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RESUMO

A fonte de iluminagao pode regular a morfogénese da cultura in vitro. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito de quatro diferentes fontes de luz do tipo LEDs: branco, vermelho, azul e rosa
(50% azul e 50% de vermelho) sob as fases de multiplicacdo e enraizamento de culturas in vitro de
Cedrela odorata. Na fase de multiplicagdo, usou-se o meio de cultura MS adicionado a 8,8 pM de
6-benzilaminopurina (BAP) e 0,28 uM de acido giberélico (GA3) sob efeito dos tipos de luz. Para o
enraizamento, foi avaliada a interagao dos tipos de luz sob duas concentragdes de acido indolbutirico
AIB (4,9 e 9,8 pM). Na multiplica¢do, sob a luz LED branco obteve-se 3,9 brota¢des por explante, com
maior comprimento dos brotos (2,1 mm) e auséncia de oxidacao. Da mesma forma, no enraizamento,
as culturas sob luz LED branco foram superiores no nimero de raizes formadas e menor valor de
oxidacdo. Verificou-se que a luz LED branco otimizou a fase de multiplicacdo e enraizamento na
micropropagacao dessa espécie florestal segundo este estudo.
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ABSTRACT

The light source can regulate the morphogenesis of the in vitro culture. The objective of this work
was to evaluate the effect of four different LED light: white, red, blue and pink (50% blue and 50%
red) under the stages of multiplication and rooting of in vitro cultures of Cedrela odorata. In the
multiplication phase, the MS culture medium was added to 8.8 uM of 6-benzylaminopurine (BAP)
and 0.28 pM of gibberellic acid (GA3) under the effect of the types of light. Rooting was evaluated
the interaction of light types under two concentrations of indolebutyric acid IBA (4.9 and 9.8 pM). In
multiplication, under white LED light, 3.9 sprouts per explant were obtained, with longer sprouts (2.1
mm) and no oxidation. Similarly, at rooting, cultures under white LED light were higher in the number
of roots formed and lower oxidation. It was found that white LED light optimized the multiplication
and rooting phase in the micropropagation of this forest species according to this study.

Keywords: Vegetative propagation; Micropropagation; LEDs

1 INTRODUCAO

A micropropagacdao utilizando explantes de brotacdes de arvores adultas € uma
estratégia que possibilita o resgate vegetativo e a conservacdo in vitro de espécies
florestais ameacadas de extin¢do (FERRARI; GROSSI; WENDLING, 2004; PENA-RAMIREZ
et al., 2010; BRASIL, 2014). Essa técnica de cultura de tecidos é adequada também
para propagacdo de espécies arbdreas com dificuldade de multiplicacdo via material
lenhoso e de baixa capacidade de enraizamento (NUNES et al., 2002; AMARAL, 2006;
GARCIA-GONZALES et al., 2011). Uma das vantagens da micropropagacdo, em relacdo
a propagacdo seminal, é de que nesse ultimo caso ha dependéncia das épocas de
dispersao de sementes e a baixa oferta de gendtipos genitores, bem como no aumento
da variabilidade genética (LESHER-GORDILLO et al., 2018).

Através da micropropagacao, a capacidade de rejuvenescimento de culturas
permite expressar melhor a capacidade de formac¢do de raizes adventicias durante
a fase de enraizamento in vitro (STUEPP et al., 2018; ZHANG; SUN; LI, 2020). Os
propagulos vegetativos na micropropagacao podem ser mantidos in vitro em meio de
cultura sob diferentes reguladores sintéticos de crescimento (6-benzilaminopurina,
acido indolbutirico e acido giberélico) (SALLES et al., 2017). Murashige (1974) dividiu

a micropropagacdo em trés estagios: |- estabelecimento de culturas assépticas
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(etapa critica devido a contaminacao); II- multiplicacao do propagulo e IllI- preparo
para estabelecimento das plantas no solo. Posteriormente, Debergh e Maene (1981)
sugeriram a inclusao de um estagio inicial de preparo de plantas matrizes, e a divisao
da micropropagacao em cinco estagios: 0- preparo de plantas matrizes; 1- inicio da
cultura; 2- multiplicagao; 3- alongamento, indu¢do e desenvolvimento de raizes e 4-
transferéncia para condi¢des de casa de vegetacao.

No cultivo in vitro, as condi¢Bes de climatizacdo do ambiente (como controle da
umidade, temperatura e luz) sdo condi¢des que regulam caracteristicas morfogénicas
dos vegetais (AZMI; AHMAD; IBRAHIM, 2016). A fonte de luz pode atuar sobre o meio de
cultura, tendo emyvista que muitas substancias sao fotossensiveis a diferentes espectros
de luz, interferindo sobre as trocas hormonais entre planta e meio de cultura durante
as fases in vitro (CIOC et al., 2018; SOUZA et al., 2018), sendo também componente no
processo fotossintético e formag¢dao de compostos quimicos em plantas (SAYED et al.,
2020). Contudo, o uso de fontes de luz inadequadas pode ocasionar danos fisiolégicos,
como oxidacdo de explantes, dificultando o desenvolvimento vegetal e provocando a
morte da cultura in vitro (BASSAN et al., 2006).

Os laboratérios mais antigos utilizavam lampadas fluorescentes que
apresentavam danos elétricos e aquecimento. Atualmente, estao sendo utilizadas
lampadas de diodos emissores de luz (LED) devido ao baixo custo de manutencao,
eficiéncia de consumo elétrico por gerarem baixa producdo de calor e possuirem
maior durabilidade (AZMI; AHMAD; IBRAHIM, 2016; PINHEIRO et al., 2019). As fontes
deluz,deacordo comaqualidade espectral, fluxo defotons e o fotoperiodo, regulam
0 crescimento de vegetais e os efeitos fisioldgicos nas plantas (HUNG et al., 2015;
CloC et al., 2018). Estudos relacionados & qualidade luminosa na micropropagacao
permitem a compreensdo dos efeitos especificos a determinadas espécies. Bello-
Bello et al. (2016) demonstraram um aumento no numero de brotos por explante de
Vanilla planifolia Andrews sob a luz fluorescente, LED branco e LED rosa. A pesquisa
de Souza et al. (2018) obteve com a luz de LED rosa os melhores resultados na fase
de introducdo in vitro de clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e

Corymbia citriodora x C. torelliana.
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Os reguladores de crescimento utilizados podem ser do grupo das citocininas,
como o 6-benzilaminopurina (BAP), que possui acao de crescimento e alongamento
celular, atuando como estimulador na formacao de brotos in vitro (ALMEIDA et al.,
2020). Ja as auxinas agem no crescimento diferencial (fototropismo), expansao celular
e alongamento celular, como o acido indolbutirico (AIB), e atuam no enraizamento da
cultura (RODRIGUEZ et al., 2003). O 4cido giberélico (GA3) promove o crescimento de
diversos O6rgaos vegetais, especialmente nos entrends, promovendo alongamento de
brotos in vitro (MANTOVANI; FRANCO; VESTENA, 2001).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
fonte de diferentes luzes do tipo LEDs nas fases de multiplicacao e de enraizamento in

vitro de Cedrela odorata exposta aos diferentes reguladores de crescimento.

2 MATERIAL E METODO

2.1 Origem do material e multiplicacao in vitro

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Melhoramento e
Biotecnologia, Departamento de Engenharia Florestal, localizado no Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), Lages, Santa Catarina, Brasil. Brotos de Cedrela odorata regenerados
in vitro foram subcultivados e forneceram material para o experimento de
multiplicacao in vitro. Na multiplica¢do utilizou-se brotos (+ 0,5 cm), mantidos em
frascos de vidro de 350 mL, fechados com tampa de plastico com filtro, contendo
30 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 8,8 uM
de BAP e 0,28 pM de GA3. O meio de cultura foi suplementado com 30 g.L" de
sacarose e geleificados com 8 g.L'" de agar, sendo o pH ajustado para 5,8 £ 0,1
antes da autoclavagem a 121°C por 15 min. As concentra¢es dos reguladores
sintéticos de crescimento usados na fase de multiplicacao foram definidas com

base em estudo anterior (SANTOS JUNIOR et al., 2021).
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As culturas C. odorata foram mantidas iluminadas em quatro diferentes fontes
de luz: (I) branco - 100% de luz LED branco (420 nm); (II) vermelho - 100% luz de LED
vermelho (660 nm); (1) azul - 100% de LED azul (460 nm); e (IV) rosa - 50% luz LED
vermelho (660 nm) e 50% LED azul (460 nm). Os tratamentos para a luz foram mantidos
na mesma sala de crescimento e isolados para um nao interferir no outro. As culturas
foram mantidas sob fotoperiodo de 16 h, sendo a fonte luminosa mantida a uma
distancia de 40 cm acima das bancadas e temperatura ambiente de 25 + 1°C.

ApOds cinco semanas, avaliou-se a taxa de multiplicacao (percentual de brotacdes
que formaram novos brotos), niUmero de brotos por explante, comprimento dos brotos
(mm) e taxa de oxidacdo (%). As medidas foram realizadas com auxilio de paquimetro
digital. O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, contendo 10 repeticdes por tratamento, com um frasco por parcela, cada
frasco contendo quatro explantes. O tempo de permanéncia na sala de crescimento
foi baseado em estudos (VALVERDE-CERDAS et al., 2008; GARCIA-GONZALES et al.,
2011; SANTOS JUNIOR et al., 2021).

2.2 Enraizamento in vitro e aclimatizacao

Brotagdes viaveis de C. odorata, com aproximadamente 1 cm de comprimento,
provenientes de subcultivos da multiplicacao, foram usadas no enraizamento in vitro,
mantidos em frascos de vidro de 350 mL sob os mesmos tratamentos de fontes de
luz, condi¢cdes de temperatura e de fotoperiodo do experimento de multiplicacao.
Utilizou-se o meio de cultura MS suplementado com acido indolbutirico (AIB) nas
concentracgdes de 4,9 uM e 9,8 uM, adicionando-se ainda 30 g.L" de sacarose, 8 g.L
de agar e ajustado o pH para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 °C por 15 min.
Apds cinco semanas, avaliou-se a taxa de enraizamento (percentual de brota¢des que
formaram raizes), o numero de raizes, o comprimento de raizes (mm) e a taxa de
oxidagao (%). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial 2x4 (duas doses de AIB e quatro tipos de luz), com 5 repeticdes por

tratamento, com um frasco por parcela, cada frasco contendo quatro explantes.
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Na fase de aclimatizacdo, 50 plantas de C. odorata enraizadas in vitro foram
transferidas para bandeja alveolada de polipropileno expandido, contendo substrato
comercial Organo Plus®, areia e casca de arroz carbonizada (1:1:1, v/v/v). Cada bandeja
foi mantida dentro de caixa plastica de polietileno de 25 L e coberta com filme plastico
transparente para formag¢do de uma camara umida, recebendo uma irrigagdo de 250
mL de agua a cada 3 dias com o auxilio de um borrifador manual. As bandejas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 3 °C, umidade relativa do ar

de 80% e 16h de fotoperiodo. Apds 30 dias, avaliou-se o percentual de sobrevivéncia (%).
2.3 Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o modelo linear generalizado (GLM), uma vez
que as variaveis apresentavam distribuicdo de probabilidade binomial e Poisson, e as
meédias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Todas as analises foram feitas no ambiente R (R CORE TEAM, 2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a fonte de luz fornecida as
culturas de Cedrela odorata € um elemento fisico que interfere no desenvolvimento
da espécie in vitro. A fase de multiplicacdao aconteceu por organogénese indireta, com

formacao inicial de calos, seguido do crescimento de brotacdes (Tabela 1).

Tabela 1 - Multiplicacao in vitro de Cedrela odorata sob o efeito do tipo de luzes de

LEDs, Lages, SC

Luz Taxa de multiplicagdo  Numero de Comprimento dos Oxidacao
(%) broto brotos (mm) (%)
Azul 92 s 3,8 1,4b 46 a
Vermelho 95 3,3 1,3b 100 a
Rosa 90 34 1,9 ab 15b
Branco 97 3,9 2,1a 00
p-valor 0,5198 0,4086 0,0269 2,2e-16

Fonte: Autores (2020)

Em que: Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste Tukey
(contrastes) e pelo GLM, respectivamente, a 5%; ": Nao foram significativamente a 5%.
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As varidveis taxa de multiplicacao (p=0,5198) e numero de brotacdes (p=0,4086)
ndo variaram entre os tratamentos com luzes de LEDs (Tabela 1). Bello-Bello et al. (2016)
constataram que a luz de lampada fluorescente, LED branco e LED rosa apresentaram
numero de brotos por explante superiores a luz de LED azul e vermelho na fase de
multiplicacdo de Vanilla planifolioc Andrews. Azmi, Ahmad e Ibrahim (2016) obtiveram
aumento na multiplicacdo de brotacdes de plantas usando LED azul em comparacdo
com a luz de LED vermelho. Em dois cultivares de Alpinia purpurata (Red Ginger e Pink
Ginger), Pinheiro et al. (2019) demonstraram que o numero de brotos foi superior sob
lampadas de LED branco em relacdo as lampadas fluorescentes.

O comprimento de brotacfes de C. odorata foram os maiores sob a luz de LED
branco (2,1 mm) apds cinco semanas de cultivo (p=0,0269). As brota¢des das culturas
submetidas a luz de LED azul apresentaram comprimento dos brotos inferior, com
valor médio de 1,4 mm, assim como o tratamento com LED vermelho (1,3 mm) em
relacdo aos outros tratamentos (Tabela 1). De acordo Hung et al. (2015), o percentual
de radiacdo entre azul e vermelho pode interferir no comprimento das brotacées in
vitro, sendo aumentado com a elevacdo da concentracdo de vermelho e reduzido com
as propor¢des mais elevadas dos azuis em cultura de morango encapsulado.

Além do comprimento de brota¢8es superiores, culturas de C. odorata sob luz
LED branco ndo apresentaram oxidacdo durante o cultivo in vitro (Tabela 1). A luz
vermelha, por outro lado, provocou a clorose do tecido seguida de oxidacao em todas
as plantas, sendo a luz que mais interferiu neste aspecto sobre as culturas (100%),
seguidos das luzes de LED azul (46,2%) e rosa (15,0%). A oxidacao € a reacao das
polifenoxidases sobre compostos fendlicos (KESSIN et al., 2018) na presenca de luz.
A degradacdo oxidativa afeta a concentracdo dos compostos fendlicos que podem
estar relacionados aos processos de regulacdo do crescimento e desenvolvimento
de culturas in vitro (BASSAN et al., 2006).

Sayed et al. (2020) observaram diferencas no crescimento e em compostos

bioquimicos sintetizados por cultura de Ceratonia siliqua L. sob diferentes tipos de

Ci. Fl., Santa Maria, v. 32, n. 4, p. 2419-2432, out./dez. 2022



2426 | Efeito da qualidade de luz na multiplicagdo e enraizamento ...

luzes in vitro, sendo que a luz branca provocou o acumulo de maior quantidade
de compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavondides) em comparacao com luzes
verde, azul, vermelha e amarela. No mesmo estudo, as luzes amarela e branca
induziram a maior capacidade antioxidante (DPPH). Esse comportamento poderia
explicar os melhores resultados da pesquisa quando os explantes de C. odorata foram
submetidos a luz de LED branco. Os compostos de polifendis sdo antioxidantes que
combatem os radicais livres que sao promotores do envelhecimento e/ou necrose e/
ou morte celular (KOBUS-CISOWSKA et al., 2019).

O trabalho de Cio¢ et al. (2018) demonstrou diferenca na interacdo de
doses (1,0; 2,5 e 5,0 uM) de BAP e tipo de luz em Myrtus communis L., em que LED
vermelho em meio de cultura acrescido com 5 uM BAP resultou na maior taxa de
multiplicacdo e concentra¢des de polifenol antioxidante comparado a LEDs azul,
rosa e lampadas fluorescente. Além disso, Souza et al. (2018) mostraram que a
luz de LED rosa proporcionou o menor percentual de contaminacdo na fase de
estabelecimento in vitro, maior comprimento e numero de brota¢des de clones
hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora x C. torelliana. As
plantas sintetizam metabdlitos secundarios com acdo fungica (BORGES; AMORIM,
2020). Sayed et al. (2020) apresentaram em estudo que a planta Ceratonia siliqua L.
cultivada sob a luz branca acumulou a maior quantidade de flavondides comparado
a outras qualidades de luz.

Os resultados mostram nao ter havido interacdo entre tipo de luz e
concentracao de AIB para as variaveis taxa de enraizamento (p=0,81511), nUmero
de raizes (p=0,14086) e taxa de oxidacao (p=0,1126) analisadas (Tabela 2). Sob
o efeito da luz branca, independente da dose de AIB, as culturas de C. odorata
apresentaram valores médios superiores no numero de raizes (p=1,219e-05) em
relacdo aos demais tratamentos. Bello-Bello et al. (2016) encontraram resultados
semelhantes com os da presente pesquisa, em que as culturas submetidas a LEDs
branco induziram numero de raizes e comprimento de raizes superiores as luzes

azul, vermelha e rosa em Vanilla planifolia Andrews.
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Tabela 2 - Enraizamento in vitro de Cedrela odorata sob o efeito do tipo de luzes de

LEDs e concentra¢®es de acido indolbutirico (AIB), Lages, SC

Taxa de ; ; Comprimento de
Numero de raizes

. . Oxidacao (%)
Luz enraizamento (%) raizes (mm)

49pM 98uM  49puM 98pM  49pM 98pM  49pM 9,8 uM

Azul 40 aA 67 aA 2,7 bA 1,9 cA 10,4bA 5/1bB 90 aA 100 aA
Vermelho 50 aA 65 aA 3.3bA  4,5bcA 22,17aA 13,5aB 45 bA 75 aA
Rosa 55 aA 67 aA 42abA 48abA  21,2aA 11,2aB 55 bA 60 aA
Branco 73 aA 89 aA 5,7 aB 5,9 aA 12,7bA  13,0aA 13 cA 5 bA

~ Luz 0,04754 1,219e-05 2,2e-16 5,46e-15
p-valor: AIB 0,01872 0,06078 2,128e-13 0,1594
Luz x AIB 0,81511 0,14086 2,738e-06 0,1126

Fonte: Autores (2020)

Em que: Letras minuUsculas comparam luz dentro do fator AIB (comparacdo dentro das colunas),
enquanto letras maidsculas comparam AIB dentro de cada tipo de luz (comparacao dentro das linhas)
pelo teste Tukey (contrastes) e pelo GLM, respectivamente, a 5%.

O comprimento das raizes sob LEDs vermelho e rosa foram superiores sob a
dose 4,9 uM de AIB; os LEDs vermelho, rosa e branco, maiores utilizando 9,8 uM de
AIB (p=2,2e-16). Aiinteracdo luz x AIB mostraram diferenca no comprimento de raizes
(p=2,738e-06). O aumento de AIB (9,8 uM) sob exposicao a luz azul, vermelho e rosa
promoveu a diminui¢cdo no comprimento da raiz (p=2,128e-13) (Tabela 2). A luz LED
branco (p=5,46e-15) provocou 0s menores percentuais de oxidacdao em comparacao
aos outros tratamentos (Tabela 2). Segundo Souza et al. (2018), a luz de LED rosa
apresentou o menor percentual de oxidacao em relacdo a luz de escuro/lampada
fluorescente, lampada fluorescente e LEDs branco na fase de estabelecimento in
vitro de clones hibridos de Corymbia torelliana x C. citriodora e Corymbia citriodora
x C. torelliana. Souza et al. (2020) observaram na fase de introducdo in vitro que
clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla apresentaram os menores valores
de oxidagdao quando mantidos sob as luzes de LEDs branco, rosa e vermelho em

comparag¢ao com lampada fluorescente e LED azul.
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No entanto, o aumento da dose de AIB ndo induziu diferencas no numero
de raizes e taxa de oxidac¢ao (p=0,1594). O uso de AIB tem sido empregado na fase
de enraizamento da espécie Cedrela odorata. Os resultados de Rodriguez et al.
(2003), utilizando as concentracdes de 2,5; 4,9 e 7,4 uM de AIB no enraizamento
dessa espécie, ndo indicaram diferencas entre tratamentos. Contudo, Valverde-
Cerdas, Rojas-Vargas e Hine-Gémez (2008) testaram as doses de 4,9; 9,8 e 14,8 uyM
AIB no enraizamento de C. odorata, e observaram que a dose ideal foi de 9,8 uM AIB,
obtendo o maior nimero de raizes (6,5).

Apdés cinco semanas, as 50 plantas enraizadas usadas na aclimatizacdo
resultaram em 100% de sobrevivéncia. Os resultados deste estudo demonstram que a
baixa taxa de oxidacdo poderia favorecer o desenvolvimento da cultura (ALMEIDA et al.,
2020), como observado nas culturas mantidas sob luz de LED branco no experimento.
Fontes de radiacao luminosa danificam a parte aérea das plantas responsaveis pela
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2009; CIOC et al., 2018). Segundo Lazzarinietal. (2017), a luz
de LED branco é composta por diferentes cores, possuindo a luz verde que influencia
na abertura de estdmatos e afeta a acao da luz azul, além de apresentar menor

proporc¢ao de UV, sendo importantes para o desenvolvimento do vegetal.

4 CONCLUSAO

A micropropagac¢ao possibilita a conservacao de genotipos de interesse. As
condic¢des artificiais podem contribuir com a melhoria da permanéncia do material
vegetal e otimizar as fases de micropropagacao.

A luz LED branco favorece o comprimento de brotos e reduz a oxida¢dao das
culturas in vitro na fase de multiplicacao de Cedrela odorata.

Oaumentodaconcentracaode AlBndo promove efeito positivo no enraizamento.
Ja a luz LED branco promove formacdo de maior numero de raizes e menor taxa de
oxidac¢ao na fase de enraizamento da espécie.

Nesta pesquisa verificou-se que o tipo de luz influenciou a micropropagacao

durante as fases de multiplicacdo e de enraizamento in vitro de C. odorata.
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