimero de brotos (luz branca em E.
dunnii e luz azul para eucalipto urograndis), baixa oxidacdo dos explantes (luz branca para
ambas as espécies) e maior comprimento dos brotos (luz azul para ambas as espécies).

Na fase de alongamento in vitro, os espectros de luz branco, amarelo e azul
proporcionaram os melhores resultados fotomorfogénicos, como maior comprimento dos
brotos (luz fluorescente branca para E. dunnii e luz amarela para o hibrido) e reduzida
oxidagdo dos explantes sob o espectro de luz azul. Apesar de a luz branca ter induzido os
maiores brotos, essa também apresentou a maior média de oxidac&o.

Na fase de enraizamento in vitro, os espectros de luz branco e amarelo induziram um
melhor desenvolvimento de raizes adventicias em eucalipto urograndis.

Os pigmentos fotossintéticos analisados também apresentaram maiores concentragdes
sob os tratamentos com luz branca fluorescente, filtro vermelho, azul, roxo e amarelo,
havendo uma relacdo direta sobre o desenvolvimento morfologico dos explantes.

As analises histologicas permitiram verificar que houve modifica¢bes das células dos
tecidos foliares entre as qualidades de luz testadas.

Beneficiando a aclimatizacdo das plantulas cultivadas in vitro, tanto o tamanho dos
estdmatos quanto a densidade estomatica no hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla apresentaram valores menores no tratamento com filtro de luz verde e vermelho,
respectivamente. Em Eucalyptus dunnii, essas condi¢des histologicas foram observadas em

luz branca fluorescente e filtro de luz verde.
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