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RESUMO

A cana-de-agucar esta entre as culturas mais importantes do Brasil, o qual é
protagonista na produgcdo mundial de bioetanol e agucar. Visando a necessidade de
obtencdo de mudas com qualidade superior, a micropropagag¢ao aparece como uma
técnica amplamente utilizada para atender a demanda do setor sucroalcooleiro. O
isolamento e a cultura de meristemas possibilitam a obteng&o de propagulos vegetais
com baixos indices de perdas por contaminacbes e a reproducido fiel de
caracteristicas genéticas da planta- mae. O uso de diferentes qualidades de lampadas
de diodo emissor de luz (LED) pode influenciar positivamente no cultivo in vitro de
diversas espécies vegetais. O objetivo deste trabalho foi o estabelecimento de um
protocolo de micropropagagao a partir do isolamento de meristemas para a variedade
RB855156 de cana-de-agucar sob a influéncia de diferentes qualidades de luz.
Auxiliando assim a produgdo de mudas sadias, através da andlise dos pigmentos
fotossintéticos e também o enraizamento e desenvolvimento associados a diferentes
concentragdes de regulador de crescimento (AIB) sob o efeito das diferentes
qualidades de luz. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Micropropagacgao da Universidade Federal do Parana (UFPR) com material vegetal
da variedade RB855156. Foram testadas no primeiro experimento na fase de
multiplicagdo dos meristemas diferentes qualidades de Iluz com intensidades
luminosas distintas (LEDs branco; LEDs vermelho; LEDs azul; LEDs verde e LEDs
amarelo) em meio MS suplementado com 0,1 mg L' de cinetina e 0,2 mg L' de
benzilaminopurina (BAP) acrescido com sacarose (30 g L'). Apds 31 dias foi avaliado
para o primeiro experimento a taxa de brotagdo. No segundo experimento, na fase de
enraizamento, foram testadas as mesmas qualidades de luz do primeiro experimento,
associadas com diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB) (0; 0,25; 0,50;
0,75 e 1 mg L™"). Apos 21 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: taxa de
brotagdo, comprimento de parte area (cm), comprimento da maior raiz (cm), massa
fresca e seca de raiz (g), massa fresca e massa seca de parte aérea (g), pigmentos
fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides). Para o primeiro
experimento, o uso da lampada LED amarela proporcionou um aumento na indugao
de brotagcbes em meio MS. Para os pigmentos fotossintéticos, clorofila total
apresentou teores mais elevados para lampadas LED branca, enquanto os
carotenoides foram significativos para lampadas LED branca e LED azul. O segundo
experimento apresentou interacdo dos fatores apenas para comprimento de parte
aérea, em LED amarela e LED azul, nas concentragdes de O mg L' e 0,50 mg L- ' de
AIB, e massa fresca de parte aérea com a LED amarela e LED branca, na auséncia
de AIB, bem como a lampada LED amarela. A massa fresca e seca de raiz foi superior
com o uso de lampadas LED amarela. O desempenho da lampada LED amarela foi
satisfatorio para o numero de brotagdes e massa seca de parte aérea. Os resultados
sugerem que a lampada LED amarela foi adequada para o crescimento e
desenvolvimento das plantas e torna-se uma opc¢ao de fonte de luz alternativa para a
micropropagacgao da variedade de cana-de- agucar RB855156.

Palavras-chave: Saccharum spp., luminosidade, meristema, acido indolbutirico.



ABSTRACT

Sugarcane is one of the most important crops in Brazil, which is a protagonist in the
world production of bioethanol and sugar. Aiming the necessity of seedlings with higher
quality, micropropagation appears as a widely used technique to attend sugar and
alcohol sector demand. Isolation and culture of meristems enable the obtainment of
plant propagules with low rates of contamination losses and a faithful reproduction of
genetic of the mother plant. The use of different qualities of light emitting diode (LED)
lamps can positively influence the in vitro cultivation of several plant species, as they
provide desirable characteristics for plant growth and development. In this context, this
work aimed to establish a micropropagation protocol for the sugarcane variety
RB855156 under the influence of different light qualities. Thus, helping the production
of healthy seedlings, through the analysis of photosynthetic pigments and also, rooting
and development associated with different concentrations of growth regulator (IBA)
and under the effect of different light qualities. The experiments were conducted at the
Micropropagation Laboratory of the Federal University of Parana (UFPR) with plant
material of variety RB855156. In the first experiment, in the multiplication stage,
different light qualities with different light intensities were tested (white LEDs; red LEDs;
blue LEDs; green LEDs and yellow LEDs) in MS 0.1 mg L of kinetin and 0.2 mg L
of benzylaminopurine (BAP) supplemented with sucrose (30 g L"). After 31 days, the
sprouting rate was evaluated for the first experiment. In the second experiment, at the
rooting stage, the same light qualities of the first experiment were tested, associated
with different concentrations of indolebutyric acid (IBA) (0; 0.25; 0.50; 0.75 and 1 mg
L-"). After 21 days, the following variables were evaluated: sprouting rate, length of
aerial part (cm), length of the longest root (cm), fresh mass and dry mass of root (g),
fresh mass and dry mass of aerial part (g), photosynthetic pigments (chlorophyll a,
chlorophyll b, total chlorophyll and carotenoids). For the first experiment, the use of the
yellow LED lamp provided an increase in shoot induction per explant in MS medium.
There were no statistical differences between treatments for the average number of
roots. For photosynthetic pigments, total chlorophyll had higher contents for white LED
lamps, while carotenoids were significant for white LED and blue LED lamps. The
second experiment showed factors interactions only for the aerial part length in yellow
and blue LED at concentrations of 0 mg L-' and 0.50 mg L' of IBA, and fresh mass of
aerial part yellow and white LED in the absence of IBA (0 mg L-'). The concentration
of 0.50 mg L' promoted the longest root length, as well as the yellow LED lamp. Fresh
and dry root mass was prominent when using yellow LED lamps. The performance of
the yellow LED lamp was satisfactory for number of shoots per explant and shoot dry
mass. The results suggest that the quality of light emitted by LEDs, mainly yellow LED
lamps, was adequate for plant growth and development and is an alternative and
alternative light source option for the micropropagation of the sugarcane variety
RB855156.

Keywords: Saccharum spp., luminosity, meristem, indole butyric acid.



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

® - Marca registrada

AlA - acido 3-indolaceético
AIB - acido indolbutirico
ANA - acido naftalenoacético
BAP - 6-benzilaminopurina
cm? - centimetro(s) cubico

cv. - cultivar(es)
chl a — clorofila a

chl b — clorofila b

g - grama(s)

g L' - grama(s) por litro

GA- giberelina

L - litro(s)

mg - miligrama(s)

mg L1 - miligrama(s) por litro

min - minuto(s)

mL - mililitro(s)

mm - milimetro(s)

mol.m2.s"! - mol(es) por metro quadrado por segundo
MS - Meio de cultura Murashige e Skoog (1962)
°C - grau(s) Celsius

MM - micromolar

umol.m=2.s™! - micromol(es) por metro quadrado por segundo
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1 INTRODUGAO GERAL

A cana-de-agucar esta entre as culturas mais importantes do Brasil, o qual é
protagonista na produgdo mundial desta commodity. Sdo mais de 10 milhdes de
hectares espalhados pelo pais, sendo o segundo produtor mundial a india (FAO,
2020). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento, a estimativa para a
produgéo de agucar no Brasil foi de 41,25 milhdes de toneladas na safra dos anos
2020/2021 (CONAB, 2020).

O sucesso de uma lavoura esta altamente associado ao estande inicial de
plantas, ou seja, € interessante que este estande apds o plantio apresente poucas
falhas nas linhas de plantio. A forma de propagacgao das lavouras de cana-de-agucar
em sua maioria € por toletes (parte do colmo que contém gemas) que em boas
condi¢cdes podem se desenvolver, mas caso contrario, podendo ser porta de entrada
para patégenos (PINTO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; JESUS et al., 2019;
NICCHIO et al., 2020).

O melhoramento genético da cana-de-agucar focou no desenvolvimento de
variedades que apresentem um alto rendimento de sacarose tanto para a produgao
de etanol quanto de acgucar (BARBOSA et al., 2015, CARNEIRO et al., 2015,
SILVEIRA et al., 2016). A variedade RB855156 resultou de um cruzamento biparental
(RB72454 x TUC71-7) e foi liberada no ano de 1995, sendo reconhecida por sua
precocidade na maturagao, além de apresentar 6tima brotagcao de soqueira e média
exigéncias de condigbes ambientais. Segundo a Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA), na safra 2017/18 em uma area
de cobertura de aproximadamente 5 milhdes de hectares, dentre as dez variedades
de cana-de-agucar mais cultivadas no Brasil, a variedade RB855156 teve participagao
de 5% em area cultivada, sendo uma das principais variedades para colheita no inicio
de safra no Centro Sul do Brasil (RIDESA, 2020).

Para a propagacgao da cana-de-agucar, a técnica de micropropagagao torna-se
uma valiosa ferramenta biotecnoldgica, pois é possivel produzir mudas sadias, livre
de doencas, em larga escala, em tempo e espacgo reduzidos (CIDADE et al., 2006;
PALU et al., 2011). A micropropagacéo, além da possibilidade de fornecer mudas

sadias para inicio do estande da lavoura, pode também promover o rejuvenescimento,
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mas isto se aplica melhor em espécies mais lenhosas e ndo cabe muito a espécies de
ciclo curtos com sucessivos subcultivos, associados ao uso de reguladores de
crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Um dos métodos mais viaveis para obter material sadio é a micropropagacéao a
partir de meristemas, em que sio cultivados apices caulinares extraidos da planta
mae. Cada apice contém uma cupula meristematica apical com células
indiferenciadas e isso faz com que haja pouca possibilidade de presenca de
patogenos. Além disso, reproduzem plantas fenotipicamente semelhantes a planta
mae (ALl et al., 2008; GEORGE et al., 2008; ALCANTARA et al., 2014).

O ambiente in vitro ideal para a execugao da técnica de micropropagagao so &
possivel se algumas condigdes estejam em conformidade para que a planta tenha boa
performance, entre as quais destaca-se o meio de cultura que sera a fonte nutritiva

para a planta, a temperatura adequada para sua manutencgao e a qualidade da luz.

A morfogénese das plantas cultivadas in vitro é altamente influenciada pela luz,
ou seja, o comprimento de onda especifico, a densidade do fluxo de fétons e o
fotoperiodo (LIAN et al., 2002). A fonte de iluminagdo mais comum usada no ambiente
da sala de crescimento dos laboratérios de micropropagagdo € a lampada
fluorescente branca - fria, porém mais recentemente vém sendo adotado o uso de
ldampadas LED (diodo emissor de luz) como fonte alternativa de luz por diversas

vantagens sobre o sistema convencional (FACANHA et al., 2018).

Essa tecnologia de iluminagdo com o uso de lampadas LED vem ganhando
espacgo no cultivo in vitro de varias espécies pois trazem como vantagens o controle
do espectro de luz emitido, baixo consumo de energia elétrica e sua maior
durabilidade. Além disso, devido as propriedades espectrais € possivel regular as
respostas morfogénicas in vitro como variagdes anatdomicas, morfolégicas e atributos
fisiolégicos como formacdo de brotos axilares, alongamento, rizogénese, alguns
aspectos da anatomia foliar e também, habilidades fotossintéticas (GUPTA &
JATOTHU, 2013; FACANHA et al., 2018).

E importante que sejam adotadas tecnologias que possam vir a ser eficazes na
micropropagacgao em relagdo a um desempenho satisfatério das mudas produzidas.
Respostas distintas dependendo do comprimento de onda que a planta recebe com o

uso das lampadas LED, associado aos reguladores de crescimento, possibilitam
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algumas respostas que poderao ser aplicadas na produ¢édo de mudas de cana-de-
agucar, dependendo do objetivo a ser alcangado e facilitando assim, o processo como
um todo, principalmente na obtencdo de um protocolo mais alinhado que possa ser

seguido na obtenc&do de mudas sadias.

Ainda ha pouca informacao sobre o desempenho da cana-de-agucar exposta a
diferentes fontes luminosas. Portanto, € importante que se avaliem os efeitos de
possiveis combinacdes de lampadas LEDs no porte das mudas, no numero de
brotacdes e em possiveis alteracbes morfologicas. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo estabelecimento de um protocolo de micropropagacéo por meio do
isolamento de meristemas para a variedade RB855156 de cana-de-acucar sob a
influéncia de diferentes qualidades de luz, e enraizamento e desenvolvimento dos

explantes associados a diferentes concentragdes de regulador de crescimento (AIB).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-acucar

E sabido que um dos principais entraves da cultura da cana-de-agucar s&o as
mudas que, em sua maioria, sao facilmente infectadas por agentes patoldgicos pois
no método convencional sua propagacgao é feita por colmos, o que facilita a entrada
de agentes patologicos (ALI, 2008). Para a propagagdo da cana-de-agucar a
micropropagagao apresenta valiosas ferramentas pois € possivel produzir mudas

sadias em larga escala, em tempo e espaco reduzidos (CIDADE et al., 2006).

A cultura de tecidos utilizando a cana-de-agucar teve inicio em 1964 por Nickell
que induziu raizes em calos. Mais tarde, em 1969, Barba & Nickell; Heinz & Mee
regeneraram plantas completas de cana-de-agucar a partir de calos. Varios outros
trabalhos surgiram nas décadas seguintes em diferentes campos de aplicagcédo da
cultura de tecidos (LEMOS, 2013).

Para que a demanda do setor sucroalcooleiro seja atendida €& necessario
otimizar a produgcdo de mudas, e para isso, a micropropagagdao com énfase no
isolamento e cultura de meristemas, pode potencializar a produ¢ado de mudas sadias

em um menor espaco de tempo (EMBRAPA, 2011).
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2.2 Micropropagacéao

A micropropagagao é uma alternativa para a producdo em larga escala de
plantas sadias e tem como base a teoria da totipoténcia em que células unicas sao
capazes de regenerar um organismo inteiro (DOGAN, 2019). Vem sendo muito
estudada e aplicada para varias espécies vegetais horticolas (abacaxi, morango e
banana), medicinais (ipeca e espinheira santa) e estudos estdo sendo realizados em
espécies florestais (pinus e eucalipto) (CARVALHO, SILVA & MEDEIRQOS, 2006).

A micropropagacao busca fidelidade clonal por meio de suas técnicas. Por ser
um processo assexuado, envolvendo divisdes mitéticas as quais, teoricamente, nao
causariam qualquer variagao genética (OLIVEIRA, 2012; FRANCO, 2013), porém é
comum observar que algumas caracteristicas morfolégicas distintas da planta méae,
surgem no novo explante, em especial quando o numero de repicagens € excessivo,
ou quando elas passam pela fase de calo. Os disturbios que ocorrem no processo de
divisdo mitética sdo ocasionados, muitas vezes, pelo estresse da técnica de
micropropagagao e sao denominadas variagdes somaclonais (CANCADO et al.,
2009).

Em sua maioria, o explante mais comum a ser utilizado para o estabelecimento
da cultura in vitro séo tecidos contendo gemas vegetativas das plantas, as quais séao
inoculadas em frascos que ficam em prateleiras com iluminagao artificial, com

fotoperiodo e temperatura ambos controlados (CASTILLO et al., 2004).

Murashige, na década de 70, langou o conceito de estagios de desenvolvimento
no processo de propagacao in vitro, o qual se divide em: |) selecao de explantes,
desinfestacéo e cultura de meio nutritivo sob condigbes assépticas; II) multiplicagéo
dos propagulos por sucessivas subculturas em meio préprio para multiplicacao; Ill)
transferéncias das partes aéreas para meio de enraizamento e posterior aclimatizacao
(TORRES et al., 1998). Este esquema nao precisa necessariamente ser seguido, pois
com o passar do tempo ocorreram otimizacdes e alteracdes, de acordo com as
culturas estudadas (GAURAV et al., 2018).

Para o explante se manter vivo durante seu desenvolvimento é necessaria uma
fonte externa nutricional de sais minerais, vitaminas, reguladores de crescimento,

agucar, agua e agar (podendo ou néo estar presente). A composi¢gao do meio de
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cultura vai depender da espécie vegetal e da finalidade do processo de
micropropagacao (CASTILLO et al., 2004).

A etapa de enraizamento € de grande importéncia para plantas que sao
conduzidas em condi¢gdes in vitro, porém, € uma etapa delicada, e seu sucesso

determinara a sobrevivéncia das mudas na aclimatizacdo (ROCHA et al., 2008).

No processo de enraizamento in vitro as raizes sao induzidas em meio de
cultura sob condicbes de laboratério e, posteriormente, sdo transplantadas para
substratos e acondicionadas em casa de vegetagao para aclimatizagéo (OLIVEIRA et
al., 2013). O enraizamento in vitro é caracterizado pela indugéo de raizes adventicias
em explantes com brotagdes alongadas, a partir de gemas que estejam na fase de
multiplicagdo/alongamento com o objetivo de obtencao de plantas completas, para
que posteriormente, possa ocorrer o transplante e aclimatizagcdo das plantas sob
condicoes ex vitro (MANTOVANI et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

A formacao de raizes € um processo anatémico e fisiolégico complexo. Alguns
aspectos do mecanismo de agao do enraizamento variam de acordo com a especie e
também do gendtipo (ZHANG et al., 2016). A competéncia ao enraizamento € uma
caracteristica essencial, pois mesmo que todas as condigdes in vitro sejam idealmente
manipuladas, se a competéncia do material ndo esta presente, as respostas aos sinais

promotores de raizes ndo ocorrem e o enraizamento falha (COSTA et al., 2013).

A utilizagdo de um meio de cultura nutritivo com reguladores de crescimento,
propicia a indugao de raizes in vitro. Por meio desses reguladores é possivel favorecer
o0 adequado balango hormonal através da aplicagdo exdgena de auxinas, que
conseguem controlar fatores que podem interferir no desenvolvimento radicular, como

a questao da competéncia celular (LEITZKE et al., 2009).

Os estudos sobre enraizamento comegaram a ter avangos a partir do ano de
1928 ao ser identificado o primeiro fitohormonio de ocorréncia natural a auxina acido
3-indolacético (AlA). Posteriormente as auxinas sintéticas analogas ao AlA, como o
acido indolbutirico (AIB) e acido naftaleno-acético (ANA) foram recomendadas como
fitorreguladores de enraizamento (SOUZA & PEREIRA, 2007). Geralmente sdo
utilizados reguladores de crescimento, como as auxinas sintéticas e dentre elas, a

mais comum € o acido indolbutirico, pois apresenta baixa fitotoxicidade aos explantes
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e proporciona resultados positivos ao enraizamento in vitro (AGIELLO-KUBIEC et al.,
2021).

Em nivel celular as auxinas controlam processos basicos como divisao celular
e alongamento celular. Uma vez que sao capazes de iniciar a divisao celular, estao
envolvidas na formagao de meristemas que dao origem a tecidos diferenciados ou néo
diferenciados (GEORGE et al., 2007). O aumento da formacgao de primordios radiciais
€ capacidade que somente as auxinas conseguem promover, principalmente em
tecidos que apresentam predisposicdo para o enraizamento (HAISSIG, 1972,
HARTMANN, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2017).

E importante levar em consideracdo que as auxinas interagem com outros
fitohormbnios, e essa complexa rede de interacdo pode vir a controlar também o
desenvolvimento da raiz (BELLINI et al., 2014; PACURAR et al., 2014; PARK et al.,
2017). O bom desempenho do enraizamento em relagao a diferentes auxinas também
€ afetada pela quantidade de auxinas enddgenas, a quantidade de auxina livre que
esta exposta as células competentes, e a afinidade dos receptores de auxina
envolvidos na resposta do enraizamento (KOETLE et al., 2010; PARK et al., 2017).

A sintese de auxinas ocorre em locais que apresentam crescimento ativo como
€ o caso do meristema apical do caule, gemas laterais e axilares, folhas jovens e em
meristemas das raizes (TAIZ; ZEIGER,2017). Ao utilizar auxinas na micropropagagao
€ possivel maior velocidade, qualidade e uniformidade de enraizamento (HARTMANN,
2002).

Em cana-de acgucar as auxinas mais utilizadas na micropropagag¢ao para
indugao do enraizamento sado: AIB (CHENGALRAYAN & GALLO-MEAGHER, 2001;
SINGH et al., 2003; KHAN et al., 2006; LIMA et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2013;
ALCANTARA et al., 2014) e o ANA (ALl et al., 2008; FERREIRA et al., 2016).

2.3 Cultura de Meristemas

Os meristemas sao os centros de crescimento das plantas que estao
localizados nas pontas de novos brotos e folhas. A micropropagagéo por meio de
meristemas é um dos métodos mais viaveis para obter material sadio por apresentar
células indiferenciadas e com auséncia de patdgenos. Além disso, reproduzem

plantas geneticamente idénticas a planta mae, minimizam a incidéncia de variagao
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somaclonal por ndo passarem pela fase de calo durante o seu desenvolvimento, e
garantem produgao de um numero elevado de mudas perdurando por todo o ano (ALI
et al., 2008; ALCANTARA et al., 2014).

Para a producdo de materiais de propagacao axénicos e geneticamente
estaveis, a cultura de meristema é uma opgao mas é um processo complexo e que é
afetado por fatores endégenos da planta como os fitohormonios e o gendétipo da planta
matriz e fatores externos como composi¢cao do meio de cultura e reguladores de
crescimento (SISAY et al., 2020).

A técnica de extracdo de tecidos meristematicos € promissora pois consegue
eliminar bactérias patogénicas, fungos e virus transportados por plantas adultas, mas
a oxidacgao tecidual destes meristemas durante o processo de estabelecimento in vitro
pode ocorrer, a qual € causada pela polifenol oxidase, uma enzima ativada em casos
de estresses causados a planta. O tecido vegetal pode vir a ficar marrom ou preto,
causando inibigdes enzimaticas no corpo da planta e pode matar os explantes

tornando-se um entrave para a técnica (SASAY et al., 2020).

Ha maneiras de controle de oxidagado por meio do modificagdes ambientais de
cultivo, manejo dos explantes e principalmente pela adigdo de antioxidantes ao meio
de cultura, e assim, torna-se uma das técnicas mais confiaveis de micropropagag¢ao
de plantas (WANG et al., 1991; HUSAIN et al., 2009).

O material vegetal que dara origem aos futuros explantes precisa ser
desinfectado antes de ser estabelecido in vitro pois vem do ambiente externo e com
isso, pode estar infectado de alguma forma. Portanto, é necessario que seja feita a
limpeza desses materiais por meio de agua corrente associado ao uso de algumas
substancias quimicas (etanol, hipoclorito de sodio, cloreto de mercurio, etc.). A
utilizacdo de radiac&o ultravioleta também & usada como técnica de esterilizagao,
tanto para o explante (5 minutos), quanto para a superficie de trabalho (10 minutos)
(GUPTA et al., 2020).

O desenvolvimento de protocolos eficientes para a produgao de mudas sadias,
principalmente para a cultura da cana-de-agucar, vem ganhando espago nas
pesquisas. Salokhe (2021) estabeleceu um protocolo de ciclo completo para a

variedade ‘Co 86032’ provenientes de cultura de meristemas. Esse protocolo pode ser
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utilizado para a multiplicagdo em maior escala das variedades recém langadas para

que os produtores tenham acesso facilitado em um curto espacgo de tempo.

Com a obtengao de um protocolo otimizado para a variedade ‘C86-165’ a partir
de meristema apical, Redae et al. (2018) mostraram que para a cultura da cana-de-
agucar a propagacado de mudas via meristema apical € uma das alternativas mais
promissoras, tanto para se obter materiais vegetais em quantidade adequada para

plantio, como a questdo de mudas de alta qualidade fitossanitaria.

Para multiplicar gendtipos de qualidade com o intuito de suplementar a
propagacao convencional, Naik et al. (2018) testaram quatro variedades de cana-de-
acucar usando diferentes fontes de explantes, entre eles meristema apical, e
constataram que a técnica de cultura de meristemas apresentou bons resultados para

trés das quatro variedades testadas.

2.4 Fatores que afetam a micropropagacao

Para o sucesso da propagacao in vitro, alguns fatores tém grande influéncia
tais como a temperatura, fotoperiodo, umidade relativa, intensidade luminosa,
genotipo, meio de cultura, tipo de explante, concentragcdo de reguladores vegetais,
assepsia utilizada e habilidade do operador (PASA et al., 2012; FERREIRA et al.,
2017).

O estado fisiolégico da planta matriz, de onde s&o retirados os explantes
iniciais, influencia diretamente no comportamento das culturas estabelecidas in vitro.
Plantas bem nutridas, sem sintomas de deficiéncias nutricionais ou hidricas, em geral,
conseguem propiciar melhores explantes. Além disso, os tipos de explantes como
folha, peciolo, hipocdtilo, epicétilo, embrido, sementes, explantes de raiz afetam de
diferentes maneiras o processo de cultura de micropropagacgao. Isto pode ser devido
aos diferentes niveis de hormdnios vegetais enddgenos que estdo presentes nas
partes das plantas. Para fins de regeneracao, o explante mais comumente utilizado é

a folha, devido sua maior area de superficie disponivel (NITISH et al., 2011).

O gendtipo também se torna um dos fatores que influencia diretamente no
processo de micropropagacgao. O efeito genotipico na regeneracgao e no alongamento
dos explantes ja foi descrito em muitas espécies, e isso pode estar atrelado, em parte,

aos diferentes niveis de hormonios endégenos (KUMAR et al., 2010).
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O meio de cultura que é usado pelos explantes em sua manutencao é capaz
de fornecer substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e norteiam em
grande parte o padrao de desenvolvimento in vitro. Estes meios nutritivos tém como
base as exigéncias das plantas em relagdo aos nutrientes minerais, pois a ideia é
complementar as substancias biossintetizadas pelas células, entdo, alguns
compostos organicos sao adicionados para suprirem as caréncias metabdlicas,
energéticas e estruturais das células. Portanto s&o adicionados a este meio macro e
micro nutrientes, sacarose, reguladores de crescimento, vitaminas, agente
solidificante e entre outros (VILLA et al., 2010).

Os meios de cultura podem ser liquidos ou sélidos, dependendo da exigéncia
da cultura. Os meios liquidos sao mais facies de preparar e tornam-se mais baratos
do que os sélidos (GUPTA et al., 2020). O meio de cultura escolhido deve atender as
premissas basicas da espécie que sera usada, e por isso, alguns protocolos foram
estabelecidos com particularidades, entre eles o meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) que € um dos mais usados na micropropagacao de plantas (CALDAS et al.,
1998; CHAVES et al., 2005).

As plantas propagadas in vitro ndo desenvolvem capacidade fotoautotrofica
pois no meio de cultura ha a presenca de uma fonte externa de carbono, a sacarose,
geralmente na concentragédo ente 20 e 30 g L', podendo variar conforme o estagio de
micropropagacgao (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Durante o processo in vitro
essa fonte de carbono torna-se essencial pois fornece energia para que as funcgdes
metabdlicas da planta possam ocorrer, além disso, € relativamente barata,
prontamente disponivel e assimilado pelas plantas e parcialmente estavel para a
autoclavagem, mas outros carboidratos podem ser usados como glicose, maltose e
galactose (SILVA et. al., 2020).

Por ser um agucar menos reativo do que outros agucares redutores, é
altamente translocavel, torna-se eficiente para seu uso em cultura de tecidos. As
concentracdes de sacarose usadas no meio de cultura tém efeitos na multiplicacéo e
no crescimento dos explantes, e em concentracbes muito elevadas, podendo levar a
problemas de potencial osmaético excessivo e em concentragdes muito baixas, o que
pode acarretar no aparecimento de clorose nas folhas (CARVALHO et al., 2013;
LEMES et al., 2016).
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Associado também ao meio de cultura em que os explantes vao se estabelecer,
o uso de reguladores de crescimento vegetal € uma pratica comum. Sdo compostos
organicos que sao sintetizados pelas plantas e influenciam diretamente no

crescimento e desenvolvimento do explante in vitro (GUPTA et al., 2020).

Os efeitos dos reguladores de crescimento dependem da sua concentragao,
periodo que os explantes sdo expostos e a espécie que esta sendo estudada.
Explantes submetidos a multiplas subculturas e associados ao uso de reguladores de
crescimento por um longo periodo, tendem a sofrer variagdo somaclonal indesejadas
(BAIRU et al., 2006, SAKHANOKHO et al., 2021).

Fatores fisicos também influenciam no processo de micropropagagéo como as
condicdes da sala de crescimento onde estes explantes serao mantidos, a luz, que se
torna essencial pois regula processos de fotossintese, fototropismo e morfogénese.
Para o crescimento in vitro o comprimento de onda, a densidade de fluxo de fétons e
o fotoperiodo influenciam diretamente no desenvolvimento do explante. A temperatura
também é importante, onde a faixa mais utilizada tem estado entre 20°C e 27°C,
podendo variar em maiores amplitudes, dependendo do gendtipo estudado (GUPTA
et al., 2020).

A alta umidade relativa do ar e a concentragcdo de CO2 dentro de um ambiente
fechado (devido a redugdo das trocas gasosas) podem influenciar os aspectos
anatébmicos, fisiologicos e caracteristicas morfolégicas da planta e pode também

resultar em perdas durante a aclimatagao (KITAYA et al., 2005).

Plantas propagadas in vitro, geralmente, mostram caracteristicas, como
brotacdes pouco desenvolvidas, cera epicuticular e cuticular, tecidos com baixa
resisténcia mecanica, maior teor de agua, estdbmatos nao funcionais e folhas
pequenas e finas com menos tricomas e baixa atividade fotoautotrofica (XIAO et al.,
2011; KOZAI & KUBOTA et al., 2012).

Para que os organismos se desenvolvam e os processos fisioldgicos possam
ser realizados, informagdes provenientes do ambiente precisam ser processadas, pois
as plantas percebem e respondem a estimulos externos. Dentre os fatores do
ambiente que afetam os processos bioldgicos dos vegetais pode-se citar o espectro

eletromagnético (luz) que interfere no tamanho, numero de 6érgaos, germinacgao,



23

determinagao do habito de crescimento e florescimento (MORELLI & RUBERT]I, 2000;
CARVALHO et al., 2011).

Portanto, o sucesso de um sistema de micropropagacéo depende do controle
de alguns fatores pois cada espécie apresenta caracteristicas particulares e com isso,
as necessidades para seu cultivo in vitro tornam-se unicas. Portanto, o conhecimento
do controle desses fatores facilita 0 uso da técnica micropropagacao. Esta técnica é
usada cada vez mais para fins comerciais, com diferentes finalidades como a
conservagao de germoplasma, eliminagdo de patégenos, melhoramento genéticos e
producao de metabdlitos secundarios (NITISH et al., 2011; CARDOSO et al., 2018).

2.5 Qualidade Espectral

As respostas das plantas sao desencadeadas por mudancgas na intensidade da
luz, qualidade, direcdo e duragao e sao regidos e conduzidos pelos fotorreceptores
especializados (KAMI et al., 2010). Proteinas fotorreceptoras tem um pequeno cofator
ou molécula croméforo que Ihes permite perceber e responder a comprimentos de

onda especificos de luz ao longo de um espectro continuo (BURGIE et al., 2014).

Um determinado comprimento de onda pode promover a indugao de processos
e, assim, alterar a expresséo génica e os processos de desenvolvimento em plantas
(SHIMIZU-SATO et al., 2002; LIU et al., 2011). Além disso, o comprimento de onda
pode influenciar na acumulagao ou esgotamento de certos pigmentos. Por exemplo,
LEDs azuis induzem ao acumulo dos maiores conteudos clorofilas nas folhas,
enquanto LEDs vermelhos inibem o acumulo de clorofila (HUNG et al., 2016). Além
das alteragdes genéticas diretas na planta, a luz influencia a epigenética das plantas
e pode, consequentemente, induzir modificagdes fenotipicas por meio da regulagao
da expresséao génica (TATRA et al., 2000).

A morfogénese das plantas €& governada principalmente pelos atributos
espectrais associados a capacidade de correspondéncia da planta para os diferentes
tipos de fotorreceptores. O sistema fisiolégico da planta € governado por vias e uma
delas € a via de transdugao que dentro do sistema da planta € recebida e transmitida
aos fitocromos sensiveis a luz vermelha/vermelha extrema e os criptocromos que sao

sensiveis a luz azul e as fitotropinas. Interagdes entre os fotorreceptores vermelhos e
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azuis favorecem a percepgao e a resposta as condi¢cdes de luz ambiente (FRANKLIN
& WHITELAM, 2004).

A taxa fotossintética no ambiente in vitro é considerada minima e o fototropismo
nao é relevante nessas condigdes, entao, a fotomorfogénese € considera essencial
nas respostas morfofisiolégicas do vegetal. A qualidade de luz, seja pelo comprimento
de onda, densidade de fluxo ou fotoperiodo, é essencial ao desempenhar o papel
central na morfogénese, no crescimento e na diferenciacdo das células vegetais
(GEORGE et al., 1993).

As respostas das plantas é feita através de quatro classes de fotorreceptores:
os fitocromos, que absorvem predominantemente o comprimento de onda vermelho
(650 nm-680 nm) e vermelho extremo (VE, 710 nm-740 nm) e absorvem também azul
(425 nm-490 nm); os criptocromos, com picos maximos de absor¢éo no azul (425 nm-
490 nm) e na banda do UVA (320 nm-400 nm); os fotorreceptores de luz na banda do
UVB — ultravioleta B (280 nm-320 nm); e as fotoprinas, que absorvem principalmente
luz azul (400 nm-500 nm) (KERBAUY, 2008; FACANHA et al., 2018).

O sucesso da regeneragao in vitro de plantas esta atrelado a eficiéncia dos
fétons das fontes de luz fornecidos artificialmente. Os LEDs sao fontes ideais que
fornecem os atributos espectrais necessarios para estimular respostas organogénicas
e embriogénicas. O processo de iluminagdo com LEDs pode propiciar o6tima
produtividade in vitro pois influencia diretamente a morfogénese e o metabolismo da
planta (MASSA et al., 2008).

A qualidade de luz se destaca como uma ferramenta tecnoldgica para melhorar
a propagacao in vitro de plantas, quando relacionada a auxiliar o crescimento e
desenvolvimento das vitroplantas, pela questdo da luz ser capaz de induzir aumento
no numero de brotos axilares a partir de meristemas apicais; além de relatos em que
o espectro vermelho pode aumentar o incremento das dimensdes caulinares (MULEO
et al., 2001).

Em condi¢des in vitro, alguns estudos vém sendo executados com varias
espécies buscando compreender o efeito da qualidade da luz no crescimento e
desenvolvimento dos tecidos, e estes tem demonstrado que a variagdo no espectro

de luz pode influenciar no papel de eficiéncia dos fitorreguladores adicionados ao meio
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de cultura, bem como o balango hormonal nos tecidos dos explantes (CAMARGO et
al., 2015).

As salas de crescimento dos laboratérios de micropropagacéo geralmente
usam a lampada fluorescente branca-fria que tem espectros de emissao fixos
compostos de muitas bandas no intervalo de crescimento de onda de 320 nm a 800
nm, mas sem a possibilidade de variacao nos parametros de iluminacao (espectros e
intervalos de tempo) (KURILCIK et al., 2008). A luz LED branca (460 nm-560 nm) vem
sendo uma opg¢ao, pois apresenta maior proporcdo de luz azul e verde, e menor
proporcao de UV no espectro de absorcao e relacdo vermelha: vermelho-distante, o
que € bem menor em comparagao as lampadas fluorescentes (FRASZCZAK et al.,
2014).

O sistema de iluminacédo de LED (diodo emissor de luz) vem como uma
alternativa e esta sendo adotado pelos laboratorios de pesquisa e produgéo, como
fonte de luz para a cultura de tecidos pois, apresenta vantagens em relagao ao sistema
convencional (luz branca-fria), principalmente no que se refere a economia de energia
elétrica, baixa geracéo de calor, alta eficiéncia de luz, longo periodo de vida util e
especificidade no comprimento de onda (LI et al., 2010; ROCHA et al., 2010).

A utilizacdo dos LEDs na propagacéao in vitro foi avaliada nos cultivos de
orquidea (Cymbidium sp.) (HUAN et al., 2004), morango (Fragaria vesca L.) (ROCHA
et al., 2010) e crisantemo (Chrysanthemum) (KIM et al., 2004), no qual os resultados
foram expressivos na qualidade da muda produzida e na maior eficiéncia no processo

produtivo.

Ainda ha pouca informacao sobre o desempenho da cana-de-agucar exposta a
diferentes diodos emissores de luz. Portanto, é importante que se avaliem os efeitos
de possiveis combinag¢des de lampadas LED no porte das mudas, no numero de
brotacdes e em possiveis alteracbes morfolégicas. Alguns estudos ja tiveram inicio
como Maluta et al. (2013), que constataram que ao usar a combinacgao de lampadas
LED 100% vermelha e 100% azul o numero médio de brotacbes em cana-de-agucar
variedade CTCOQ7 foi maior. Observaram também que os tratamentos com Iampadas
LED 100% vermelha resultaram no desmanche das bandas dos tilacoides, o que os
deixou soltos e de forma enovelada dentro do cloroplasto. Este desmanche de bandas

aconteceu porque a intensidade de luz excedeu a capacidade fotossintética da planta,
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e estes tratamentos ainda se mostraram inferiores na quantificacéo de clorofilas a e

b, porém foram verificados maiores de clorofilas a em ldmpadas LED 100% azul.

Rocha et al. (2010) constataram que em morangueiro variedade ‘Saborosa’, o
maior numero de brotacdes foi no uso de lampadas LED azuis, vermelhas e verdes
do que sob lampadas fluorescentes brancas e Growlux. Maluta et al. (2013) afirma
que ocorreu menor emissao de brotagbes em cana-de-agucar com o uso de lampadas
LED azuis. Os mesmos autores afirmam ainda que os menores comprimentos foram
encontrados com maior incidéncia de ldampadas LED vermelha, ou seja, houve uma
menor competicao pela luz nesses tratamentos, portanto se obtém mudas com porte
menor com o uso desta iluminagdo o que resulta maior produtividade no sistema in

vitro.

Ao avaliarem qual seria a concentragcao adequada de meio de crescimento para
micropropagacao de cana-de-agucar variedade RB872552 sob o uso de diodos
emissores de luz (LEDs) com diferentes concentragdes de luz (azul, vermelha e verde;
Growlux e lampadas fluorescentes brancas), Rocha et al. (2013) constataram que
LEDs vermelhos forneceram uma taxa de multiplicagado significativamente alta com
8,5 brotos por subcultura e também o maior comprimento de gemas (33,3 mm)
juntamente com a melhor aclimatizagéo das plantulas. J4 o desempenho inferior foi

observado para plantulas cultivadas sob LEDs verdes.

Quando estudaram os efeitos de diferentes tratamentos de qualidade da
lampadas LED sobre o crescimento e multiplicacdo in vitro de cana-de-agucar
(RB867515) expostas a cinco tratamentos de luz: trés combinagbes de LEDs
azul/vermelha (70:30, 50:50, 30:70), LEDs branca e lampadas fluorescentes, Silva et
al. (2016), perceberam que entre os tratamentos de luz de lampadas LED, a
combinacado azul/vermelha na proporgao 50:50 apresentou os melhores resultados
para variaveis como altura, massa fresca, numero de folhas e multiplicagao de brotos.
Os mesmos autores confirmam ainda que o teor de carotendides das folhas de cana-
de-acucar foi maior sob tratamento com lampadas LED branca e em todas as

combinacgdes de LED azul + vermelha.

Samuoliené et al. (2017) constataram alguns resultados similares ao
investigarem o desempenho de outras culturas (mostarda, beterraba e salsa) sob o

uso de ldampadas LEDs, com comprimento de onda vermelha curta + vermelha longa
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suplementado com diferentes intensidades de LEDs azul, exibiram aumento de varios
carotendides (a e B-caroteno, luteina, zeaxantina, neoxantina, violaxantina) clorofilas

(a e b) e tocoferol.

O uso de LEDs vem a ser uma alternativa promissora para a producao de
mudas tanto em ambiente in vitro quanto em condigbes externas, em grande escala,
principalmente na questdo de restricdes ambientais, como mudangas climaticas e
reducdo de terras cultivadas. Além de compreender quais comprimentos de ondas
seriam ideais para mais espécies de plantas, tanto no seu desenvolvimento quanto na
producdo de fotoquimicos. Fornecer informacdes em relagdo ao melhor uso de
combinagdes, tanto para pesquisadores como para empresas de biotecnologia torna-

se uma forte demanda de pesquisas (BANTIS et al., 2018).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagao, origem do material e assepsia

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagacao de
Plantas, Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade do Setor de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana, no periodo de 2019/2020.

Mini toletes de cana-de-agucar variedade RB855156 com oito meses de
idade, cedidos pela RIDESA, foram plantados em bandejas plasticas furadas
contendo substrato Plantmax® e mantidos em casa de vegetagao com temperatura
média 28°C * 2°C, irrigacdo manual diaria, por dez dias (FIGURA 1A). Depois de
brotados (comprimento médio de 20 cm) retirou-se palmitos de aproximadamente
cinco centimetros de comprimento (FIGURA 1B). Os palmitos foram desinfestados,
em camara de fluxo laminar com alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2%
por 20 minutos e entdo enxaguados (trés vezes) com agua deionizada esterilizada.
Depois de esterilizados, um a um os palmitos eram colocados em placas de Petri
(90 x15 mm) contendo cisteina autoclavada (50 mg L") e com auxilio de um
estéreomicroscopio as folhas mais externas foram retiradas e o meristema isolado

(tamanho aproximado de 1 mm) de acordo com a metodologia descrita por Alcantara
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et al. (2014). Este procedimento foi realizado semanalmente durante quatro meses
até a obtengao dos primeiros explantes (FIGURA 1C).

Os meristemas extraidos foram mantidos em meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) semissolido suplementado com 6 g L' de agar, 0,1 mg L' de
cinetina, 0,2 mg L' de BAP e 30 g L' de sacarose por 45 dias (FIGURA 1D). O pH

foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.

FIGURA 1- ETAPAS EXECUTADAS COM A VARIEDADE RB855156 DE CANA-DE-ACUCAR. A)
BROTAGCAO NA CASA DE VEGETAGCAO POR 15 DIAS; B) PRIMEIRAS FOLHAS EXPANDIDAS,
PONTO DE CORTE DOS PALMITOS; C) EXTRAGAO DOS MERISTEMAS COM AUXILIO DE LUPA
NO LABORATORIO; D) PRIMEIROS EXPLANTES COM SUCESSO APOS 90 DIAS NO PROCESSO
DE EXTRAGAO DE MERISTEMAS.

3.2 Multiplicacéo das brotacdes

Os explantes foram mantidos através da repicagem do material vegetal e troca
do meio de cultura e estavam no oitavo subcultivo. Os explantes foram padronizados
para o experimento, apresentando trés brotagcdes cada e 4 cm de comprimento
(FIGURA 2).

Para avaliar as multiplicacdes das brotagdes dos meristemas utilizou-se meio
de cultura MS liquido suplementado com 0,1 mg L' de cinetina, 0,2 mg L-' de BAP e
sacarose (30 g L"). O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Utilizou-se 30

ml de meio em frascos de 200 ml de volume.
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O material foi mantido por 40 dias em sala de crescimento a 25 + 2°C sob
diferentes qualidades de luz, com intensidades luminosas distintas (LEDs branco;

LEDs vermelho; LEDs azul; LEDs verde e LEDs amarelo) com fotoperiodo de 16 h.

A intensidade luminosa das |lampadas LED utilizadas no presente estudo
segundo medidas aproximadas calculadas por Sharakshane (2018) foram: LED
branca 25,38 umol.m?2.s"!; LED vermelha 0,489 umol.m=2.s"'; LED azul 23,33 ymol.m"

25" LED amarela 19,17 ymol.m?2.s™"e LED verde 16,31 ymol.m=2.s™.

A cada dez dias foi avaliado a taxa de brotacdo por unidade experimental
(frasco) para analisar o total de brotagdes apds o periodo de 31 dias. Para cada um
dos tratamentos foram feitas seis repeticobes com quatro explantes cada. O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Apos 37 dias foram retiradas amostras para analises de pigmentos
fotossintéticos clorofila a e b, clorofilas totais (a + b) e carotenoides. Foi utilizada a
metodologia adaptada de Santos et al. (2008), em que foi cortado e pesado 0,800 g
de material foliar dos explantes e incubado em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO)
saturado com carbonato de calcio (CaCOs), permanecendo em tubos de ensaio de
vidro (13x100 mm) cobertos por aluminio e mantidos no escuro por 48 horas
(FIGURA 3A; 3B; 3C). Apos este periodo, determinou-se a absorbancia das
amostras em espectrofotometro Bel Photonics ® SP1105 utilizando cubeta de
quartzo de 10 mm de caminho 6tico (FIGURA 3D; 3E). Os comprimentos de ondas
e as equacdes para o calculo das concentragdes de clorofilas a, b, clorofilas totais e

carotenoides seguiram a metodologia descrita por Wellburn (1994) (FIGURA 3F).
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FIGURA 2- EXPLANTES DA VARIEDADE RB855156 INCIALMENTE COM TRES BROTAGCOES
USADOS NO EXPERIMENTO INICIAL EM MEIO MS ACRESCIDO COM 30 g L -' DE SACAROSE E
0,1 mg L' DE CINETINA E 0,2 mg L-' DE BAP E SUBMETIDOS A DIFERENTES LAMPADAS LEDS
COM SUAS RESPECTIVAS INTENSIDADES LUMINOSAS (FONTE: ZANATTA,2021).

LED branca LED vermelha LED verde LED azul LED amarela

o b ] o 0

DIA1

| ¥ | % |

1lmm 10 mm 10mm
— AL 1w mm
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B
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- —

25,38 pmol.m-2.8* 0,489 pmol.m2.8" 23,33 pmol.m- 2,8 18,17 pmol.m-2.5 16,31 pmol.m2.5-

FIGURA 3- ANALISE DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS. A) MATERIAL VEGETAL IMERSO EM
DMSO; B, C) ALIQUOTA EXTRAIDA DO MATERIAL VEGETAL; D, E) ESPECTOFOTOMETRO
SPECORD 50 PLUS; F) SOFTWARE RESPONSAVEL PELA MENSURAGCAO DOS PIGMENTOS
FOTOSSINTETICOS (WINASPECT PLUS) (FONTE: ZANATTA,2021).
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3.3 Enraizamento das plantulas

As plantas utilizadas para o enraizamento estavam no nono subcultivo e foram
colocadas por 15 dias em meio MS % for¢a para neutralizar os efeitos do meio de
cultura em que estavam. Em seguida, foram testadas cinco concentracbes de AlIB

(acido 3- indolbutirico) combinados com cinco diferentes qualidades de luz.

Os explantes foram mantidos em meio de cultura MS liquido com 30 g L' de

sacarose, com diferentes concentracdes de AIB e pH 5,8 antes da autoclavagem.

Os tratamentos foram: T1: testemunha, sem adigdo de ; T2: 0,25 mg L' AIB; Ts:
0,5 mg L' AIB; T4: 0,75 mg L' AIB; e Ts: 1 mg L' AIB) combinados com diferentes
qualidades de luz, com intensidades luminosas distintas (LEDs branco; LEDs
vermelho; LEDs azul; LEDs verde e LEDs amarelo) com fotoperiodo 16 h luz em sala

de crescimento a 25 + 2° C.

O delineamento utilizado foi um arranjo bifatorial, considerando as
concentragdes de AIB e as diferentes qualidades de luz. Cada tratamento apresentou
cinco repeticdes, com quatro explantes por frasco, o explante foi padronizado, com
trés brotagdes e 4 cm de comprimento (FIGURA 4). Apéds 21 dias de subcultivo, foi
avaliado o comprimento de maior raiz (cm), a massa seca e fresca (g) das raizes,
comprimento de parte aérea (cm), massa fresca e seca de parte aérea (g), numero de
brotacdes por explantes. Para a determinacédo do peso seco o material foi mantido em
estufa de circulagao de ar por 48 horas a 65°C.

FIGURA 4- EXPLANTE INICIAL DE QANA-DE-AQUCAR, VARIEDADE RB855156 UTILIZADO NOS
EXPERIMENTOS DE MULTIPLICAGCAO E ENRAIZAMENTO (FONTE: ZANATTA,2021).

A

10 mm
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3.4 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizados. Os dados foram submetidos ao teste de Barlett e analisados pela
analise de variancia quando homogéneas. As médias foram avaliadas pelo teste de

Tukey. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software RStudio.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Multiplicagéo das Brotagdes

O uso de lampadas LED em sistema de cultivo in vitro de cana-de-acucar
variedade RB855156 promoveu diferenca significativa apenas para numero de
brotacdes por explantes (NBE) a 5% de probabilidade pelo teste de F (p<0,05). O
maior numero de brotagdes por explantes (NBE) foi encontrado em explantes
cultivados sob a lampada LED amarela (55,60) sendo 55,95% superior das demais
(TABELA 1).

TABELA 1 - NUMERO DE BROTAGOES POR EXPLANTES (NBE) DE CANA-DE-AGCUCAR DA
VARIEDADE RB855156 CULTIVADAS IN VITRO EM DIFERENTES TIPOS DE LED.

Espectro Luminoso BROTAGOES
LED Amarela 55,600 a
LED Azul 19,000 b
LED Branca 29,830 b
LED Verde 24,250 b
LED Vermelha 24,880 b

Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna n&o diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

O sistema morfofisiolégico da planta € governado por vias e uma dessas € a de
transducao de sinais, que neste caso € a luz. Em relagao a percepg¢ao da luz dentro
do sistema da planta, atuam moléculas receptoras que sao utilizadas para detectar a
luz solar chamadas de fotorreceptores e entre estas estdo aquelas que sao capazes
de promover a fotomorfogénese em plantas (FRANKLIN et al., 2010; BANTIS et al.,
2018).

Neste estudo, ao serem expostos as diferentes lampadas LEDs, os explantes

da variedade RB855156 apresentaram resposta significativa para a lampada LED
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amarela que promoveu um numero médio de 55,60 para numero de brotagbes por

explantes, que foi superior as demais lampadas testadas (TABELA 1).

As outras lampadas LEDs testadas nao apresentaram diferencgas
significativamente entre si, mas é possivel observar uma média baixa para a lampada
LED azul (19,00 NBE), o que se opbem a resultados encontrados por Silva et al.
(2016) para a taxa de brotacao para a variedade de cana-de-acucar RB867515, ao
comparar o efeito de tratamentos de qualidade da luz, relatam que a maior taxa de
multiplicagao foi sob condigdes de LEDs 30% azul e 70% vermelha (53 pymol m=2 s),
seguido de 50% azul e 50% vermelha (60 ymol ms'). Resultados similares foram
observados por ROCHA et al. (2013) ao avaliarem o uso de LEDs em substituicéo a
lampadas fluorescentes brancas para a variedade RB872552, com altas taxas de
brotagées quando os explantes permaneceram sob Iampadas LEDs vermelhas (630

nm), seguidas de azuis (470 nm) e verdes (530 nm) (8,5; 11,7 e 11,8 respectivamente).

Os fitocromos séo os fotorreceptores mais relacionados a fotomorfogénese e
absorvem as luzes vermelhas e vermelho-distante mais fortemente (600-750 nm), mas
também conseguem absorver o espectro de luz azul (350-500 nm) e radiagao UV-A
(320-400 nm) e, além dos fitocromos, ha outros trés fotorreceptores que medeiam os
efeitos da luz: criptocromos, fototropinas e familia ZEOTLUPE (ZTL) em que todos
s&o sensiveis a luz UV-A/ azul (TAIZ; ZEIGER; 2017).

A tecnologia do uso de lampadas LEDs é caracterizada como um tipo unico de
diodo semicondutor e seu pico de emissao de luz pode variar entre 220 a 1.000 nm,
além de que é o primeiro dispositivo em que é possivel o controle espectral, com isso,
os comprimentos de ondas sido adaptados aos fotorreceptores dos vegetais

modulando alguns respostas morfofisiolgicas das plantas (OLLE & VIRSILE, 2013).

O espectro luminoso que é usado nas lampadas de LEDs implantadas nos
laboratoérios de micropropagagao obedecem a um padrao para que seja fornecido com
maior similaridade ou que chegue o mais préximo aos comprimentos de ondas que as
plantas receberiam sob condi¢cdes ex vitro. Os comprimentos mais usuais sdo os das
cores azul, vermelha, verde e branca (400-500; 600-750; 500-600 e 460-560 nm) e
muito pouco usada em laboratorios mas que ja vem ganhando espaco, a lampada
LED amarela (570-590 nm) (MUNEER et al., 2014; TAIZ; ZAIGER, 2017).
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A intensidade luminosa das lampadas LED utilizadas no presente estudo (LED
branca 25,38 ymol.m?2.s”!; LED vermelha 0,489 umol.m=2.s*'; LED azul 23,33 ymol.m"
2s"; LED amarela 19,17 uymol.m2.s" e LED verde 16,31 pmol.m?2.s" (medidas
aproximadas) segundo valores calculados por Sharakshane (2018), apresentam baixo
fluxo de fotons fotossintéticos e consequentemente baixo comprimento de onda do
que geralmente é apresentado em lampadas LEDs de outros experimentos cientificos.
Mesmo assim, os explantes sob essas intensidades luminosas tiveram respostas
diferentes.

As proteinas fotorreceptoras tém um pequeno cofator ou molécula croméforo
que lhes permite detectar e responder a comprimentos de onda especificos de luz em
uma faixa espectral continua (BURGIE et al., 2014; BANTIS et al., 2018). Assim, é
possivel associar que ao serem expostas as lampadas de luz LED amarelas, os
explantes de cana-de-agucar variedade RB855156 ativaram essas proteinas
fotorreceptoras, as quais conseguem absorver os espectros que emitem os
comprimentos de ondas no vermelho e vermelho-distante e também o espectro de luz

azul.

A intensidade luminosa oferecida pelo fluxo de fétons da lampada LED amarela
(19,17 umol.m2.s") foi eficiente, no caso desse estudo, para desencadear o processo
de morfogénese de novas brotagdes nestes explantes o que é diferente do que se
encontra em outros trabalhos, pois € muito escasso os relatos do uso da lampada LED
amarela em estudos de micropropagacdo, a preferéncia permanece sendo as

lampadas LEDs azuis e vermelhas.

A tecnologia de iluminacdo LED que € empregada nos laboratérios geralmente
utiliza ldampadas LEDs azuis e vermelhas, por serem mais tradicionais em pesquisas
cientificas. Alguns autores mostram que o efeito de lampadas LEDs em Anthurium,
proporcionou um maior numero de brotos quando os explantes foram expostos a uma
maior porcentagem de lampadas LEDs azuis em vez de vermelha (BUDIARTO et al.,
2010) e em Brassica napus a melhor taxa de proliferagdo foi obtida com 100% de
lampadas LEDs azuis (LI et al., 2013). Ao analisar o desenvolvimento in vitro de
Banana (Musa acuminata) ‘Grande Nain', Trivedi et al. (2017) relataram que as
lampadas LEDs vermelhas apresentaram o maior numero de brotos por explante

seguido pelas lampadas LEDs azuis e branca.
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4.2 Pigmentos Fotossintéticos

Em relacédo aos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total
e carotenoides) para a variedade RB855156 de cana-de-agucar, ndo houve diferengas
significativas para clorofila a e b, com um valor médio de 0,75 e 0,08 mg g,
respectivamente (TABELA 2). Ja para clorofila total os maiores indices foram para os
explantes sob lampadas de LED branca, que apresentou uma média de 26,8%
superior que as demais, mas que nao diferiu da lampada LED azul e amarela que
acompanha os baixos indices das lampadas LED vermelha e verde (TABELA 2). Em
relagao aos carotenoides observou-se que os maiores indices foram para os explantes
sob lampadas de LED branca e azul sendo 66,04% superiores as demais, seguido
das lampadas LED amarela, vermelha e verde, as quais nao apresentaram diferencas

estatisticas significativas entre si (TABELA 2).

TABELA 2- PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS DE CANA-DE-AGUCAR VARIEDADE RB855156 IN
VITRO SUBMETIDAS A DIFERENTES QUALIDADES ESPECTRAIS (LED).

Espectro Luminoso Clorofila a (mg g') Clorofila b (mg g') Clorofila Total (mg g') Carotenoides (mg g')

LED Amarela 0,720 s 0,080 s 0,790bc 0,200b
LED Azul 0,990"s 0,090 s 1,080b 0,260a
LED Branca 0,800"s 0,080 s 1,110ab 0,270a
LED Verde 0,6100ns 0,070ns 0,680c 0,170b
LED Vermelha 0,620"s 0,080 s 0,700c 0,180b

Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey, com 5% de probabilidade. ™ Nao significativo.

Para a variedade RB855156 os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila
b, clorofila total e carotenoides) houve resposta significativa somente para clorofila
total e carotendides ambos para as lampadas LED branca e azul. Estas lampadas
LEDs favoreceram a biossintese, conservagao da clorofila total e dos carotenoides,
enquanto que as demais lampadas LEDs proporcionaram uma maior degradacgéo

destes pigmentos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ferreira et al. (2016) ao
estudarem as respostas da variedade RB867515 sob duas diferentes fontes de
iluminagdo, sendo a convencional por lampadas fluorescentes brancas ou sob
lampadas LEDs brancas, e concluiram que os teores de pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, b, total e carotenoides) foram maiores nas plantas cultivadas sob lampada

LED branca. Da mesma forma, Silva et al. (2014), com cultivo in vitro de cana-de-
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agucar (RB92579), observaram maiores teores de clorofila total usando lampadas
LEDs brancas em relagao ao uso de lampadas LED azul/vermelha em seus trabalhos.
Dutta Gupta & Karmakar (2017) demonstraram a influéncia de lampadas LEDs de
varios comprimentos de ondas em Swertia chirata — conhecida por suas propriedades
medicinais, onde constataram que os explantes expostos as lampadas LEDs azuis

monocromaticas apresentaram maiores conteudos de clorofila total (clorofila a + b).

Os estudos que avaliam o efeito de lampadas LEDs em micropropagacao
geralmente estédo atrelados alguns parametros bioquimicos essenciais pois a luz tem
grande influéncia nestes processos que interferem no sistema fisiolégico da planta.
Entre esses parametros bioquimicos, destaca-se a mensuragao da quantidade dos
pigmentos fotossintéticos, entre estes a clorofila e os carotenoides que podem estar

presentes nas células e/ou em tecidos cultivados.

A clorofila é um indicador confiavel da saude das plantas pois um alto conteudo
deste pigmento fotossintético sinaliza que a atividade fotossintética estda em niveis
ideais, além de estar atrelado a sua atividade nutricional (LIU et al., 2009). Ao
investigarem o efeito de tratamentos de iluminagdo em mudas micropropagadas de
bananeira, Vieira et al. (2015) constataram que os valores mais altos de conteudo de
clorofila (a, b e total) foram aquelas em que as mudas foram expostas as lampadas
LEDs branca e LEDs bancas/vermelhas distante. Resultados diferentes foram
encontrados por Pinheiro et al. (2019), ao testarem diferentes diodos emissores de luz
(LEDs) em Alpinia purpurata cv. Red Ginger e relatam que diferente do presente
estudo, as lampadas LEDs brancas proporcionaram maior acumulo de clorofila b.
Conhecida por ser uma espécie aromatica e sua capacidade de extracdo de dleo
essencial Lippia rotundifolia Cham ao ser colocada em condi¢gdes de estudo, de Hsie
et al. (2019) constataram que os maiores valores encontrados para clorofilas totais
foram em lampadas LEDs brancas, fazendo associagdo com os resultados

encontrados em nosso estudo com cana-de-agucar.

Um foton pode excitar apenas um elétron e o nivel que o elétron vai atingir
depende da energia do foton, portanto, depende do comprimento de onda, e a clorofila
precisa ser excitada para desencadear as reagdes bioquimicas que competem a ela
que ocorrem ocorrer por meio da absorgao de fétons. A luz azul apresenta um menor

comprimento de onda e assim, um estado energético maior do que o vermelho
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(LAZZARINI et al., 2017). Este estudo mostra que realmente os maiores niveis de

clorofilas totais estdo em explantes expostos as lampadas LEDs brancas e azuis.

Os cloroplastos que estdo presentes nas células de plantas provenientes da
técnica de cultura de tecidos tendem a ser mais variaveis em estrutura do que aqueles
em células de folhas de plantas formadas fora do ambiente in vitro, podem vir a ndo
se desenvolver em uma taxa simultdnea podendo apresentar tilacoides de formato
anormal (GEORGE et al., 2007). Os indices de clorofila a e clorofila b deste trabalho
podem ter sido afetados, pois ndo apresentaram respostas aos tratamentos com
lampadas LEDs, sabendo que é nos tilacoides que se encontra o pigmento de clorofila
e assim, subentende-se que aqueles explantes submetidos as lampadas LED brancas
e azuis induziram uma maior formacao de clorofila total e carotenoides, por um
possivel maior numero de cloroplastos. Os baixos niveis de chl a e chl b sob as
diferentes lampadas LEDs testadas neste experimento sugerem que pode ter ocorrido
o desmantelamento dos tilacéides, como relatado por Dutta Gupta & Karmakar
(2017).

As respostas das plantas sdo desencadeadas por mudancas na intensidade,
diregao e qualidade da luz, sendo conduzida por fotorreceptores especificos (KAMI et
al., 2010). Para que ocorra a transmissao de energia luminosa para os centros de
reacao € necessario a presenca das clorofilas, para que também, os carotenoides
possam vir a atuar, como fotoprotetores (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Quando ha excesso de luz podem ocorrer alguns danos as membranas das
células expostas. Os carotenoides podem limitar estes danos ja que eles sao
captadores de radicais livres. Além disso, podem dissipar eficientemente energia e
causar a excitagao de clorofila. Ao expor os explantes de cana-de-agucar (RB855156)
as lampadas LED branca e azul, os indices de carotenoides apresentaram-se
superiores aos demais tratamentos. Silva et. al. (2014) afirmam em seu trabalho com
cana-de-agucar, que o conteudo de carotendides aumentou quando a quantidade de
luz azul diminuiu, o que se opde ao presente estudo, pois tanto a lampada LED branca

quanto azul apresentam os maiores fluxos de fétons e a mesma intensidade.

Os carotenoides possuem também a capacidade de absorver a energia da luz,

a qual pode estar em uma regido espectral onde as clorofilas ndo s&o capazes de
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explorar, e conseguem transferir para elas, e assim sdao capazes de aumentar a

eficiéncia fotossintética da planta (DAVIS et al., 2007).

Ao investigarem a influéncia das lampadas LEDs para Stevia rebaudiana,
Simlat et al. (2016) mensuraram também pigmentos fotossintéticos e encontraram
apenas em lampadas LEDs azuis, maiores médias para os carotenoides. Dutta Gupta
& Karmakar (2017) também corroboram com esse resultado, mostrando que os
maiores teores de carotendides foram encontrados em explantes de Swertia chirata
expostos as lampadas LEDs azuis:vermelhos (na proporgao 1:1). Resultados que
apresentam coeréncia com o do presente trabalho, onde os maiores indices foram
para os explantes sob lampadas de LED branca e azul, sendo 66,04% superiores aos
demais, seguido das lampadas LED amarela, vermelha e verde. Além de seu papel
de protetor na fotossintese, os carotenoides também sio antioxidantes eficientes e
capazes de eliminar as espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas durante a
fotossintese (SIMLAT et al., 2016).

A luz azul também é necessaria para promover a abertura dos estomatos,
melhorar o acesso ao CO2 e dirigir transpiracdo e absor¢cdo de nutrientes
(HOGEWONING et al., 2010; VAN LEPEREN et al., 2012; NANYA et al., 2012;
SAVVIDES et al., 2012). Esta mesma luz tem a capacidade de aumentar a expressao
de enzimas envolvidas na fotossintese (DUTTA GUPTA & KARMAKAR, 2017) isso
pode ser associado ao fato de que explantes sob |lampadas LED branca e azul que
apresentam bons valores para intensidades luminosas (25,38 ymol.m2.s"' e 19,17
umol.m2.s™!, respectivamente) e com isso, houve um melhor aproveitamento do
aparato fotossintético destes explantes, apresentando maiores indices de clorofilas

totais.

Essa mesma luz, que beneficia a planta, pode vir a ocasionar fotoinibi¢cao, onde
a exposicao a uma quantidade de luz maior do que se pode usar, e com isso o foto
sistema Il é inativado e frequentemente danificado. Além disso, sob luz forte os
cloroplastos conseguem se deslocar para as superficies paralelas a luz incidente e
assim, evitam a sua absorgdo em excesso, mas, essa reorganizagéo pode diminuir a
quantidade de luz absorvida pela folha em 15% (TAIZ; ZAIGER, 2017). Nesse trabalho
nao foi possivel realizar os cortes anatdmicos que ajudariam a observar esse

fendbmeno, mas € uma opc¢ao futura para uma melhor compreensao.
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4.3 Qualidade de Luz x AlIB

Em relacdo a presenca de AIB a concentracao que apresentou valor superior
as demais foi a de 0,50 mg L' com 85% dos explantes enraizados, diferindo
estatisticamente apenas da concentragdo 0 mg L' (TABELA 3), nio diferindo
estatisticamente das concentragdo de 0,25 mg L', 0,75 mg L' e 1 mg L’
respectivamente.

TABELA 3- ENRAIZAMENTO DE CANA-DE-AGUCAR, VARIEDADE RB855156 CULTIVADAS IN
VITRO EM TIPOS DE LED, COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE AIB.

AIB (mg L")
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 80,00 100,00 80,00 95,00 80,00 87% a
LED Amarela 80,00 95,00 100,00 100,00 100,00 95% a
LED Vermelha 55,00 70,00 80,00 75,00 70,00 56% ab
LED Azul 60,00 75,00 85,00 85,00 60,00 73% a
LED Verde 5,00 65,00 80,00 30,00 55,00 47% b
X 55% b 68% ab 85% a 59% ab 73% ab

Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

Na cultura de tecidos é imprescindivel o uso de uma fonte de luz durante o
desenvolvimento das plantulas, principalmente na fase de enraizamento. Sua agao se
da pela agao direta ou indireta na regulagcéao dos processos que afetam o crescimento

e desenvolvimento, porém, em muitas espécies essa fase € delicada e desafiadora
em ambiente in vitro (PASA et al., 2012).

Quando testaram diferentes intensidades de fluxo de fétons (25; 50; 75 e 100
umol m2 s), fornecidas por lampadas constituidas por 80% de LEDs vermelhos e
20% de LEDs azuis, acompanharam o enraizamento de brota¢des da variedade de
RB855156 de cana-de-agucar, sem adicdo de reguladores vegetais ao meio de
cultura, Rocha et al. (2018) observaram que a porcentagem de enraizamento nao foi
influenciada pela intensidade de fluxo de fétons, mas que tiveram incrementos no
numero de raizes e brotos nas intensidades de fluxo de fétons de 75 e 100 pmol m2
s1. Diferente dos resultados que nosso trabalho apresentou, no qual o meio sem

concentragdes de AIB n&o foi significativo para o enraizamento da mesma variedade
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(TABELA 3), mas sim na presenga das concentragdes 0,5; 0,75 e 1 mg L' de AIB
associadas as lampadas LEDs amarelas (FIGURA 5R; 5S e 5T).

FIGURA 5- EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE AIB E DIFERENTES INTENSIDADE
LUMINOSAS FORNECIDAS POR LAMPADAS LEDS, NO ENRAIZAMENTO IN VITRO DA
VARIEDADE RB855156 DE CANA-DE-AGUCAR, APOS 30 DIAS. (ESCALA CORRESPONDE A 10
mm). (FONTE: ZANATTA,2021).

025mgL'IBA 050mgL'IBA 075mgL'IBA _1mglL"'IBA

OmgL"'IBA

LED azul LED vermelha LED branca

LED amarela

LED verde

Alcantara et al. (2014) ao analisarem a regeneragao de plantas e a origem e
modelos de divisdo celular durante os diferentes estagios dos embrides somaticos de

duas variedades de cana-de-agucar RB855156 e RB7245, estudaram também o
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enraizamento das brotagées com AIB e verificam que para ambas as variedades a
concentragao de 5,0 uM AIB promoveu o enraizamento das brotagcdes, porém em
sistema de iluminagdo convencional. Ja em nosso estudo para a mesma variedade
estudada RB855156, 0,5 mg L' de AIB foi a concentragdo que promoveu o maior
porcentagem de enraizamento das brotagbées (FIGURA 5). Estudos assim, com as
mesmas variedades, mostram que as auxinas geralmente quando usadas em cultura
de tecidos, auxiliam principalmente no enraizamento de explantes, mas para o bom
desenvolvimento nesta etapa, o gendtipo também deve ser levado em conta (KWON
et al., 2019).

Pela analise de variancia, para o comprimento da maior raiz da variedade
estudada houve diferenca significativa para diferentes qualidades de luz e para o fator
concentragdes de AIB a 5% de probabilidade pelo teste de F (p<0,05). Os explantes
cultivados sob lampada LED amarela foram os que apresentaram maior média de
comprimento de maior raiz com 1,44 cm (TABELA 4), mas que nao diferiu
estatisticamente da lampada LED branca e LED azul com 1,30 cm e 1,29 cm,
respectivamente (TABELA 4). Na sequéncia ficaram as lampadas LED vermelha e
LED verde com 0,91 cm e 0,43 cm, respectivamente, os quais também nao diferiram

entre si.

TABELA 4- COMPRIMENTO DE MAIOR RAIZ (cm) DE CANA-DE-AGUCAR, VARIEDADE RB855156
CULTIVADAS IN VITRO EM TIPOS DE LED, COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB.

AIB (mg L")
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 1,202 1,139 1,509 1,343 1,323 1,303 ab
LED Amarela 0,909 1,117 1,961 1,881 1,346 1,443 a
LED Vermelha 1,036 0,590 0,897 1,231 0,804 0,912 bc
LED Azul 1,256 0,884 1,959 1,611 0,793 1,299 ab
LED Verde 0,073 0,622 0,684 0,279 0,607 0,434 c
X 0,893ab 0,870b 1,402a 1,269ab 0,975ab

LED*, C*, LEDxC"s, coeficiente de variacao: 60,3%

Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

Ao estudarem a influéncia de lampadas LEDs (85% vermelhas (50 ymol m™2

s™1) e 18% azuis (80 ymol m™2 s™') em comparagdo com as lampadas fluorescentes
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frias, na embriogénese somatica, multiplicacdo e enraizamento de cana-de-agucar
(RB98710), Ferreira et al. (2017), relatam que tanto as lampadas LEDs quanto as
fluorescentes proporcionaram enraizamento dos explantes. As vezes surgem tecidos,
orgaos e até mesmo células que sédo capazes de crescer sem a adi¢ao de qualquer
auxina ao meio e isso acontece por meio da auxina enddgena, por estar em
concentragdes adequadas (GEORGE et al., 2007).

Ao trocarem as lampadas fluorescentes brancas por |ampadas de diodos
emissores de luz (LED) azul, verdes e vermelhas como fonte de luz e associarem
diferentes concentragdo de sacarose na micropropagagdo de cana-de-agucar
(RB872552), Rocha et al. (2013) mostram que os resultados mais satisfatérios para
enraizamento foram com o uso de lampadas LEDs vermelhas, azuis e fluorescentes
brancas (630 nm; 470 nm e 20 pmol.m2.s™"). Contrastando também com nossos
resultados para a variedade RB855156 no qual o uso de lampadas LED amarelas

(16,31 umol.m=2.s™) foi o que apresentou resultados mais satisfatorios.

Para os valores de massa seca de raiz da variedade RB855156 por meio da
analise de variancia, houve diferenga significativa apenas para o fator qualidades de
LUZ (p<0,05), para o fator concentracées de AIB ndo houve diferengas estatisticas
entre si (p>0,05) (TABELA 5). Em relagao ao fator iluminacéo, a lampada LED amarela
apresentou a maior média de massa seca de raiz com valor médio de 0,052 g, porém,
esta ndo diferiu estatisticamente das lampadas LED branca (0,035 g), LED azul (0,031
g) e LED vermelha (0,013 g) as quais nao diferiram da menor média apresentada pela
lampada LED verde (0,013 g).

TABELA 5- MASSA SECA DE RAIZ (g) DE CANA-DE-AGUCAR, VARIEDADE RB855156
CULTIVADAS IN VITRO EM TIPOS DE LED, COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB.

AIB (mg L")
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 0,025 0,028 0,031 0,031 0,027 0,035 ab
LED Amarela 0,025 0,025 0,072 0,058 0,080 0,052 a
LED Vermelha 0,005 0,029 0,023 0,007 0,003 0,013 ab
LED Azul 0,069 0,011 0,046 0,019 0,008 0,031 ab
LED Verde 0,003 0,017 0,028 0,002 0,017 0,013 b
X 0,032 0,022 0,007 0,024 0,027

LED*, Crs, LEDxCnrs, coeficiente de variagao: 121,7%
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Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey, com 5% de probabilidade. ™ Nao significativo.

A auxina enddgena naturalmente produzida pela planta (AIA) é sensivel a luz e
degrada facilmente, enquanto que as outras auxinas sintéticas (MOCKAITIS &
ESTELLE, 2008), como nesse caso AlB, sdo mais estaveis. Portanto, os explantes
que foram expostos sob as lampadas LED amarelas e azuis, talvez por receberem
este espectro de luz, promoveu-se a maior estabilidade para AIB, os quais foram mais

satisfatorios para a variavel comprimento de maior raiz (CMR).

Para a variedade RB98710, Ferreira et al. (2017) avaliando o peso fresco e
seco de raiz, constataram bons resultados para os explantes mantidos sob os LEDs
associado ao uso de 5,37 uM de ANA, o que em nosso estudo também foi possivel
notar maiores valores para massa fresca e seca de raiz associada aos LEDs,
principalmente para a lampada LED amarela, porém associado ao uso de outra auxina

sintética (AIB), na concentragdo de 0,5 mg L.

A capacidade de enraizamento do explante na cultura de tecidos reflete o
sucesso desta pratica. O AIB é frequentemente a auxina mais utilizada no cultivo in
vitro principalmente para o enraizamento, varias auxinas podem ser usadas para este
processo, tais como acido indol-3-butirico (AIB), acido naftalenoacético (ANA) e o
acido indol-3-acético (AlA), que é o principal tipo de auxina e também ocorre
naturalmente na planta (PHILLIPS & GARDA, 2019; AMIRI et al., 2019;
RITTERBUSCH et al., 2020).

Para o numero de brotagdes adventicias (NBE) da variedade RB855156, a
analise de variancia mostrou que houve diferenca significativa apenas para o fator
qualidades de luz (p<0,05), para o fator concentra¢des de AIB ndo houve diferengas
estatisticas entre si (p>0,05) (TABELA 6). Em relagéo a iluminagéo, a lampada LED
amarela (maior média 10,68 brotagdes por explante) foi superior se comparada as
lampadas LED vermelha, azul e verde mas nao diferiu estatisticamente das |lampadas
LED branca (9,68 brotacdes por explante) e essa por sua vez nao diferiu das lampadas
LED azul e LED vermelha (8,32 e 6,68 brotagdes por explante) (TABELA 6).
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TABELA 6- NUMERO DE BROTAGOES ADVENTICIAS DE CANA-DE-AGUCAR, VARIEDADE
RB855156 CULTIVADAS IN VITRO EM TIPOS DE LED, COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
AlB.

AIB (mg L)
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 11,200 9,400 9,400 9,600 8,800 9,680 ab
LED Amarela 11,000 9,600 10,800 10,000 12,000 10,680 a
LED Vermelha 5,800 6,600 6,600 7,000 7,400 6,680 bc
LED Azul 9,000 7,000 10,000 9,200 6,400 8,320 bc
LED Verde 3,400 5,800 6,000 4,200 5,800 5,040d
X 8,080 7,680 8,560 8,000 8,080

LED*, Crs, LEDXC"s, coeficiente de variagao: 31,14%
Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna n&o diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade. " N&o significativo.

Ainda corroborando os resultados do presente trabalho, Rocha et al. (2013)
relataram para a variedade RB872552 que as maiores taxas de brotagbes dos
explantes foram para lampada LED vermelha, com resultados intermediarios para
LEDs azuis e verdes. Ferreira et al. (2016) relatam que a taxa de brotagéo foi
significativamente maior com o uso de lampadas LEDs (5,58 brotos) em contraste com
as fluorescentes (4,58 brotos), e em nosso estudo a lampada LED azul apresentou
bom desempenho também para brotagdes, porém, ndo superou a lampada LED
amarela e LED branca para a variedade RB867515 (FIGURA 5).

As lampadas LEDs estdo sendo mais exploradas para espécies pertencentes
a fruticultura e floricultura em ambientes in vitro, em comparagdo com a cultura da
cana-de-agucar, o que € nitido a escassez de trabalhos dentro da cultura estudada,
mas, € importante acompanhar o que vem sendo realizado e relatado nas outras
espécies, como € o caso de Facanha et al. (2018), ao analisarem a influéncia de
diferentes tipos de luz na micropropagacao de brotagdes de bananeira (cv Pacovan)
no qual a maior média de brotacbes encontrada (57,47) foi para lampada LED
vermelha (21 ymol m? s™'). Resultados estes que se assemelham ao encontrado por
Pinheiro et al. (2019), onde as plantas cultivadas sob Iampadas LEDs brancas e LEDs
vermelhas/azuis, em meio MS acrescido com 0,1 mg L' de ANA, induziram maior

numero de brotos em Alpinia purpurata cv. Red Ginger.

De acordo com a analise de variancia, para a variavel comprimento de parte

aérea (CPA) da variedade RB855156 houve diferenga significativa para a interagcéo
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entre qualidades de luz LED X concentracbes de AIB (p<0,05) (TABELA 7). As
lampadas LED amarela e LED azul foram superiores apresentando maiores médias
de comprimento de parte aérea, quando submetidas as diferentes qualidades de luz
(6,19 cm e 6,11 cm) respectivamente, ja para as concentragdes de AIB dentro do fator

luz, as maiores médias foram para 0 mg L' e 0,50 mg L' de AIB, respectivamente
(TABELA 7).
TABELA 7- COMPRIMENTO DE PARTE AEREA (CM) DE CANA-DE-AGUCAR, VARIEDADE

RB855156 CULTIVADAS IN VITRO EM TIPOS DE LED, COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
AlIB.

AIB (mg L™)
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 5,272 5,102 5,068 4,316 5,126 4,970 AB
LED Amarela 6,112 4,716 6,192 5,706 6,428 5,830 A
LED Vermelha 8,042 4,252 4,586 4,716 4,326 5,180 AB
LED Azul 6,890 4,948 6,442 6,008 5,048 5,860 A
LED Verde 4,000 4,488 4,612 3,894 4,388 4,290 B
X 6,060a 4,700b 5,380 ab 4,940 b 5,006 b

LED*, C*, LEDxC*, coeficiente de variagdo: 23,29%
Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

Ao estudarem o desempenho da variedade RB872552, Rocha et al. (2013), em
diferentes fontes de iluminacéo (lampadas LEDs azul, vermelha e verde; Growlux e
fluorescentes brancas) constataram que as lampadas LEDs azuis (28,4 mm), LED
verdes (29,6 mm) e LED vermelho (33,3 mm), apresentaram maiores valores de
comprimento de parte aérea, mas com a presenca de diferentes concentragdes de
sacarose (variaram entre 31,6 a 33,9 g L', dependendo da fonte de luz). Em nosso
trabalho, também foi observado maiores comprimentos de parte aérea para os
explantes submetidos a lampada LED azul (5,86 cm); LED amarela (5,83 cm); LED
vermelha (5,18 cm) e a LED verde (4,29 cm), associados a diferentes concentragdes
de AIB, porém, para esta variavel analisada, a auséncia de AIB foi o melhor resultado,

o meio de cultura usado também continha sacarose (30 g L") (FIGURA 5K).

Silva et al. (2016) mencionam em seu trabalho com a variedade de cana-de-
acucar RB867515 que para comprimento de parte aérea, os tratamentos de lampadas

LED azul/vermelho na propor¢cao 50:50 apresentaram os melhores resultados em
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meio de cultura acrescido com BAP, os nossos resultados mostram que as lampadas
LED azul e LED vermelha, tiveram bons desempenhos para esta variavel, mas
somente a lampada LED azul foi superior. Nao tinhamos lampadas na proporgao
50:50 mas seria uma boa opg¢ao, pois, ambos espectros apresentaram bons

resultados para esta variavel.

E interessante analisarmos o comportamento de outras espécies utilizadas na
tecnologia de iluminagao LED, como o caso do morangueiro, onde Rocha et al. (2010),
ao avaliaram o efeito de fontes de luz com niveis crescentes de BAP, para o
comprimento das brotacbes em que o melhor resultado foi verificado com |ampadas
LED vermelha em meio isento de BAP, o que € contraditério com nossos resultados,
pois a lampada LED vermelha apresentou valores inferiores para comprimento de
parte aérea. Maluta et al. (2013), avaliaram o efeito de diferentes comprimentos de
ondas no desenvolvimento in vitro de mudas da variedade CT-07, e estas
apresentaram maiores comprimentos de parte aérea ao serem submetidas a
lampadas do controle (4,45 cm) e em seguida, em lampadas LED 70% azul + 30%
vermelha (4,00 cm) e 100% azuis (3,88 cm), entrando em concordancia com 0s
resultados obtidos nesse estudo com maiores valores para lampadas LEDs azuis
(5,86 cm).

Ainda ndo se sabe ao certo os mecanismos da qualidade de luz LED amarela
nas plantas, pois as mais comuns sdo LED vermelha e LED azul, mas, associa-se a
presenga de giberelina nos tecidos, a luz vermelha aumenta a transcrigao de alguns
genes para GAsoxidase, que podem estar modulando respostas, e ocorre a conversao
de uma giberelina inativa (GA20) em uma ativa (GA1). E possivel que o espectro
luminoso da lampada LED amarela possa estar induzindo uma maior sensibilidade a
giberelina ativa e, por isso, ha respostas para o comprimento de parte aérea
(MARTINEZ et al., 2002; MATSUMOTO et al., 2007).

De acordo com a analise de variancia, para a variavel massa fresca de parte
aérea da variedade RB855156 houve interagao significativa entre qualidades de luz
LED X concentracdes de IBA (p<0,05). As lampadas LED amarela e LED branca foram
superiores apresentando maiores médias de massa fresca de parte aérea, quando
submetidas as diferentes qualidades de Iluz (1,85 g e 1,64 g), diferindo
estatisticamente das |lampadas LED azul (1,22 g), a qual ndo diferiu da lampada LED
verde (0,69 g). Em relagdo ao fator concentragdes de AIB nas ldampadas LED, a



47

concentragéo que foi superior foi a de 0 mg L' seguida de 0,25 mg L' mas ambas
nao apresentaram diferencgas estatisticas entre si, e as concentragdes inferiores foram
as de 0,50 mg L"; 0,75 mg L' e 1 mg L' as quais também n&o apresentaram

diferencgas estatisticas entre si.

Ja para a massa seca de parte aérea (MSPA) da variedade RB855156, de
acordo com a analise de variancia, houve diferenca significativa para qualidades de
luz LED (p<0,05), ja para o fator concentragcdes de AIB ndo houve diferencas
estatisticas entre si (p>0,05). A lampada LED amarela apresentou maior média de
massa seca de parte aérea (0,3352 g), mas né&o diferiu da lampada LED branca
(0,2768 g), a qual nao apresentou diferenga significativa da lampada LED azul (0,2750
g), as menores médias foram para lampadas LED verde (0,2020 g) e LED vermelha

(0,15579), as quais nao diferiram estatisticamente entre si (TABELA 8).

TABELA 8- MASSA FRESCA E SECA DE PARTE AEREA (g) DE CANA-DE-AGCUCAR, VARIEDADE
RB855156 CULTIVADAS IN VITRO EM TIPOS DE LED, COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
AIB.

AIB (mg L")
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 1,674 1,523 1,843 1,888 1,309 1,647 A
LED Amarela 1,319 1,609 2,142 1,933 2,246 1,850 A
LED Vermelha 1,002 0,802 0,632 0,572 0,461 0,914 C
LED Azul 1,115 0,561 2,101 1,540 0,785 1,220 B
LED Verde 0,715 1,153 1,151 0,673 0,903 0,694 BC
X 1,165a 1,130ab 1,574 b 1,321b  1,141b

LED*, Crs, LEDxC", coeficiente de variagéo: 38,2%
Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna
nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade.

AIB (mg L)
Espectro Luminoso 0 0,25 0,50 0,75 1 X
LED Branca 0,251 0,241 0,310 0,258 0,322 0,276 ab
LED Amarela 0,286 0,241 0,390 0,363 0,349 0,335a
LED Vermelha 0,217 0,193 0,174 0,224 0,200 0,155 ¢
LED Azul 0,287 0,229 0,291 0,321 0,244 0,275 b
LED Verde 0,098 0,177 0,176 0,140 0,185 0,202 c
X 0,228 0,225 0,268 0,261 0,260

LED*, Crs, LEDxCnrs, coeficiente de variagao: 30,7%
Fonte: Zanatta (2021). * Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna n&o diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade.
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No trabalho de Maluta et al. (2013) com micropropagacgao da variedade CT-07
sob diferentes lampadas LED, os autores analisaram massa fresca e seca de parte
aérea e encontraram os melhores resultados de massa fresca ao utilizarem lampadas
LED 70% vermelha + 30% azul (16,73 g); fluorescente branca (16,94 g) e LED
vermelha (16,32 g), o que se repete para massa seca LED 70% vermelha + 30% azul
(0,93 g); fluorescente branca (0,86 g) e LED vermelha (0,80 g). Contrastando com o
que constatamos em nosso estudo, para a variedade RB855156, em que os melhores
resultados de massa fresca e seca foram para LED amarela (1,85 g e 0,33 g) e LED

branca (1,64 g e 0,27 g), respectivamente.

E importante que seja realizada a associagdo aos fotorreceptores e seus
componentes quando se trata de pesquisas com diferentes intensidades luminosas.
Os CRYs sao receptores fotossensoriais, que se encontram associados aos
fitocromos, e estes regulam o crescimento, desenvolvimento e também o reldgio
circadiano em plantas e animais. As plantas dependem desses CRYs e outros
fotorreceptores para detectar sinais ambientais como irradiancia, transicao dia-noite,
fotoperiodos e qualidade de luz para um crescimento e desenvolvimento ideais (TAIZ;
ZEIGER, 2017).

Muitos dos genes alvo de CRY1 e HY5 codificam proteinas de sinalizagéo que
funcionam nos fitohorménios, como auxina, brassinosterdide (BR) e acido giberélico
(GA), enzimas que catalisam a sintese e degradacao de componentes da parede
celular e enzimas fotossintéticas e metabdlicas. A abundancia alterada dessas
proteinas de sinalizacdo e enzimas metabdlicas pode, pelo menos parcialmente,
explicar as mudangas morfolégicas mediadas por CRY1 de mudas jovens em resposta

a luz, principalmente para a luz azul (CHAVES et al., 2011).

Poderiamos ter tido resultados mais satisfatérios no presente experimento de
enraizamento, mas acreditamos que por terem sido utilizados explantes que
permaneceram em manutengao até o 9° subcultivo, em meio MS acrescido com BAP
(6 benzilaminopurina), possa ter influenciado nos resultados de enraizamento, mesmo
estes tendo passado por 15 dias em meio MS 'z forga, para neutralizar os efeitos do

meio de cultura em que estavam.
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Acredita-se que os efeitos do BAP possa ter influenciado nos efeitos de AIB no
enraizamento pois baixas concentragdes, ou até mesmo a auséncia da auxina em
algumas espécies de plantas, sao suficientes para que ocorra o enraizamento in vitro,
ja em outras espécies de plantas, como no caso a do presente estudo, percebe-se
que € necessario que ocorra uma regulagao antagonista entre os fitorrequladores AlB
e BAP, para um enraizamento eficaz (COUTO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2021).

A eficiéncia bioldgica dos reguladores de crescimento adicionados ao meio de
cultura é diretamente afetada pelos espectros de luz, além disso, o equilibrio hormonal
nos tecidos, e com isso torna-se uma possivel ferramenta de manipulacido do
equilibrio fisiolégico para a obtengao de algumas respostas especificas da cultura de
interesse (RODRIGUES et al., 2020). Com isso, este trabalho buscou testar
concentracdes de AIB os explantes de cana-de-agucar submetidos a diferentes
qualidades de luz, para que fosse possivel analisar as respostas da variedade RB5156
sob essas condigdes, e quem sabe, formular um protocolo mais objetivo para a

produgao de mudas sadias, associando iluminagao e reguladores de crescimento.

5 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que:

O uso de diodos emissores de luz (LED) associado ao meio MS para indugao
de brotagdes e porcentagem de enraizamento para variedade RB855156 mostrou-se
mais eficiente para a lampada LED amarela.

Lampadas LED brancas foram as mais eficientes para alguns pigmentos
fotossintéticos, neste caso para clorofila total, e para os carotenoides a lampada LED
branca e azul foram mais eficientes.

Em relagdo ao enraizamento, a ldampada LED amarela, LED branca e azul
foram as mais eficientes. Para a concentragdo de AIB, recomenda-se o uso de 0,50
mg L.

Consideragoes Finais

Por ser uma tecnologia inovadora, ha muito o que se explorar no ramo da
micropropagacgao associado as lampadas LED, portanto, para pesquisas futuras seria
interessante a analise de alguns pontos:
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- Avaliar o efeito de combinagdes de lampadas LED na mesma fita condutora
de luz;

- Analisar os aspectos anatdomicos vegetais que as lampadas LED podem
influenciar nas estruturas tanto foliares quanto de raiz (teor de fibras para a produgéo
de etanol de segunda geragao);

- Mensurar componentes quimicos e fendlicos da cana-de-acucar sob
lampadas LED.
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ANEXO 1 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE NUMERO DE BROTACQES POR
EXPLANTES (NBE) E MEDIA DO NUMERO DE MAIOR RAIZ (CM) DE CANA-DE-ACUCAR DA
VARIEDADE RB855156 CULTIVADAS IN VITRO EM TIPOS DE LED.

FV GL NBE NR
Tratamentos 5 10,26** 0,01
Residuos 22 0,81 0,05
Total 27
Média 30,72 0,31
CV(%) 29,29 72,24

ANEXO 2 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICO
ANALISADOS DE CANA-DE-ACUCAR DA VARIEDADE RB855156 CULTIVADAS IN VITRO EM

TIPOS DE LED.

FV Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotenoides

GL QM GL QM QM GL QM

Tratamentos 4 0,07 4 0,0002 0,11** 4 0,0063**
Residuos 10 0,03 10 0,0004 0,01 9 0,0005
Total 14 14 13
Média 0,75 0,08 0,87 0,22
CV(%) 23.89 23.85 12.01 10.72

ANEXO 4 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE COMPRIMENTO DE MAIOR RAIZ (CMR) DE
CANA-DE-ACUCAR VARIEDADE RB855156 SOB EFEITO DE DIFERENTES DIODOS EMISSORES
DE LUZ (LED) E DIFERENTES CONCENTRACOES DE IBA. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

CMR (p-valor)

FONTE DE VARIAGAO GL
Diodos Emissores de Luz (LED) 4
9,54 *
Concentragdes (C) 4
3,36 ¢
Interagéo (L*C 16
¢ao (L°C) 0,093 "

CV %
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ANEXO 5- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE PESO SECO DE RAIZ (PSR) DE CANA-DE-
ACUCAR VARIEDADE RB855156 SOB EFEITO DE DIFERENTES DIODOS EMISSORES DE LUZ
(LED) E DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Numero médio de PSR (p-valor)

FONTE DE VARIAGAO GL
Diodos Emissores de Luz (LED) 4
5,24 *

C tragdes (C 4

oncentragdes (C) 10478
Int ao (L*C 16

nteracéo (L*C) 1481
CV % 121,7

ANEXO 6- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE BROTAGCAO (cm) DE CANA-DE-AGUCAR
VARIEDADE RB855156 SOB EFEITO DE DIFERENTES DIODOS EMISSORES DE LUZ (LED) E
DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Numero médio de NBE (p-valor)

FONTE DE VARIAGAO GL
Diodos Emissores de Luz (LED) 4
20,31 *
Concentragdes (C 4
¢es (C) 0.39 ™
Interacdo (L*C 16
rag ( ) 1,04 ns
CV % 31,14

ANEXO 7 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE COMPRIMENTO DE PARTE AEREA (cm) DE
CANA-DE-ACUCAR VARIEDADE RB855156 SOB EFEITO DE DIFERENTES DIODOS EMISSORES
DE LUZ (LED) E DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

Numero médio de CPA(p-valor)

FONTE DE VARIAGAO GL

Diodos Emissores de Luz (LED) 4 7.19*
Concentragdes (C) 4 NS 4. 65
Interacdo (L*C) 16 ns 220

CV % 23,29
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ANEXO 8 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE PESO FRESCO DE PARTE AEREA (g) DE
CANA-DE-ACUCAR VARIEDADE RB855156 SOB EFEITO DE DIFERENTES DIODOS EMISSORES
DE LUZ (LED) E DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

PFPA (p-valor)

FONTE DE VARIAGCAO GL
Diodos Emissores de Luz (LED) 4
25,00*
Concentracoes (C 4
cdes (C) 3,801
Interacéo (L*C 16
cao (L*C) 268 *
CV % 38,2

ANEXO 9- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DE PESO SECO DE PARTE AEREA (g) DE CANA-
DE-ACUCAR VARIEDADE RB855156 SOB EFEITO DE DIFERENTES DIODOS EMISSORES DE LUZ
(LED) E DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE AIB. UFPR, CURITIBA/PR, 2021.

PSPA (p-valor)

FONTE DE VARIAGAO GL

Diodos Emissores de Luz (LED) 4 22 07+

Concentragdes (C) 4 1838
Interagéo (L*C) 16 1,033 "

CV % 30,7




