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RESUMO

A cultura de tecidos tem se apresentado como uma das principais técnicas de propagacao
vegetativa, tendo importancia as medidas de controle e prevencdo de contaminagdo. O
uso dos diodos emissores de luz (LEDSs), e diferentes colora¢es 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 imersdo e concentracdes de hipoclorito de sédio (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 coloracdo azul, vermelha e mista
com ambas. O uso de NaOCI a concentracdo de 1,5% com imersao por 10 minutos se
mostrou 0 método mais eficaz de desinfestacdo 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 brotacao
nesta fase), dutante a multiplicacéo.

Palavras-chave: Micropropagacédo. Eucalipto. Desinfestacéo.

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
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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 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.

1 INTRODUCAO

A micropropagacao é um metodo cada vez mais utilizado para producéo de plantas
em larga escala, possibilitando a propagacéo de especies dificeis de clonar através de
técnicas de propagacdo mais convencionais, permitindo também entre outras vantagens,
assegurar o estado fitossanitario dos propagulos mantidos em condicGes assépticas.
(CANHOTO, 2010)

A micropropagacao 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
doencas (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 micropropagacdo (HARTMANN et al. 2011).

Através do presente trabalho, se objetivou avaliar o efeito de diferentes tempos de
imersdo e concentragdes de hipoclorito de sodio (NaOCI), na desinfestacdo de explantes
de clones de Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii, avaliar o estabelecimento e
multiplicacdo in vitro de explantes vindos dos clones, utilizando LEDs de coloragéo azul,

vermelha e mista.

3 METODOLOGIA

Experimento 1 — Clones e desinfestagcdo com NaClO no estabelecimento in vitro
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Apos a aplicacdo dos tratamentos de desinfestacdo, os explantes foram lavados
trés vezes com agua estéril. Os frascos identificados e levados a sala de crescimento
usando somente luzes brancas do tipo LED.

Trinta dias apds a inoculagdo dos explantes foram avaliadas a percentagem de
sobrevivéncia dos explantes, contaminacéo e oxidacéo, determinadas mediante avaliacdo
visual da presenca de fungos e/ou manchas de oxidacdo no meio de cultura e/ou no

explante.

Experimento 2 — Clones e luzes LED no estabelecimento in vitro

Apds 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 Iampadas fluorescentes de cores branca, azul, vermelha e mista
de azul e vermelha.

Trinta dias ap6s a inoculacdo dos explantes foi realizada a avaliacdo do
estabelecimento in vitro (aparecimento de brotacdes em cada explante) da oxidagéo
fendlica (escurecimento dos explantes) e da contaminacdo fungica (aparecimento de bolor

e estruturas fngicas sobre 0 meio ou explantes), registrados por meio de percentagem.

Experimento 3 — Clones e luzes LED na multiplicac&o in vitro

Para a fase de multiplicacdo in vitro, foram utilizadas brotagdes provenientes de
explantes de clones de E. benthamii e E. dunnii previamente estabelecidos in vitro.

Apds 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 m sfornecida por lampadas fluorescentes de cores branca, azul, vermelha e mista
de azul e vermelha.

Trinta dias ap0s a inoculacdo dos explantes foi avaliada a quantidade de brotacdes
indicando multiplica¢do, porém, como n&o houve nenhum sinal de brotacdo, foi avaliado

entdo, em percentagem, a ocorréncia de calos nos explantes.

Analise estatistica
Apbs testar a normalidade dos dados por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov

os dados foram submetidos & anélise de variancia. Quando o valor de “F” foi significativo,
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dados de tratamentos qualitativos tiveram as medias comparadas por meio do teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. O programa estatistico SISVAR foi
utilizado para a anélise estatistica dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1 — Clones e desinfestacdo com NaClO no estabelecimento in vitro

N&o foi observada interacdo significativa entre os fatores clones e NaOCI na
desinfestacdo in vitro. Porém, obteve-se efeito significativo para o fator NaOCL
(concentracéo e tempo de imersdo) (Tabela 1). Foi observado que o tratamento utilizando
1,5% de NaOCl e 10 minutos de imerséo, 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 oxidacgdo fendlica (%) em diferentes
clones e desinfestagdo com NaClO no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii
e Eucalyptus dunnii.

Tratamento % de sobrevivéncia % de contaminacdo %o de oxidacéo

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% b 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 n&o houve efeito entre
0s clones. O tratamento com 1,5% de NaOCI e 10 min de imersdo apresentou menor
percentual de contaminagdo (26%), porém ndo diferenciou estatisticamente do
tratamento com 1,5% e 20 min de imers&o e tratamento com 1% e 20 min de imers&o. O
tratamento testemunha demonstrou maior percentagem de contaminacdo, sendo que

todos seus explantes acabaram sendo contaminados.

Experimento 2 — Clones e luzes LED no estabelecimento in vitro

N&o houve interacdo significativa entre os fatores testados nestes experimentos.
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Em nenhuma das trés varidveis avaliadas houve variacao 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 coloragdes
de LEDs, mas néo 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.

Tabela 2- Sobrevivéncia (%), contaminacdo (%) e oxidagdo fendlica (%) em diferentes
clones e coloracdes de LEDs no estabelecimento in vitro de Eucalyptus benthamii e
Eucalyptus dunnii.

Tratamento % de brotacdo % de contaminacdo % de oxidacao
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%Db 25% Db 45% b

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

Em termos numéricos, se nota beneficio no uso de todas as LEDs coloridas em
relacdo a luz branca da testemunha, sendo que a taxa de brotacao foi elevada em todos 0s
casos, porém, o uso de LED azul é recomendado, em comparacao ao vermelho ou mesmo
ao misto das duas coloragdes. A taxa de brotagdo dobrou sob essa coloragcdo quando
comparada as outras duas.

A luz azul também foi superior nas demais variaveis analisadas, sendo que suas
taxas de contaminacdo fungica e oxidacdo ficaram abaixo dos demais tratamentos
avaliados, o fato de ser mais préxima da luz verde no espectro de luzes pode ter ajudado.

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

Experimento 3 — Clones e luzes LED na multiplicacéo in vitro

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

variou entre 13% na luz mista (vermelha/azul) e 25% na luz azul.
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Tabela 3- Aparecimento de calos (%) em diferentes clones e coloragdes 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 confianca.

4 CONCLUSAO

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

N&o houve sucesso na fase de multiplicacdo como se esperava, apenas surgimento

de calos em certos explantes, sem particular diferenca entre as luzes utilizadas.
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