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RESUMO

Apesar da boa atuacdo do eucalipto no Brasil, ainda se encontram dificuldades no
estabelecimento do género nas regiGes mais frias do pais, devido as baixas temperaturas e
ocorréncia de geadas. Uma das solucdes encontradas foi o uso de espécies de boa resisténcia,
como o E. dunnii e E. benthamii. Uma alternativa para a producdo clonal das espécies,
destacada pelo controle e melhor qualidade de clones, é a micropropagacéo in vitro. Uma das
técnicas mais recentes para producdo, também € a utilizacdo de diodos de emissdo de luz
(LEDS), visando uma influéncia ainda maior nos processos fisioldgicos das plantas. O presente
trabalho teve como objetivos gerais, avaliar metodologias para a desinfestacdo superficial, o
estabelecimento e a multiplicacdo in vitro de genotipos selecionados de Eucalyptus dunnii e
Benthamii, aplicando doses entre 0,5 e 1,5% de concentracdo de hipoclorito de sédio (NaOCl),
com imersao entre 10 a 20 minutos, e avaliacdo do desenvolvimento e resisténcia de mudas de
E. benthamii a estresse hidrico, sendo avaliado em todos 0s experimentos, a influéncia do uso
de LEDs de coloragéo azul, vermelha e mista com ambas cores. O uso de NaOCl a concentragéo
de 1,5% com imersdo por 10 minutos se mostrou 0 método mais eficaz de desinfestacdo do
material. Quanto ao estabelecimento e multiplicacao dos explantes, o uso de LEDs de luz azul
acarretou em maior taxa de brotacdo durante o estabelecimento e maior aparecimento de calos
(ndo houve brotagéo nesta fase), dutante a multiplicagdo. Nos experimentos com mudas de E.
benthamii, o uso de LEDs se destacou, principalmente luz azul, a qual contribuiu para maior
desenvolvimento das mudas, e também auxiliou na resposta das mesmas ao estresse hidrico
aplicado. Os resultados obtidos garantem maior qualidade durante a micropropagacao e geracdo

de explantes e mudas de melhor qualidade ao fim do processo.

Palavras-chave: Micropropagacdo, Eucalipto, Estresse hidrico
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ABSTRACT

Despite the good performance of Eucalyptus in Brazil, there are still difficulties in establishing
the genus in the coldest regions of the country, due to low temperatures and frost. One of the
solutions found was the usage of resistant species, such as E. dunnii and E. benthamii. An
alternative for the clonal production of species, highlighted by the control and better quality of
clones, is in vitro micropropagation. One of the most recent techniques for production is the
use of light emitting diodes (LEDSs), aiming at an even greater influence on the physiological
processes of plants. The general objectives of the present work were to evaluate methodologies
for the superficial disinfestation, utilizing doses of sodium hypochlorite (NaOCI) and
immersion ranging from 0.5 to 1.5% and 10 to 20 minutes respectively. establishment and in
vitro multiplication of selected genotypes of Eucalyptus dunnii and Benthamii, as well as
evaluation of development and resistance of E. benthamii seedlings to water stress, evaluating
as well in all experiments, the influence of use of LEDs of LEDs of blue, red and mixed
coloration. The use of NaOCI at a concentration of 1.5% with immersion for 10 minutes proved
to be the most effective method of disinfesting the material. As for the establishment and
multiplication of explants, the use of blue light LEDs resulted in a higher rate of sprouting
during establishment and a greater appearance of calluses (no sprouting at this stage) during
multiplication. In the experiments with E. benthamii seedlings, the use of LEDs stood out,
mainly blue light, which contributed to the greater development of the seedlings, and also

helped in their response to the applied water stress.

Keywords: Micropopagation, Eucalyptus, Water stress.

24



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Aspecto da sala de crescimento onde foram conduzidos os experimentos de
micropropagacao e crescimento/tolerancia de mudas.

Figura 2:Lampada de LED utilizadas durante o trabalho.
Figura 3. Exemplo de alocagéo de mudas nas bancadas.
Figura 4: Representacdo de avaliacdo fisioldgica ao longo do experimento.

17

22
32
37

25



LISTADE TABELAS
Tabela 1: Sobrevivéncia (%), contaminagdo (%) e oxidacdo fendlica (%) em diferentes clones e
desinfestacdo com NaClO no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii.24
Tabela 2: Sobrevivéncia (%), contaminacdo (%) e oxidagdo fendlica (%) em diferentes clones e
coloracGes de LEDs no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunni. ......... 26
Tabela 3: Aparecimento de calos (%) em diferentes clones e coloragdes de LEDs no estabelecimento

in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii...........ccccooviiiieiininieccesee e 27
Tabela 4: Avaliacdo de variaveis morfologicas mensuradas em fungéo do uso de LEDs no
desenvolvimento de mudas de Eucalyptus benthamii............ccccoviie i 34
Tabela 5: Avaliacdo de variaveis fisiologicas em funcéo do uso de LEDs na resposta de mudas de
Eucalyptus benthamii a0 estreSse NIAriCO. ......ccviiiiiiiiccce e 35

26



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL w..coovieeiceeeeeeet ettt 8
2 REVISAO GERAL ..ottt 11
3 MATERIAL E METODOS (GERAL) .....viiieieeteeeeeeeeeeeeseeee s 16
3.1 Origem d0 MALEIIAl........c.ccveiieieciee et 16
I o Tor | o (= o T (1o oSSR PPRRRO 17
B CAPITULO oottt 18
R {11 ] 1 o RSP 18
O A 4111 - Yo OSSR 18
4.3 INEFOTUGED. ......ecueeeeteee ettt bbbt bbbt 19
4.4 Material € MELOUOS. .......cveiiieiieie ettt sraen e e enes 20
4.5 ReSUAd0S € AISCUSSAD .....ccuveiveerieirieitieiestee st e sie et e ettt e e e steene e e sreesreeneenns 23
B CAPTTULO oottt ettt 29
T80 R =] 1 o SR 29
5.2 ADSIIACE ....eiiieiicic ettt a et et e e reete e e nre s 29
TR T 101 (oo [F o (o TSRS R PP 30
5.4 Materiais € METOUOS ........oceiiiecieiie ettt e re e be e sbe e s raeare s 31
5.5 ReSUItAd0S € TISCUSSAD .....cuveivrerieiiieiieiesieesieestestesteeste e ra e te e sraesre e e sreesteanaesreenres 33
5.6 CONCIUSOES .....veevieiiie ettt et e et e et e e te e s e e saeeabeenree s 39
6 CONSIDERACOES FINAIS ..ottt esee s sstenes s 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot eeeeee e ses s, 41

27



1 INTRODUCAO GERAL

O setor florestal brasileiro tem sido destaque em nivel mundial, sendo o género
Eucalyptus um grande contribuidor em plantios florestais comerciais que visam a producéo de
papel, celulose, madeira e carvdo, por apresentar crescimento rapido e ter se adaptado bem as
condigdes edafoclimaticas do pais.

Por sua adaptabilidade em diferentes ambientes e alta produtividade, a cultura do
eucalipto se consolida no setor florestal brasileiro, como uma das principais fontes de matéria-
prima renovavel e produtos derivados. No entanto, a viabilidade do cultivo depende da
capacidade produtiva do local e do manejo aplicado (CASTRO et al., 2019).

Segundo Gongcalves et al. (2016), as areas de producdo de eucalipto apresentam um
cenario ecoldgico com diversos mosaicos ambientais, onde estratos naturais podem ser
reconhecidos pela diferenciacdo climatica como uso edéafico, fisiografico, bidtico e de
sustentabilidade do solo. A capacidade produtiva de toras de eucalipto é diretamente
influenciada por essa variedade de condic¢des. Portanto, para garantir a produgdo de uma
matéria-prima mais homogénea, é importante que os clones sofram o menor efeito em suas
caracteristicas tecnoldgicas devido ao meio ambiente (GOUVEA et al., 2012).

O uso da propagacéo vegetativa de espécies florestais € vital quando a disponibilidade
de matrizes e, ou, a semente se torna um insumo limitado, impossibilitando a producao
comercial de mudas. Sendo assim, as técnicas de propagacdo assexuada surgem como
alternativa de superacdo das dificuldades na propagacdo de espécies florestais, podendo ser
utilizadas para fins comerciais, ou ainda no resgate e conservacdo de recursos genéticos
florestais (DIAS et al., 2012).

Entre as alternativas supracitadas, pode-se destacar a técnica de miniestaquia, pois
tem potencial de ser empregada em diversas espécies arbdreas de interesse econdmico e
ecologico (GIMENES et al., 2015). Dentre os principais beneficios deste de método de
propagacao vegetativa destacam-se o maior potencial de enraizamento do material propagado
e 0 alto nimero de propagulos fornecidos, o que pode viabilizar a producéo de mudas em grande
escala.

Apesar de todas as vantagens apresentadas pela miniestaquia, pouco se conhece sobre
essa com espécies florestais nativas da Amazdnia, tanto em nivel experimental quanto
comercial. Espécies como Aroeira(Myracrodruon urundeuva Allemdo) e Jacaranda

(Jacaranda mimosifolia (D. Don)), conhecidas pelo seu potencial madeireiro e atual uso em
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projetos de reflorestamento (FERRONATO et al., 2015), sdo exemplos de espécies que
possuem a producdo de mudas de qualidade limitadas por falta de aperfeicoamento de suas
formas de propagacéo.

Até o momento, diversas técnicas e protocolos de micropropagacdo foram
desenvolvidos para cultura de tecidos de eucalipto. Apesar dos avangos, a micropropagacao de
eucalipto tem encontrado sucesso e aplicabilidade limitados. Isso se deve a falta de estudos
focados nos mecanismos, estratégias e interacdes de fatores internos e externos em condicdes
in vitro (ABIRI et al., 2020).

A iluminacdo usando tecnologia de diodo emissor de luz (LED) representa uma
abordagem fundamentalmente diferente e energeticamente eficiente para a indUstria de casas
de vegetacdo que tem vantagens proficientes sobre lampadas gasosas de descarga (lampadas de
sodio de alta pressdo) atualmente usadas na maioria das estufas (MITCHELL et al., 2012).

Um LED pode ser facilmente integrado a sistemas de controle digital que facilitam
programas de iluminacdo complexos, como intensidade varidvel ou composicdo espectral ao
longo de dos estagios de desenvolvimento de uma planta. A luz sob a qual as plantas sdo
cultivadas afeta seu crescimento e fisiologia (floracdo e eficiéncia fotossintéetica). A qualidade
e a quantidade de luz afetam a sinalizacdo de fotorreceptores especificos (fitocromos,
criptocromos e fototropinas) que alteram a expressdo de muitos genes. Utilizando LEDs como
fonte de iluminacdo, é possivel ndo s6 otimizar a qualidade espectral para varias plantas e
diferentes processos fisiologicos, mas também para criar um ambiente digitalmente controlado
e um sistema de iluminacdo energeticamente eficiente. (SINGH et al., 2015).

Considerando a importancia da propagacao clonal de Eucalyptus e a caréncia de estudos
nesta area, o objetivo geral deste trabalho, foi avaliar metodologias para a desinfestacdo
superficial, o estabelecimento e a multiplicacdo in vitro de gendtipos selecionados de
Eucalyptus dunnii e Eucalyptus benthamii e avaliagdo de desenvolvimento e resisténcia de
mudas de E. benthamii a estresse hidrico, sendo avaliado em todos os experimentos, a influéncia
do uso de LEDs de diferentes coloragoes.

O trabalho estd dividido em dois capitulos, organizados de acordo com objetivos
especificos, a saber:

e no capitulo I, avaliou-se a desinfestacao de explantes de diferentes clones de Eucalyptus
dunnii e Eucalyptus benthamii submetidos a diferentes tempos de imersdo e concentragdes de
hipoclorito de sodio (NaOCI), o estabelecimento dos explantes visando o seu estabelecimento
in vitro e a multiplicagdo dos explantes in vitro, utilizando LEDs de diferentes coloragodes;

eno capitulo I, avaliou-se o desenvolvimento de mudas de Eucalyptus benthamii
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utilizando LEDs de diferentes colorages, e a influéncia do uso dos LEDs na resisténcia de

mudas a estresse hidrico.
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2 REVISAO GERAL
2.1 Género Eucalyptus

O Brasil possui uma area total de 851 milhdes de hectares. Destes, 516 milhdes, ou seja,
60% do territorio nacional é constituido por florestas, sendo 509,8 milhGes de hectares sdo
florestas naturais e 6,8 milhdes de hectares florestas plantadas (HEIMANN; DRESCH,;
ALMEIDA, 2015). Entre as espécies mais utilizadas no plantio de florestas no territorio
brasileiro estdo o eucalipto (correspondendo a 66,58%) e o pinus (correspondendo a 26,46%),
que juntos representam o total de 93% de todos os plantios desta natureza (HEIMANN;
DRESCH; ALMEIDA, 2015).

Os plantios de eucalipto no Brasil ocupam uma area de 7,47 milhdes de hectares, o que
representa 78% do total da area de arvores plantadas no pais, sendo os plantios localizados
principalmente em Minas Gerais (27,6%), Sdo Paulo (18,1%), Mato Grosso do Sul (15,1%),
Bahia (7,8%), Rio Grande do Sul (6,6%) e Parana (3,6%) (IBA, 2021).

O eucalipto é uma das melhores op¢6es para a producao de carvao vegetal, devido a sua
rusticidade, produtividade e as caracteristicas gerais da sua madeira. Pelo fato de produzirem
arvores de tronco reto, uniformes e madeira com massa especifica adequada para esta operacao,
se apresentam como uma 6tima escolha para a adequada obtencdo de carvao vegetal de boa
qualidade. Adicionalmente a importancia do eucalipto remete ao seu rapido crescimento, sua
grande adaptabilidade aos mais variados ambientes, sua alta produtividade e principalmente a
diversidade de espécies e hibridos, tornando-o apto para utilizacdo em ambientes mais variados
possiveis (SANTOS; GONCALVES; SILVA, 2016)

A alta produtividade do eucalipto, caracterizada pelo seu rapido crescimento e rapido
ciclo, pode ser considerada como um dos principais fatores que determinaram sua vasta e
crescente utilizacdo em diversos mercados produtivos, como no mercado de papel, carvao, e
celulose. No Estado de Minas Gerais, a madeira de eucalipto é a mais utilizada para a producéo
de carvdo vegetal para o setor siderurgico, em virtude da facilidade operacional oferecida pelo
formato retilineo de suas arvores, somado a qualidade do carvdo vegetal obtido durante o
processo de carbonizagdo (SANTOS, 2010).

2.1.1 Eucalyptus dunnii Maiden

O Eucalyptus dunnii Maiden pertence ao subgénero Symphoyomyrtus e secdo

Maidenaria. Uma espécie subtropical de restrita distribuicdo natural encontrada apenas nas
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altitudes de 28°S e 30°S na faixa litoranea dos estados australianos de Queensland e Nova Gales
do Sul entre 100 e 900 m de altitude (FLORES et al., 2016).

Na regido de ocorréncia natural o clima da regido é quente e imido, porém sujeito a
frequentes geadas no inverno, cujos intervalos de temperaturas médias, maximas de 24 a 29 °C
e minimas de 2 a 5 °C. Nessas areas naturais as geadas podem ocorrer de 30 a 60 dias. A
precipitacdo pluviométrica média anual situa-se em torno de 1.000 a 1.600 mm, sendo
relativamente bem distribuida em todos os meses do ano. (FONSECA et al., 2010).

O E. dunnii, no Brasil, é a espécie mais procurada para ser implantada em locais de
clima temperado, atingindo produtividade anual de madeira maior que 50 m?¥ha. Sua principal
utilizacdo é direcionada para o abastecimento de matéria-prima para as industrias de celulose,
carvao vegetal, chapas de particulas e laminacdo. Tem potencial também para usos mais nobres
ou produtos de maior valor agregado. E importante ressaltar que existem diferencas
significativas na produtividade devido a fatores ambientais, sendo possivel obter povoamentos
com 30 cm de didmetro aos nove anos em sitios produtivos (DOBNER JUNIOR et al., 2017).

Uma das dificuldade com a espécie é a producédo de sementes, que € tardia, apresentando
variagdo entre os anos e 0 aumento do florescimento com a idade. A clonagem também é uma
outra dificuldade da espécie, sendo essa uma caracteristica da se¢cdo Maidenaria (SILVA et al.,
2018).

2.1.2 Eucalyptus benthamii Maiden Canbage

E. benthamii é originaria do sul da Australia, onde é conhecida como Canden White
Gum, e esta ameacada de extincdo, com ocorréncia somente em duas populacdes pouco
extensas. O maior grupo esta localizado no Blue Mountains National Park, a menor populacédo
esta presente ao longo do Rio Nepean a oeste de Sidney. E uma espécie de clima subtropical
muito utilizada devido a sua rusticidade, bom crescimento e forma do fuste, e tolerancia as
baixas temperaturas e a ocorréncia de geadas na regido sul do Brasil (SBRAVATTI JUNIOR,
etal., 2016).

O E. benthammi apresentou grande importancia no Sul do Brasil pela sua alta tolerancia
ao frio, além da boa adaptacdo e do crescimento volumétrico. Na area de distribuicdo natural
dessa espécie, ocorriam em média, de 4 a 10 geadas por ano. A ocorréncia de geadas é um dos
fatores que limitam a producdo de madeira e prejudicam a formacao de plantios homogéneos
de Eucalyptus no Sul do Brasil, bem como em outras regides do mundo (ELOY et al., 2013;
MORAES et al., 2014; SANTOS et al., 2015).
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No geral, o E. benthamii apresenta boas caracteristicas energéticas da madeira, dessa forma,
esta espécie de eucalipto também pode ser indicada como matéria prima para a producdo de
energia (SILVA et al., 2012), sendo uma boa alternativa para producéo de carvao vegetal para
a Regido Sul do Brasil (LIMA etal., 2012).

2.2 Micropropagacéao

A micropropagacdo, ou propagacdo de plantas in vitro, é vista como uma alternativa as
técnicas classicas de propagacéo de plantas. A micropropagacéo possibilita a obtencédo tanto de
variedades autoenraizadas (por diferenciacdo de raizes adventicias) para solos com boas
condicOes de drenagem, como de porta-enxertos clonais, eliminando assim a utilizagdo de
portaenxertos seminais e todas as desvantagens de heterogeneidade ao nivel das plantas no
pomar que Ihes estdo associadas. A vantagem da propagacao vegetativa in vitro relativamente
as técnicas tradicionais, € que a micropropagacao tem a capacidade de gerar rapidamente um
grande namero de plantas geneticamente idénticas e com elevada qualidade sanitaria, pois todo
0 processo ¢ feito em condicdes de assepsia, num menor espaco de tempo (CARLOS; PEIXE,
2014; PAYGHAMZADEH & KAZEMITABAR, 2011).

A micropropagacdo é uma das técnicas de propagacdo vegetativa mais utilizadas dentre
a cultura de tecidos, em que apresentam importante impacto na multiplicacdo clonal em varias
espécies, incluindo arbéreas (PIJUT et al., 2012). Na micropropagacdao podem ser utilizados
como fonte de explantes meristemas, embriGes zigoticos ou somaticos, folhas, segmentos
caulinares e raizes (RATHORE et al., 2014; SIWACH et al., 2014; ZURAIDA et al., 2017).

Diversos tecidos vegetais juvenis, derivados de plantas maduras podem ser utilizados
para iniciar culturas in vitro. Porém, os mais utilizados em protocolos de organogénese sdo 0s
segmentos nodais (MUDOI et al., 2013). Apoés o estagio inicial ou inducdo das culturas, essas
passam pelo estdgio de multiplicacdo, no qual, geralmente, utiliza-se citocininas (MUDOI,
2013). As citocininas contribuem na eficiéncia do estimulo as brotacdes adventicias e podem
favorecer reversao as caracteristicas juvenis.

Durante a fase de multiplicacdo pode acontecer a rizogénese espontanea em algumas
culturas. Ja em outras, é necessario passarem por mais um estadio in vitro para que haja a
inducdo do enraizamento precedente a aclimatiza¢do. Apos estabelecer as raizes, as plantas in
vitro podem ser aclimatizadas. Este procedimento, muitas vezes, € considerado ponto critico no

processo de micropropagacéo, pois, as plantas passam por rigorosas mudancas ambientais e
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faz-se necessario a adaptacdo as novas condi¢es ambientais (ORNELLAS, 2017).

2.3 Uso de diodo emissor de luz (LED) em producgao de mudas

Para a realizacdo da fotossintese, as plantas necessitam de luz como fonte de energia e
de acordo com a intensidade da luz, comprimento de onda e o sentido da luz que esta sendo
emitida, a planta consegue responder a essa energia luminosa. Por meio dos fotorreceptores
como os fitocromos e 0s criptocromos as plantas conseguem perceber a luz e responder a esses
estimulos gerando Vérias respostas fisiologicas (MUNEER et al., 2014).

Os diodos emissores de luz (LED) tém sido utilizados como fonte luminosa em
ambientes onde as instala¢Ges agricolas sdo controladas. Os LEDs sdo capazes de controlar a
composicdo espectral, permitem alta durabilidade e emitem comprimentos de onda especificos.
Além de possuirem tamanhos menores do que as lampadas tradicionais, os LEDs séo
relativamente mais frios evitando assim que as plantas esquentem com o calor gerado pelo
mesmo, o0 que favorece a instalacdo e manejo mais simples (MUNEER et al., 2014).

Recentemente, a criacdo de LEDs azuis permitiu a ampliacdo do alcance do espectro e
também a realizacdo de LEDs de luz branca. Este progresso revolucionario no setor de
iluminag&o foi endossado pela Academia Real de Ciéncias da Suécia, que em 2014 conferiu o
Prémio Nobel de Fisica pela “invengdo dos diodos emissores de luz azul”. Coerente com este
reconhecimento, a Assembleia Geral das Nag¢des Unidas declarou 2015 como o “Ano
Internacional da Luz e das Tecnologias Baseadas na Luz”, com o objetivo de promover o
conhecimento sobre o potencial da ciéncia da luz para contribuir para o desenvolvimento
sustentavel e melhorar a qualidade de vida no mundo. (PARADISO; PROIETTI, 2022).

2.4 Estresse hidrico

O estresse hidrico é definido como um fator externo o qual atua sobre as plantas de
maneira desvantajosa, sendo o mesmo causado pela escassez ou pelo excesso de agua. Por
conseguinte, a produtividade das plantas esta diretamente relacionada com a disponibilidade
hidrica, sendo determinante para a distribuicdo das espécies vegetais. Em funcédo disso, muitas
espécies tém desenvolvido uma série de adaptagfes morfofisioldgicas, bioquimicas e
moleculares necessarias a sua sobrevivéncia em meio a essa escassez de agua (TAIZ; ZEIGER,
2013)

A tolerancia a seca é um dos mecanismos de resisténcia ao deficit hidrico o qual permite
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a planta manter seu metabolismo mesmo com potencial hidrico de seus tecidos reduzido. Esse
mecanismo resulta geralmente em modifica¢Ges nas plantas tais como mudancas nos processos
morfofisiologicos e metabdlicos. Em consequéncia disso ocorre reducdo do acumulo de massa,
crescimento das plantas, dimenséo e nimero de folhas, além de diminui¢&o do crescimento do
caule (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A area foliar também é uma variavel sensivel as condig¢des hidricas do solo. Sua reducao
permite uma diminuicdo da transpiracdo evitando, assim, a perda de agua. Ademais, 0 estresse
por déficit hidrico ocasiona redugdo nos processos fisioldgicos como transpiracdo, fotossintese
e condutancia estomética (TAIZ; ZEIGER 2013).

A fotossintese é particularmente sensivel a deficiéncia hidrica, visto que, a fim de
conservar agua no interior da planta, ocorre o fechamento estomatico, que afeta a assimilacdo
do carbono atmosférico e consequente fixacdo pela enzima ribulose 1,5 bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), ocorrendo, consequentemente, a diminuigdo da fotossintese e
da produtividade (TAIZ; ZEIGER 2013).

O estresse por deficit hidrico também ocasiona reducao das clorofilas, essenciais ao
processo fotossintético, cuja fungédo é a captacdo da energia luminosa atraves dos complexos
coletores de luz para os centros de reacdes fotoquimicas. As analises do teor estimado de
clorofila nos permite avaliar a integridade dos aparatos internos das células em meio ao
processo fotossintético, sendo esperado que plantas que mantém maiores conteddos de
pigmentos fotossintéticos, sob condic¢des hidricas reduzidas, possuem maior capacidade de
tolerar tal condigédo (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS (GERAL)

3.1 Origem do material

O material vegetal utilizado no presente estudo foi fornecido por empresa florestal da
regido, com sede em Otacilio Costa, SC. Para os experimentos envolvendo estaquia e
micropropagacéo, foram utilizados cinco clones de Eucalyptus benthamii, e um clone de
Eucalyptus dunnii, sendo o material composto por seis mudas de cada clone. No viveiro da
florestal da UDESC em Lages (SC), estas mudas foram transferidas dos recipientes onde forma
produzidas (tubetes de 55 cm?) para vasos com capacidade de 5L, os quais foram preenchidos
com solo da regido, (cambissolo) disponivel no local.

Apbs 23 dias de aclimatacao dentro de casa de vegetacdo, foi realizada a poda a 50% da
altura das mudas, visando a inducéo de brotacdo, e formacdo do minijardim clonal de vasos, e
para uso nos experimentos. Durante a aclimatacdo, e periodo de utilizacdo das mudas para
obtenc&o de material, estas recebiam semanalmente aplicacdo de solucéo de 2 g L™ de fungicida
Cerconil®. A adubac&o dos vasos foi realizado com fertilizante de liberagdo controlada (14-14-
14) na dose de 6 g L%, sendo realizada a reaplicagdo a cada 4 meses.

A primera coleta de material vegetal foi descartado, visando a adaptacdo das mudas ao
sistema. O minijardim foi mantido em casa de vegetacdo com microaspersao realizada 4 vezes
ao dias, durante 6 minutos, o qual fornece em média 8 mm diarios. Dependendo da época do
ano a frequencia de irrigacdo pode ser maior ou menos.

As mudas de E. benthamii utilizadas durante os experimentos de desenvolvimento e
resisténcia ao estresse hidrico, foram também de empresa florestal da regido, situada em
Otacilio Costa, Santa Catarina, de procedéncia clonal, produzidas através de estacas vindas de
planta-m&e conduzida pela empresa, em tubetes de 55 cms3. As mudas foram mantidas em casa
de vegetacdo durante 60 dias, sendo transferidas para o viveiro florestal da Universidade do
Estado de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, em Lages, SC.

Para o experimento envolvendo desenvolvimento das mudas, estas foram transferidas
para vasos de 2L, os quais foram preenchidos com solo da regido (cambissolo), os quais foram
alocados dentro da sala de crescimento, sendo divididos em 4 tratamentos, sob luz branca
(testemunha), luz azul, luz vermelha e luz mista, sendo 8 vasos por tratamento.

Para 0 experimento envolvendo resposta ao estresse hidrico, 56 mudas foram mantidas
nos tubetes, e alocados dentro da sala de crescimento, divididos nos mesmo 4 tratamentos,

sendo dividos em 14 mudas por tratamento.
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3.2 Local de estudo

O trabalho foi realizado entre 0s meses de maio de 2020 e janeiro de 2022, no
Laboratdrio de Propagacdo e Melhoramento de Espécies Florestais (LAPROMEF), no campus
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), parte da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), em Lages, SC.

Para o desenvolvimento do estudo, foi utilizada uma sala de crescimento com
temperatura de 23°C (x 2°C), fotoperiodo de 16 horas luz e radiacao fotossinteticamente ativa

de 40 pmol m2s%, fornecidas por lampadas do tipo LED de diferentes colorages (Figura 1).

Figura 1 - Aspecto da sala de crescimento onde foram conduzidos os experimentos de

micropropagagao e crescimento/tolerancia de mudas.
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4 CAPITULO
ESTABELECIMENTO E MULTIPLICAQAO in vitro DE CLONES DE Eucalyptus
dunnii E Eucalyptus benthamii USANDO DIODOS DE EMISSAO DE LUZ (LEDs)

4.1 Resumo

A cultura de tecidos tem se apresentado como uma das principais técnicas de propagagédo
vegetativa, tendo importancia as medidas de controle e prevencao de contaminacgao. O uso dos
diodos emissores de luz (LEDs), e diferentes coloracdes dos mesmos, pode se destacar como
auxilio para o estabelecimento e multiplicacdo de explantes desinfestados. O presente capitulo
teve como objetivos especificos a desinfestacdo de explantes de diferentes clones de Eucalyptus
dunnii e Eucalyptus benthamii submetidos a diferentes tempos de imerséo e concentragdes de
hipoclorito de sddio (NaOCI), variando entre 0,5 a 1,5% e 10 a 20 minutos respectivamente. E
também o estabelecimento dos explantes visando sua multiplicagdo in vitro, utilizando LEDs
de coloragdo azul, vermelha e mista com ambas. O uso de NaOCl a concentracéo de 1,5% com
imersdo por 10 minutos se mostrou 0 método mais eficaz de desinfestagdo do material. Quanto
ao estabelecimento e multiplicacdo dos explantes, o uso de LEDs de luz azul acarretou em
maior taxa de brotacdo durante o estabelecimento e maior aparecimento de calos (ndo houve

brotacéo nesta fase), dutante a multiplicagao.

Palavras-chave: Micropropagacéo, Eucalipto, Desinfestacédo

4.2  Abstract

Tissue culture has been presented as one of the main techniques in vegetative propagation,
highlighting the importance of measures in controlling and preventing contamination. The use
of light-emitting diodes (LEDs), and certain colors, can be highlighted as an aid for the
establishment and multiplication of disinfested explants. The specific objectives of the present
chapter had were the disinfestation of explants belonging to different clones of Eucalyptus
dunnii and Eucalyptus benthamii submitted to different immersion times and concentrations of
sodium hypochlorite (NaOCI), ranging from 0.5 to 1.5% and 10 to 20 minutes respectively.
Also the establishment of explants aiming fot their multiplication in vitro, using LEDs of blue,

red and mixed coloration. The use of NaOCI at a concentration of 1.5% with immersion for 10
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minutes proved to be the most effective method of disinfesting the material. As for the
establishment and multiplication of explants, the use of blue light LEDs resulted in a higher
rate of sprouting during establishment and a greater appearance of calluses (no sprouting at this

stage) during multiplication.

Keywords: Micropropagation, Eucalyptus, Disinfestation.

4.3 Introducéo

A micropropagacdo € um metodo cada vez mais utilizado para producdo de plantas em
larga escala, possibilitando a propagacéo de espécies dificeis de clonar através de técnicas de
propagac¢do mais convencionais, permitindo também entre outras vantagens, assegurar o estado
fitossanitario dos propagulos mantidos em condicdes assépticas. (CANHOTO, 2010)

Os meios de cultura utilizados para a cultura de tecidos vegetais fornecem as substancias
essenciais (vitaminas, minerais, aglcares) para o desenvolvimento dos tecidos e condigdes
ideais de pH e esterilidade de acordo com as necessidades da espécie, entre outros. No entanto,
sdo 0s hormonios, ou os reguladores de crescimento, adicionados ao meio que tém um papel
determinante na manipulacao do desenvolvimento dos tecidos mantidos in vitro. Embora alguns
ndo existam nos tecidos vegetais, estes provocam respostas andlogas as induzidas pelos
hormdnios, sendo as mais importantes as auxinas, citocininas e giberelinas (CANHOTO, 2010).

O sucesso da micropropagacdo depende da sequéncia de fases ou etapas, em que 0 éxito
de cada uma é necessario para o éxito da proxima etapa e a introducao do explante no meio de
cultivo (estabelecimento), cujo sucesso depende de uma eficiente assepsia dos explantes a
serem estabelecidos. Logo, a assepsia, tanto dos explantes quanto do material, torna-se
necessaria para a realizacdo do cultivo (BARRUETO CID & TEIXEIRA, 2010).

O processo de selecao e clonagem de arvores via propagacao vegetativa (por exemplo,
estaquia, miniestaquia e microestaquia) avangcou muito devido a crescente demanda por
variedades de arvores de rapido crescimento, desde empresas florestais a pequenos
proprietarios (XAVIER; SILVA, 2010).

A micropropagacdo é uma das principais aplicacdes de cultura de tecidos vegetais,
definida como uma técnica de propagacdo vegetativa utilizando pequenos propagulos
(TRUEMAN et al., 2018). Esta técnica visa clonar espécies ou hibridos com altas taxas de

crescimento, tolerancia a baixas temperaturas e salinidade, e resisténcia a pragas e doengas
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(WENDLING et al., 2014). A possibilidade de obter muitas microestacas clonais em um curto
espaco de tempo e em area reduzida, levou a um aumento da uso comercial da micropropagacao
(HARTMANN et al. 2011).

Certos estudos tém demonstrado que o uso de diodos de emisséo de luz (LEDs) e
utilizacdo de tons diferentes de luz podem influenciar a multiplicacdo e o enraizamento de
explantes in vitro (IACONA e MULEO, 2010). O uso de LEDs afeta a eficiéncia bioldgica dos
fitorreguladores adicionados ao meio de cultura, bem como o balan¢co hormonal nos tecidos,
podendo contribuir para um melhor desenvolvimento dos explantes em todas as fases da
micropropagagao.

Através do presente trabalho, se objetivou avaliar o efeito de diferentes tempos de
imersdo e concentracdes de hipoclorito de sédio (NaOCI), na desinfestacdo de explantes de
clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii, avaliar o estabelecimento e multiplicagdo
in vitro de explantes vindos dos clones, utilizando LEDs de coloragéo azul, vermelha e mista.

4.4 Material e Métodos

O material vegetal (brotagdes) utilizado para o experimento de desinfestacdo superficial
foram originados do de mudas mencionadas previamente no item 3.2. As brotacGes foram
coletadas, acondicionadas em frascos de vidro contendo &gua estéril com solucdo de agua
destilada, acrescida de 2 g L' de fungicida Cerconil 500 WP® e 800 mg L? de
polivinilpirrolidona (PVP), para minimizar o efeito da oxidacdo fendlica. Os frascos contendo
as brotagcOes foram entdo transportados para o laboratorio de melhoramento e biotecnologia.
Entre a coleta e o inicio do processo de desinfestacdo o tempo nédo foi superior a 30 minutos.

No Laboratdrio, as brotacbes foram transformadas em microestacas de 1,5 a 2 cm as
quais foram lavadas em &gua corrente, por cerca de 10 minutos, para promover lixiviacdo de
substancias fenolicas e a reducdo de contaminantes superficiais. Apos esta limpeza inicial, as
estacas foram submersas em alcool 70% por 30 segundos, a seguir, enxaguadas com agua estéril

por duas vezes.

4.4.1 Experimento 1 — Clones e desinfestagdo com NaClO no estabelecimento in vitro.

Microestacas foram submetidos a diferentes tempos de agitacdo e concentracfes

NaOCl, divididos em testemunha, sem uso de NaOCI; 0,5% de NaClO, 20 minutos de agitacao;
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1% de NaClO, 10 minutos de agitacdo; 1% de NaClO, 20 minutos de agitacdo; 1,5% de NaClO,
10 minutos de agitacdo e 1,5% de NaClO, 20 minutos de agitacéo.

O experimento de desinfestagdo foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema bifatorial 6 x 6, em que os niveis do fator “A” referiram-se aos
seis diferentes clones que originaram os explantes, os niveis do fator “B” foram os Seguintes:
T1 (testemunha, sem uso de NaClO); T2 (0,5% de NaCIlO, 20 minutos de agitacao); T3 (1% de
NaClO, 10 minutos de agitacdo); T4 (1% de NaClO, 20 minutos de agitacdo); T5 (1,5% de
NaClO, 10 minutos de agitacdo) e T6 (1,5% de NaClO, 20 minutos de agitacdo). De acordo
com a quantidade de material disponivel, foram alocadas 6 repeti¢cGes por tratamento de cada
clone, sendo cada repeticdo um frasco com 3 explantes.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos de desinfestacao, os explantes foram lavados trés
vezes com &gua estéril. Por fim as estacas foram mantidas em frascos com &gua previamente
autoclavada, até sua inoculagcdo em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Ap6s
a preparacdo do material e do meio de cultura, as microestacas foram inoculados em posi¢céo
vertical, nos frascos com meio de cultura uma camara de fluxo laminar, visando maior
segurancga contra contaminacdo. Extremidades das microestacas foram removidos antes da
inoculacdo. Os frascos identificados e levados a sala de crescimento usando somente luzes
brancas do tipo LED.

O meio de cultura foi preparado com &gua deionizada, adicionando-se 4,5 g L™ de agar,
30 g L de sacarose e 800 mg L de polivinilpirrolidona (PVP). O valor do pH foi ajustado
para 5,8 com HCI (0,1M) e NaOH (0,1M) anterior a adi¢do do 4gar ao meio nutritivo, alocados
em frascos de vidro cobertos por papel filme e entdo autoclavados a temperatura de 121 °C (=
1,0 kgf cm™) durante 20 minutos.

Trinta dias apds a inoculacdo dos explantes foram avaliadas a percentagem de
sobrevivéncia dos explantes, contaminagdo e oxidacdo, determinadas mediante avaliagdo

visual da presenca de fungos e/ou manchas de oxidagédo no meio de cultura e/ou no explante.

4.4.2 Experimento 2 — Clones e luzes LED no estabelecimento in vitro

A desinfestacdo foi efetuada conforme o tratamento adequado encontrado durante a
realizacdo do experimento descrito no capitulo I, ou seja, as estacas foram lavadas em agua
corrente, por cerca de 10 minutos. Apds esta limpeza inicial, as estacas foram submersas em
alcool 70% por 30 segundos e enxaguadas com agua estéril por duas vezes, e por fim,

submergidas em solugdo com concentracdo de 1,5% de NaClO, e 10 minutos de agitacao.
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Apos a desinfestacdo, os explantes foram lavados trés vezes com agua estéril. Por fim
as estacas foram mantidas em frascos com agua previamente autoclavada, até sua inoculacéo
em meio de cultura MS reduzido & metade da concentragdo de sais (Y2 MS).

Os meios de cultura foram preparados com agua deionizada, adicionando-se 4,5 g L
de 4gar, 30 g L de sacarose e 800 mg L de polivinilpirrolidona (PVP). O valor do pH foi
ajustado para 5,8 com HCI (0,1M) e NaOH (0,1M) anterior a adi¢do do agar ao meio nutritivo,
alocados em frascos de vidro cobertos por papel filme e entdo autoclavados a temperatura de
121 °C (= 1,0 kgf cm-2) durante 20 minutos.

O presente experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema bifatorial 6 x 4, em que os niveis do fator “A” referiram-se aos seis
diferentes clones que originaram os explantes, e os niveis do fator “B” foram: T1 (testemunha,
com luz branca); T2 (luz azul); T3 (luz vermelha) e T4 (misto de luzes azul e vermelha) (Figura
2). De acordo com a quantidade de material disponivel, foram alocadas 7 repeti¢cGes por

tratamento de cada clone, sendo cada repeticdo um frasco com 3 explantes.

Figura 2- LAdmpada de LED utilizadas durante o trabalho.

Apbs a inoculacdo dos explantes, os frascos foram mantidos em sala de cultivo com
temperatura de 23°C +2 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 20 pmol m2 s
fornecida por ldmpadas fluorescentes de cores branca, azul, vermelha e mista de azul e vermelha.

Trinta dias ap0s a inoculacdo dos explantes foi realizada a avaliacdo do estabelecimento
in vitro (aparecimento de brotacGes em cada explante) da oxidacdo fendlica (escurecimento dos
explantes) e da contaminacdo fungica (aparecimento de bolor e estruturas fungicas sobre 0 meio

ou explantes), registrados por meio de percentagem.

4.4.3 Experimento 3 — Clones e luzes LED na multiplicagéo in vitro

Para a fase de multiplicacdo in vitro, foram utilizadas brotacdes provenientes de

explantes de clones de E. benthamii e E. dunnii previamente estabelecidos in vitro. As brotacoes
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foram inoculadas, em frascos contendo meio nutritivo MS, suplementado com 1 uM de acido
indolbutirico (AIB) e 0,05 uM de acido naftalenoacético (ANA).

O experimento de multiplicacdo foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema bifatorial 6 x 4, em que os niveis do fator “A” referiram-se aos
seis diferentes clones que originaram os explantes, e os niveis do fator “B” foram: T1
(testemunha, com luz branca); T2 (luz azul); T3 (luz vermelha) e T4 (misto de luzes azul e
vermelha). De acordo com o material disponivel, derivado do experimento de estabelecimento,
foram alocadas 8 repeti¢des por tratamento de cada clone, sendo cada repeticdo um frasco com
3 explantes.

O meio de cultura foi preparado com &gua deionizada, adicionando-se 4,5 g L™ de agar,
30 g L de sacarose e 800 mg L™ de polivinilpirrolidona (PVP). O valor do pH foi ajustado
para 5,8 com HCI (0,1M) e NaOH (0,1M) anterior a adi¢do do 4gar ao meio nutritivo, alocados
em frascos de vidro cobertos por papel filme e entdo autoclavados a temperatura de 121 °C (=
1,0 kgf cm™) durante 20 minutos.

Apbs a inoculacdo dos explantes, os frascos foram mantidos em sala de cultivo com
temperatura de 23°C +2 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 20 umol m2 s
fornecida por lampadas fluorescentes de cores branca, azul, vermelha e mista de azul e vermelha.

Trinta dias apds a inoculacdo dos explantes foi avaliada a quantidade de brotacoes
indicando multiplicacdo, porém, como ndo houve nenhum sinal de brotacéo, foi avaliado entéo,

em percentagem, a ocorréncia de calos nos explantes.
4.4.4 Andlise estatistica

Apés testar a normalidade dos dados por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov os
dados foram submetidos a analise de variancia. Quando o valor de “F” foi significativo, dados
de tratamentos qualitativos tiveram as médias comparadas por meio do teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade de erro. O programa estatistico SISVAR foi utilizado para a analise

estatistica dos dados.

45 Resultados e discussao

4.5.1 Experimento 1 — Clones e desinfestagdo com NaClO no estabelecimento in vitro

N&o foi observada interacdo significativa entre os fatores clones e NaOCI na
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desinfestacdo in vitro. Porém, obteve-se efeito significativo para o fator NaOCL (concentracdo
e tempo de imersdo) (Tabela 1). Foi observado que o tratamento utilizando 1,5% de NaOCIl e
10 minutos de imers&o, resultou em maior sobrevivéncia, com 68% dos explantes sobrevivendo
ao processo. Os demais tratamentos envolvendo uso de hipoclorito ndo diferenciaram entre si,

e a testemunha, resultou em menor média (nenhum explante sobrevivendo)

Tabela 1 - Sobrevivéncia (%), contaminacdo (%) e oxidacao fenolica (%) em diferentes clones

e desinfestacdo com NaClO no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus

dunnii.

Tratamento % de sobrevivéncia % de contaminacéo % de oxidacdo

Testemunha 0% c* 100% d 0% d
0,5% - 20 min 31%b 63% c 5% ab

1% - 10 min 35% b 56% bc 9% ab

1% - 20 min 34% Db 46% abc 20% bc
1,5% - 10 min 68% a 26% a 7% ab
1,5% - 20 min 32%b 34% ab 33%c

* Tratamentos com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de erro.

Para contaminacdo fungica (Tabela 1), também foi observada diferenca significativa
entre os tratamentos com influéncia do NaOCI, mas ndo houve efeito entre os clones. O
tratamento com 1,5% de NaOCIl e 10 min de imersdo apresentou menor percentual de
contaminacdo (26%), porém nao diferenciou estatisticamente do tratamento com 1,5% e 20
min de imersdo e tratamento com 1% e 20 min de imersdo. O tratamento testemunha
demonstrou maior percentagem de contaminacdo, sendo que todos seus explantes acabaram
sendo contaminados.

Para oxidacdo (Tabela 1), também foi observada diferenca significativa entre 0s
tratamentos de NaOCI. A testemunha ndo apresentou nenhum sinal de oxidacdo porém isso
ndo é indicacdo de sucesso, pois todos seus frascos haviam apresentado contaminacao
anteriormente. O tratamento com 0,5% de NaOCI e 20 min de imers&o, apresentou menor taxa
de oxidacdo, com 5% dos explantes oxidados, ndo diferenciando estatisticamente dos
tratamentos em 10 min de imersdo, tanto com concentracdes de 1 e 1,5%.

A utilizagdo de 20 minutos de imersdo se mostra excessiva em maiores dosagens de
NaOCI, em ambos casos de 1 e 1,5% de concentragéo, a taxa de oxidagdo duplica e mais que

triplica, respectivamente. Isso significa que o ponto ideal do procedimento se encontra em 10
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minutos de imerséo.

Quanto a taxa de sobrevivéncia, com excessao do tratamento testemunha, em que nao
houve sobrevivéncia nenhuma, todos os tratamentos analisados apresentatam ao menos 30%
de sobrevivéncia.

O hipoclorito de sddio (NaOCI), inibe o crescimento microbiano devido ao seu alto pH,
que interfere totalmente na integridade da membrana plasmatica dos microrganismos com
inibicdo enzimatica irreversivel, além disso ha alteracBGes biossintéticas no metabolismo
celular e também na degradacdo de fosfolipidios. O alcool na concentracdo de 70% age
diretamente na desnaturacao de proteinas e o formaldeido atua na formac&o de radicais livres
fazendo com que as proteinas ndo sejam capazes de realizar suas funcdes. Além do mais, a
utilizacdo de alcool e formaldeido em conjunto, potencializa ainda mais a acdo de ambos (RUI
etal., 2011)

A etapa de introducdo de material vegetal em condicdes in vitro é complexa devido aos
altos percentuais de contaminacdo pela proliferacdo de bactérias e fungos, dificeis de serem
eliminados. O uso de substancias desinfestantes como etanol, hipoclorito de sédio e de célcio,
peroxido de hidrogénio, acido cloridrico, &cido sulfurico séo relatados como eficientes na
descontaminacéo de diferentes explantes de espécies vegetais (SILVA et al. 2015; MULLER
etal. 2017)

Para o estabelecimento in vitro de mirtileiro, Pelizza et al. (2013) consideraram 0 uso
de solucdo de alcool 70% (por 1 min) ou hipoclorito de sodio 2% (por 10 min) como
procedimentos adequados para desinfestacdo, observando baixa oxidagdo in vitro dos

explantes..

4.5.2 Experimento 2 — Clones e luzes LED no estabelecimento in vitro

N&o houve interagdo significativa entre os fatores testados nestes experimentos. Em
nenhuma das trés variaveis avaliadas houve variacdo significativa entre os clones, somente
entre os diferentes espectros de luz utilizados. Em relacdo ao surgimento de brotos nos
explantes (Tabela 2), houve efeito significativo entre as diferentes coloracdes de LEDs, mas
nédo entre os diferentes clones. Os explantes submetidos a luz azul, em geral obtiveram maior
percentagem de brotacdo (64%). As demais cores, e testemunha de luz branca ndo

diferenciaram estatisticamente entre si.

45



Tabela 2 - Sobrevivéncia (%), contaminacao (%) e oxidac&do fendlica (%) em diferentes clones

e coloragdes de LEDs no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii.

Tratamento % de brotagéo % de contaminagéo % de oxidagéo
Testemunha (Luz Branca) 26% b* 15% ab 59% b
Luz Azul 64% a 11% a 26% a
Luz Vermelha 34% b 21% ab 46% b
Luz Mista 31%b 25% b 45% b

* Tratamentos com letras iguais ndo diferem entre si de acordo com Tukey a 95% de confianca.

Para contaminacéo fungica (Tabela 2), os explantes submetidos a luz azul apresentaram
menor ocorréncia (11%), poréem estes ndo diferenciaram estatisticamente da luz branca (15%),
e vermelha (21%). Os explantes sob o LED de luz mista, sofreram maior contaminacéo (25%),
mas ndo diferenciaram estatisticamente dos submetidos a luz vermelha, ou da testemunha.

J& para a oxidacgdo fenolica (Tabela 2), os explantes sob luz azul, apresentaram menor
ocorréncia (26%). Os demais tratamentos e testemunha ndo diferenciaram estatisticamente
entre si, sendo que 59% dos explantes que compunham a testemunha oxidaram.

Em termos numéricos, se nota beneficio no uso de todas as LEDs coloridas em relacéo
a luz branca da testemunha, sendo que a taxa de brotacéo foi elevada em todos os casos, porém,
0 uso de LED azul é recomendado, em comparacdo ao vermelho ou mesmo ao misto das duas
coloracgdes. A taxa de brotacdo dobrou sob essa coloracdo quando comparada as outras duas.

A luz azul também foi superior nas demais variaveis analisadas, sendo que suas taxas
de contaminacdo fungica e oxidagdo ficaram abaixo dos demais tratamentos avaliados, o fato
de ser mais proxima da luz verde no espectro de luzes pode ter ajudado. A luz vermelha se
mostrou superior a luz branca em brotac6es, aumentando essa taxa, porem, também subiram as
taxas de contaminacgéo e oxidagéo, seu uso pode ser recomendado quando comparado a LEDs
brancas, mas ndo se azuis também estiverem disponiveis.

Resultados observados no presente trabalho corroboram aqueles verificados no cultivo
in vitro de Platycodon grandiflorum, em que também foi obtido 0 maior nimero de folhas sob
0s LEDs azuis (LIU et al., 2014). Stefanel et al. (2020), trabalhando com Eugenia involucrata,
também obtiveram maior nimero de brota¢des sob luz azul.

Em trabalho com pepino tipo snack, Freitas et al. (2021), demonstraram aumento de 1,4
vezes na taxa fotossintética de plantas submetitas a LEDs coloridas em relagdo a iluminacgéo
comum, além de maior eficiéncia no uso de agua e menor perda por transpiracéo.

A luz azul realiza uma série de funcGes morfogenéticas, aléem de regular processos
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metabolicos, influenciar a producdo e o crescimento vegetal, influenciar positivamente o
desenvolvimento de cloroplastos e a biossintese de moléculas de clorofila (TAIZ; ZEIGER,
2013; LAZZARINI et al., 2017).

A luz vermelha € o principal comprimento de onda para a estimulacgéo de clorofila e tem
um impacto direto no crescimento das plantas. Alem disso, a luz vermelha também estimula a
sintese de clorofila e desenvolvimento de cloroplastos (OLLE eVIRSILLE, 2013).

4.5.3 Experimento 3 — Clones e luzes LED na multiplicagdo in vitro

N&o houve resposta morfoldgica neste experimento para a multiplicacdo, ndo sendo
observado nenhuma emissdo de novas brotacbes. Para a ocorréncia de calos, ndo houve
diferenca significativa entre os fatores de estudos (Tabela 3). A formagéo de calos variou entre

13% na luz mista (vermelha/azul) e 25% na luz azul.

Tabela 3: Aparecimento de calos (%) em diferentes clones e coloragcbes de LEDs no

estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii.

Tratamento Aparecimento de calos
Testemunha (Luz Branca) 19% a*
Luz Azul 25% a
Luz Vermelha 19%% a
Luz Mista 13% a

* Tratamentos com letras iguais ndo diferem entre si de acordo com Tukey a 95% de confianga.

O resultado atual indica possivel capacidade dos explantes de multiplicacdo, porém se
fazem necessarios mais estudos, na busca por concentracGes ideais de reguladores de

crescimento, e método de trabalho que favoreca a multiplicacéo.

4.6 Conclusodes

Para o controle da contaminagdo em explantes vindos dos clones de Eucalyptus dunnii
e benthamii, recomenda-se a imersdo em hipoclorito de sodio a 1,5% durante 10 minutos.

O efeito dos LEDs no estabelecimento dos explantes pode ser considerado significativo,
principalmente do espectro de coloracao azul, que resultou em maior taxa de brotacéo.

N&o houve sucesso na fase de multiplicacdo como se esperava, apenas surgimento de
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calos em certos explantes, sem particular diferenga entre as luzes utilizadas. Se recomenda
realizacdo de mais estudos, confirmando possivel efeito de diferentes concentraces de ANA e

AIB do que as utilizadas.
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5 CAPITULO Il
USO DE DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDs) NO DESENVOLVIMENTO E
RESPOSTA A ESTRESSE HIDRICO EM MUDAS DE Eucalyptus benthamii

51 Resumo

As plantas utilizam a luz como fonte de energia no processo de fotossintese. Diferentes niveis
de luminosidade causam mudancas fisiologicas e morfologicas na planta, e 0 seu sucesso
depende da sua adaptacédo a esses diferentes niveis. Diodos de emissdo de luz (LED) tém sido
propostos como fonte luminosa para ambientes controlados. O presente capitulo teve como
objetivos especificos avaliar o desenvolvimento de mudas de Eucalyptus benthamii utilizando
LEDs de coloragdo azul, vermelha e mista de ambas, mensurando incremento em altura e
didmetro, a relagdo entre as duas variaveis, massa seca aerea, radicular e total, e indice de
qualidade de Dickson (IQD). E também determinar a influéncia do uso dos mesmos na
resisténcia de mudas a estresse hidrico, mensurando as variaveis fisioldgicas de fotossintese,
condutancia estomatica, transpiracao, relacdo entre carbono interno da folha e do meio externo
e eficiéncia no uso de agua. O uso de ambas as cores de LEDs se destacou, principalmente luz
azul, a qual contribuiu para maior desenvolvimento das mudas, e também auxiliou na resposta
das mesmas ao estresse hidrico aplicado.

Palavras-chave: Producdo de mudas, Eucalipto, Estresse hidrico.

5.2  Abstract

Plants use light as a source of energy in the process of photosynthesis. Different levels of
luminosity cause physiological and morphological changes in the plant, and its success depends
on its adaptation to these different levels. Light emitting diodes (LED) have been proposed as
a light source in controlled environments. The specific objectives of the present chapter were
to evaluate the development of Eucalyptus benthamii seedlings using LEDs of blue, red and
mixed coloration, measuring increase in height and diameter, the relation between both
variables, shoot, root and total dry mass, and Dickson quality index (DQI). Also aimed to
determine the influence of their use in the resistance of seedlings to water stress, measuring
physiological variables of photosynthesis, stomatal conductance, leaf transpiration, relation

between internal leaf carbon and the outside enviroment carbon and water use efficiency. The
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use of both LED colors stood out, but mainly the blue light, which contributed to the further
development of the seedlings, and also helped in their response to the applied water stress.

Keywords: Seedling production, Eucalyptus, Water stress.

53 Introdugéo

As plantas utilizam a luz como fonte de energia no processo de fotossintese e respondem
a essa energia luminosa de acordo com a sua intensidade, comprimento de onda e direcdo em
que estdo sendo emitidas. Plantas percebem a luz através de fotorreceptores, como 0s
fitocromos e criptocromos, e respondem a esses receptores gerando uma série de respostas
fisioldgicas especificas (MUNEER et al., 2014).

As lampadas de diodo emissor de luz (LED) sdo frequentemente usadas no lugar de
lampadas fluorescentes, pois as fontes de luz LED sdo mais eficientes, versateis e
economicamente Vvidveis para 0 crescimento e regeneracdo de plantas in vitro, oferecendo
alternativas para obter resultados positivos no campo de micropropagacao em escala comercial
(MONTEUUIS, 2015).

Diferentes estudos indicam melhor crescimento de plantas in vitro cultivadas sob
condigdes de iluminacdo LED (HUNG et al., 2015; FERREIRA et al., 2017; LERIN et al.,
2019). No entanto, o efeito das fontes de luz na morfogénese das espécies e clones de interesse
precisam ser avaliados para otimizagdo do protocolo. Os comprimentos de onda vermelho e
azul correspondem ao pico de absorcéo da clorofila a (660 nm) e clorofila b (460 nm) (TAIZ;
ZEIGER, 2013)

Segundo Dong et al. (2014) e Samuoliené et al. (2013) o grande desafio do cultivo com
luz artificial € fornecer de maneira controlada intensidades de luz em quantidade e qualidade
suficientes para o desenvolvimento das plantas. Diodos de emissdo de luz (LED) tém sido
propostos como fonte luminosa para ambientes controlados em instalages agricolas ou em
camaras de crescimento de plantas. Eles apresentam caracteristicas desejaveis, como a
capacidade de controlar a composicdo espectral, longa durabilidade, capacidade de emitir
comprimentos de onda especificos, superficies de emissdo relativamente frias, além de
apresentarem um tamanho reduzido, o que facilita manejo e instalagdo nas camaras de
crescimento (LI et al., 2010; MUNEER et al., 2014).

Um dos principais fatores que contribuem para diminuicdo do desenvolvimento de
mudas, além de causar alteracbes negativas morfoldgicas, fisioldgicas e nutricionais, que

influenciam na capacidade da muda em resistir as condi¢fes adversas do meio e
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consequentemente na sua qualidade é o estresse hidrico (LISAR et al., 2012). O estresse hidrico
a que uma planta esta submetida pode ser caracterizado como déficit hidrico, mais comum, ou
como saturacéo hidrica (alagamento). O estresse por deficiéncia de agua induz uma ampla gama
de alteracGes fisioldgicas e bioquimicas nas plantas; o bloqueio de crescimento celular e de
fotossintese, além de alteracio na respiragdo, estes sendo os primeiros efeitos (VELAZQUEZ;
HERNANDEZ, 2013).

Objetivou-se no presente trabalho avaliar o desenvolvimento de mudas de Eucalyptus

benthamii e sua resposta a estresse hidrico utilizando LEDs de diferentes coloragdes.

54 Materiais e Métodos

Experimento 1 — Influéncia do uso de LEDs e coloragdes no crescimento de mudas.

Para o experimento de desenvolvimento das mudas de Eucalyptus benthamii, mudas
foram transferidas para vasos com capacidade de 2L, os quais foram preenchidos com substrato
comercial a base de casca de Pinus, com adi¢do de 6 g L™ de Osmocote®. Os vasos foram
alocadas na sala de crescimento, sendo divididas em 4 tratamentos, usando 8 repeti¢des de uma
muda cada.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em qual
os tratamentos foram definidos como: T1 (testemunha, com luz branca); T2 (luz azul); T3 (luz
vermelha) e T4 (misto de luzes azul e vermelha).

As especificacOes de cada lampada foram: (i) lampadas brancas- 367, 1W, AC85 — 265
V e (ii) ldmpadas coloridas- 36”, 1W, AC85 — 265 V. Foram alocadas trés lampadas por
bancada, sendo trés brancas no tratamento testemunha, e duas coloridas para uma branca nos

tratamentos de luz colorida (Figura 3).
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Figura 3 - Exemplo de alocagéo de mudas nas bancadas.

Nas mudas foram realizadas avaliagbes biométricas de altura e diametro, as quais
realizaram-se em duas etapas, sendo a primeira, no dia da implantacdo do experimento e a
segunda no final do periodo experimental, 33 dias apds a implantacdo. A altura das mudas foi
determinada com o auxilio de uma régua milimetrada, medindo-se da base da planta até a
insercdo da folha mais alta. O didmetro do caule foi determinado com o auxilio de um
paquimetro digital. As medidas foram realizadas na regido do colo das mudas. Os dados destas
avaliacGes foram utilizados para obtencdo do incremento em altura e diametro do colo, assim
como da relacéo altura-didmetro (h/d).

Ao término do periodo experimental, pelo método destrutivo, procedeu-se a coleta
manual da biomassa total das plantas. As amostras foram separadas em raiz, e parte aérea, e
acondicionadas em sacos de papel mantidos em estufa com circulacéo forcada de ar (60 + 3°C)
até atingirem massa constante (gramas) apds 96 horas. Apds, foram efetuadas pesagens para
determinacdo dos teores de matéria seca dos componentes em balanca de precisdo (0,01 g).
Também foi determinado o indice de qualidade de Dickson (IQD). Este foi determinado em
funcéo da altura da parte aérea (H), do didametro do coleto (DC), do peso de materia seca da
parte aérea (PMSPA) e do peso de matéria seca das raizes (PMSR), por meio da féormula
(DICKSON et al., 1960).

Experimento 2 — espectros de luz LED e estresse hidrico

Para a avaliagdo de resposta das mudas de Eucalyptus benthamii ao estresse hidrico,

estas foram mantidas em tubetes de 55 cm3, e alocadas na sala de crescimento, sob as diferentes

52



33

luzes. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em qual
os tratamentos foram definidos como: T1 (testemunha, com luz branca); T2 (luz azul); T3 (luz
vermelha) e T4 (misto de luzes azul e vermelha). Foram usadas 14 repeti¢cdes (de uma planta
cada) por tratamento. O experimento foi realizado ap6s 14 dias de aclimata¢do das mudas.
Apobs a mensuracao inicial, a irrigacdo dos tubetes foi suspensa por 24 horas, para inducgéo do
estresse, durante essas 24 horas, foram realizadas mensuracdes em intervalos de tempo
previamente definidos, inicialmente a cada duas horas, para defini¢ao do efeito do estresse nas
mudas durante esse periodo. Para a mensuracdo de fotossintese foram selecionadas cinco
plantas para cada tratamento, sendo essas realizadas com o medidor portétil de fotossintese
IRGA (Infra-Red Gas Analyzer), modelo L1-6400 (LI1-COR). As anélises fotossintéticas foram
realizadas 24, 30 e 48 horas ap0s a inducdo do estresse, respeitando-se a aleatoriedade entre 0s
tratamentos.

Com o IRGA foram analisadas as variaveis de taxa fotossintética liquida (A - umol CO2
m?st), condutancia estomatica (Gs - mol m? s?), transpiracdo (E - mmol H,O m? s?),
concentracdo intercelular de CO2 no mesofilo (Ci - umol CO3) e concentracdo de CO; externa
atual (Ca - umol CO,). Estas variaveis permitiram posteriormente calcular as relagdes de
concentracdo intercelular de CO2 no mesofilo sobre a concentragdo de CO externa atual

(Ci/Ca- pmol COy) e de eficiéncia do uso da agua da planta (WUE — [umol m? s ).
55  Resultados e discusséo
Experimento I: Desenvolvimento de mudas em funcéo do uso de LEDs
Na avaliacéo de variaveis morfologicas (Tabela 4), incremento de diametro a altura do
coleto (IDAC), relagéo altura/didametro (h/d) e massa seca radicular (MSR) ndo apresentaram

diferenca significativa entre os tratamentos. As demais variaveis apresentaram diferenca

significativa em funcéo da coloragdo de LED utilizado.
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Tabela 4 - Avaliagdo de variaveis morfolégicas mensuradas em funcdo do uso de LEDs no

desenvolvimento de mudas de Eucalyptus benthamii.

Variaveis
Tratamento

IH IDAC h/d MSA MSR MST IQD

Testemunha
5,48 b* 0,95 13,74 1,60c 0,76 2,37¢C 0,15b

(Luz Branca)
Luz Azul 14,10 a 1,16 14,44 2,80 ab 0,95 3,76 ab 0,22 b
Luz Vermelha 10,38 ab 1,46 12,31 3,72a 1,00 4,73 a 0,30 a

Luz Mista 8,22 ab 0,95 141 2,58 bc 0,80 3,38bc  0,20Db

*Letras iguais ndo diferem entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Onde: IH: Incremento
em altura; IDAC: Incremento em didmetro a altura do coleto; h/d: Relagdo altura/didmetro; MSA: Massa seca

aérea; MSR: Massa seca radicular; MST: Massa seca total; IQD: indice de qualidade de Dickson.

As mudas sob luz azul, apresentaram maior incremento em altura (IH), porém, nao
diferenciaram estatisticamente das mudas sob luz vermelha e mista. As mudas sob luz vermelha
apresentaram maior massa seca aérea (MSA) e massa seca total (MST), ndo diferenciando
estatisticamente das mudas sob luz azul em ambas variaveis. Em indice de qualidade de
Dickson (IQD), as mudas sob luz vermelha também apresentaram maior valor, diferenciando
estatisticamente de todos os demais tratamentos. Destaca-se imediatamente o aumento
significativo no incremento em altura das mudas sob LEDs coloridas, na comparagéo entre azul
e luz branca de testemunha. Estudos apontam que a luz vermelha promove a elongacao foliar e
caulinar via estimulo da biossintese de giberelina, através do controle da mitose e proliferacéo
celular (MANIVANNAN et al., 2015).

Na producdo de mudas de framboeseira cultivares Batum e Dorman Red, Rocha et al.
(2013) observaram que a massa fresca da planta cultivada sob os LEDs vermelhos apresentaram
resultados superiores aos das plantas cultivadas sob os LEDs azuis e verdes. Bello-Bello et al.
(2016), avaliando a qualidade da luz (Iampada fluorescente, LEDs brancos, LEDs vermelhos,
LEDs azuis e LEDs azuis mais LEDs vermelhos) no crescimento de brotacdes de Vanilla
planifolia Andrews, verificaram que a maior média de massa fresca por planta foi obtida com

o0 tratamento constituido por LEDs azuis mais LEDs vermelhos.

Experimento 2 — espectros de luz LED e estresse hidrico

Para a avaliacdo de resposta das mudas ao estresse hidrico, foi observada diferenca
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significativa entre os tratamentos em todas as avaliacdes realizadas durante as 48 horas de

acompanhamento apos a inducgéo de estresse hidrico (Tabela 5).

Tabela 5 - Avaliacdo de variaveis fisiologicas em funcdo do uso de LEDs na resposta de mudas
de Eucalyptus benthamii ao estresse hidrico.

Variaveis
Fotossintese ~ Condutéancia cilca Transpiracdo WUE
Tratamento (umol CO; Estomatica (mmol (mmol
m2s?)  (mol H,O m?s?) (hmol CO2) H,O m?s?) H,Om?s?)
Inicio (0 horas)
Testemunha (Luz Branca) 3,36 a* 0,03a 2,21a 0,84a 1,52a
Luz Azul 51a 0,08a 2,91a 0,7a 1,8a
Luz Vermelha 40a 0,05a 1,55a 0,66a 3,15a
Luz Mista 419a 0,07a 2,27a 0,79 1,85a
24 horas
Testemunha (Luz Branca) 1,23b 0,01b 0,18b 0,9a 4,02a
Luz Azul 4,73a 0,07a 1,52a 0,66a 3,33a
Luz Vermelha 4,6a 0,09a 2,16a 0,76a 2,2a
Luz Mista 3,58ab 0,03ab 0,72ab 0,3a 5,36a
30 horas
Testemunha (Luz Branca) 0,43b Ob 0,13b 2,35a Oc
Luz Azul 3,3a 0,03a 0,63ab 0,51b 3,58a
Luz Vermelha 1,38b 0,02ab 1,03a 0,76b 1,38b
Luz Mista 2,21ab 0,02ab 0,82a 0,58b 2,72b
48 horas
Testemunha (Luz Branca) Ob Ob 0,13b 1,23a Oa
Luz Azul 0,35a 0,01ab 1,41a 1,21a 0,15a
Luz Vermelha 0,11ab 0,04a 0,72ab 1,61a Oa
Luz Mista Ob Ob 0,05b 1,62a Oa

* Letras iguais ndo diferem entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a fotossintese (Figura 4a) ndo houve diferanca significativa entre os tratamentos
na avaliacdo realizada antes da inducdo. A partir das 24 horas percebe-se queda significativa da
fitossintese sob a luz branca (testemunha), queda moderada nas mudas sob luz mista e leve
reducdo em ambas luzes azul e vermelha. A partir das 30 horas, a fotossintese das mudas sob

luz branca se aproxima de zero, e por fim zera apds 48 horas, demonstrando o rapido efeito do
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estresse sobre 0 metabolismo das mudas. A forossintese sob luz mista cai a partir das 30 horas,
terminando o experimento apos 48 horas também zeradas. Até as 30 horas, a queda das mudas
sob luz azul é leve, se mantendo quase trés vezes superior a taxa fotossintéticas das mudas sob
luz vermelha, que sentem maior efeito a partir do mesmo ponto, ambas terminam o experimento
com fotossintese proxima de zero, mas ndo totalmente zerada.

O crescimento das plantas, o potencial hidrico das folhas e a producédo das culturas sdo
criticamente limitadas ou mesmo suprimidas pela restri¢ao hidrica (HOSSAIN et al. 2016). Foi
relatado que o tratamento de dois gendtipos de Melissa officinalis com luzes LED melhorou
significativamente a tolerancia ao estresse hidrico (AHMADI et al. 2019) provavelmente por
manter a pressdo de turgescéncia nas folhas em niveis satisfatorios e atenuando os efeitos do
estresse. Além disso, resultados promissores indicam que tolerancia a seca em dois genotipos
de erva-cidreira aumentou por pré-tratamento de LEDs, uma vez que o teor relativo de agua nas
plantas tratadas com LED permaneceu semelhante ao as mudas mantidas em casa de vegetagéo
(AHMADI et al. 2019).

A menor diminuicdo da fotossintese das plantas conduzidas sob a luz azul durante o
processo de estresse hidrico pode estar relacionada ao processo fisiologico que ocorre. A luz
azul possui um papel crucial nas relagdes hidricas e trocas gasosas, e consequentemente no
crescimento e tolerdncia a fatores de estresse. Além disso, ela exerce uma influéncia positiva e
coordenada no genoma da planta e no plastideo, que influencia o desenvolvimento de
cloroplastos nas células das plantas e a sintese de clorofila. A absor¢do da luz azul pelas
clorofilas promove um estado energético maior do que em relacdo a luz vermelha devido a
maior energia existente na luz azul (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Para condutancia estomatica (Figura 4b), a queda nas mudas sob luz azul é mais leve,
com estas sendo notaveis a partir de 30 horas de experimento, enquanto as demais apresentam
efeito a partir das 24 horas para luz branca e mista, e 30 horas para luz vermelha. As mudas sob
luz branca e mista terminaram o experimento com condutancia zerada.

Para relagéo de carbono externo e interno (Ci/Ca) (Figura 4c), nas mudas sob luz azul,
a queda foi leve, sendo notavel a partir das 30 horas, e apresentando leve recuperagdo apds 48
horas de experimento. A relacdo em mudas sob luz vermelha teve leve aumento ap6s 24 horas,
e forte queda ap6s 30, também apresentou leve recuperacdo, porém voltou a cair apds 48 horas,
0 mesmo comportamento foi observado nas mudas sob luz mista. A relagdo em mudas sob luz

branca teve brusca queda a partir de 24 horas, e se manteve estavel apds isso.
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- umol CO2) e concentracdo de CO; externa atual (Ca - umol CO2) em mudas de E. benthamii

submetidas a diferentes cores de luz LED.
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A transpiracdo (Figura 4d) se manteve estavel em todos os tratamentos até as 24 horas.
Apos 30 horas, a transpiracdo de mudas sob luz branca aumentou bruscamente e teve leve
recuperacdo apos 48. A transpiracdo das demais mudas continuou estavel até 48 horas de
experimento, onde entéo se nota efeito significativo do estresse nessa variavel.

A eficiéncia de uso de agua (WUE) (Figura 4e), de todas as mudas se manteve estavel
até 24 horas de experimento. Ap6s 30 horas, somente as mudas sob luz azul ndo demonstram
queda nessa variavel, sendo que a eficiéncia das mudas sob luz branca ja havia zerado nesse
ponto. Apds 48 horas, somente as mudas sob luz azul ndo haviam zerado em termos de WUE.
Entre as varias luzes de espectro estreito, 0s LEDs azul e vermelho sdo usados principalmente
para o crescimento das plantas porque seus comprimentos de onda de aproximadamente 460 e
660 nm, respectivamente, sdo altamente eficazes para absorcdo de clorofila, o que resulta em
eficiéncia fotossintética ideal (JOHKAN et al. 2010; GUPTA; JATOTHU, 2013).

O experimento indica vantagens em uso de LEDs coloridos quanto a resposta das mudas ao
estresse hidrico, sendo que as mudas sob LEDs brancas apresentaram efeitos fisioldgicos mais
severos e de forma mais rapida. Porém, pode se recomendar o uso de LEDs de coloracao azul,
sendo que as mudas deste tratamento resistiram por mais tempo, e quando apresentara quedas,

estas foram mais leves.
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5.6 Conclusoes

A luz vermelha resultou em maior desenvolvimento na maioria das caracteristicas
avaliadas, e nas caracteristicas em que ndo obteve melhores resultados, esta ndo diferenciou
estatisticamente das mudas sob luz azul.

Na resposta ao estresse hidrico, as LEDs de luz azul resultaram em melhor resposta das
mudas, mantendo sua taxa fotossintética e demais processos fisiologicos estaveis durante a

aplicacdo do estresse.

59



6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho forneceu fundamentacao cientifica para a propagacao in vitro, e
demonstrou o efeito positivo do uso de LEDs de coloragdo variada na micropropagacao de
explantes de Eucalyptus dunnii e benthamii. Também forneceu demonstracdo do efeito das
LEDs na producdo de mudas de E. benthamii.

Para o controle da contaminacdo em explantes vindos dos clones de Eucalyptus dunnii
e benthamii, recomenda-se a imersao em hipoclorito de sédio a 1,5% durante 10 minutos.

O efeito dos LEDs no estabelecimento dos explantes pode ser considerado significativo,
principalmente do espectro de coloracao azul, que resultou em maior taxa de brotacéao.

N&o houve sucesso na fase de multiplicagdo como se esperava, apenas surgimento de
calos em certos explantes, sem particular diferenca entre as luzes utilizadas. Se recomenda
realizacdo de mais estudos, confirmando possivel efeito de diferentes concentracdes de ANA e
AIB do que as utilizadas.

Para o desenvolvimento de mudas de E. benthamii, se demonstrou efeito positivo no
uso de LEDs, principalmente azul e vermelha, separadamente. A luz vermelha resultou em
maior desenvolvimento na maioria das caracteristicas avaliadas, e nas caracteristicas em que
néo obteve melhores resultados, esta ndo diferenciou estatisticamente das mudas sob luz azul.

Na resposta ao estresse hidrico em mudas de E. benthamii, as LEDs de luz azul
resultaram em melhor resposta das mudas, mantendo sua taxa fotossintética e demais processos

fisioldgicos estaveis durante as horas de estresse.
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