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RESUMO

Colletia paradoxa (Spreng.) Escal. (Rhamnaceae) é uma espécie endémica do sul do
Brasil ameacgada de extingdo. Diante disto, a micropropagacao se apresenta como uma
alternativa viavel para a producdo em larga escala de mudas dessa planta. A utilizagcao
de diodos emissores de luz (LEDs) nas salas de cultivo in vitro ttm demonstrado eficacia
na regeneragao de brotos, devido a capacidade de fornecer comprimentos de onda
especificos que regulam a morfogénese dos vegetais. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o desenvolvimento das brotacées e o metabolismo fotossintético de explantes
de C. paradoxa submetidos a diferentes sistemas de iluminacdo com LEDs. Para o
estabelecimento das culturas assépticas foram testados diferentes agentes
desinfetantes (alcool 70%, hipoclorito de sédio - NaClO e cloreto de mercurio — HgCl,),
isolados ou combinados, em distintas concentracdes e tempos de imersdo. O
desenvolvimento dos explantes foi avaliado em meios de cultura MS, MS/2 (meio MS
com concentracdo de sais reduzidas pela metade), MSM/2 (meio MS com
macronutrientes reduzidos pela metade) e WPM. Na fase de regeneragao de brotacoes,
foram avaliadas citocininas, incluindo 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN),
zeatina (ZEA) e 2-isopenteniladenina (2IP), todas na concentragdo de 5,0 uM, além de
diferentes concentragbes de BAP (2,5; 5,0 e 10,0 yM) e um controle (sem BAP). O
enraizamento foi induzido pela imersao da base das brotagdes (0,5 cm) em solugdes
de acido indolbutirico (AIB) nas concentragdes de 2,5, 5,0 € 10,0 mM por cinco minutos,
além de um controle (sem AIB). Durante a regeneracéo de brotos, os explantes foram
submetidos a quatro sistemas de iluminagéo: LEDs brancos (400-700 nm), LEDs azuis
(450-495 nm), LEDs vermelhos (620-660 nm) e uma combinagao equitativa de LEDs
azuis e vermelhos (1:1), durante dois subcultivos de 30 dias. As avaliagdes incluiram a
quantificacdo de pigmentos fotossintéticos e enzimas antioxidantes, bem como a
fluorescéncia de clorofila a e as trocas gasosas dos explantes. Para o estabelecimento
de culturas assépticas, as combinagdes de NaClO (1,0%) e HgCl, (0,1%), aplicadas por
10 minutos cada uma, foram as mais eficazes para sobrevivéncia dos explantes (78%).
Os explantes cultivados no meio MS/2 apresentaram os maiores comprimentos (2,3 cm)
e 0 maior numero médio de brotos (2,1). A suplementagao com 5,0 uM de BAP no meio
de cultivo MS/2 resultou no maior comprimento médio dos brotos (3,86 cm), no maior
numero de nos (3,29) e maior numero médio de brotos (4,35). Quando cultivados sob
iluminagao com LEDs azuis e vermelhos (1:1), os explantes apresentaram as melhores
respostas de comprimento médio de brotos (4,13 cm), numero de nés (3,68) e numero
médio de brotos (5,44). Além disso, essa condicdo luminosa favoreceu a sintese de
clorofila, aumentando a eficiéncia fotossintética e a produgao de biomassa, ao promover
trocas gasosas mais eficientes. Conclui-se que os comprimentos de onda fornecidos
pelos LEDs influenciaram o desenvolvimento das brotacbes e o metabolismo
fotossintético dos explantes de C. paradoxa cultivados in vitro, evidenciando a
importancia da iluminagao controlada no processo de micropropagacao dessa especie.

Palavras-chave: Fotossintese; Metabolismo Antioxidante, Micropropagacao;
Reguladores Vegetais; Rhamnaceae.



ABSTRACT

Colletia paradoxa (Spreng.) Escal. (Rhamnaceae) is an endemic species from southern
Brazil that is threatened with extinction. In this context, micropropagation presents itself
as a viable alternative for the large-scale production of seedlings of this plant. The use of
light-emitting diodes (LEDs) in vitro cultivation rooms has proven effective in shoot
regeneration due to their ability to provide specific wavelengths that regulate plant
morphogenesis. The objective of the present study was to evaluate the development of
shoot buds and the photosynthetic metabolism of C. paradoxa explants subjected to
different LED lighting systems. For the establishment of aseptic cultures, different
disinfecting agents (70% alcohol, sodium hypochlorite - NaClO, and mercuric chloride —
HgCl,), either alone or in combination, at various concentrations and immersion times,
were tested. Explant development was assessed in MS, MS/2 (MS medium with half-
strength salts), MSM/2 (MS medium with half-strength macronutrients), and WPM media.
During the shoot regeneration phase, cytokinins, including 6-benzylaminopurine (BAP),
kinetin (CIN), zeatin (ZEA), and 2-isopentenyladenine (2IP), all at a concentration of 5.0
MM, were evaluated, along with different BAP concentrations (2.5, 5.0, and 10.0 uM) and
a control (no BAP). Rooting was induced by dipping the base of the shoots (0.5 cm) in
indolebutyric acid (IBA) solutions at concentrations of 2.5, 5.0, and 10.0 mM for five
minutes, along with a control (no IBA). During shoot regeneration, the explants were
exposed to four lighting systems: white LEDs (400-700 nm), blue LEDs (450-495 nm), red
LEDs (620-660 nm), and a 1:1 combination of blue and red LEDs, during two subcultures
of 30 days. The evaluations included the quantification of photosynthetic pigments,
antioxidant enzymes, chlorophyll a fluorescence, and the gas exchanges of the explants.
For aseptic culture establishment, the combinations of NaCIO (1.0%) and HgCl, (0.1%),
applied for 10 minutes each, were the most effective for explant survival (78%). Explants
cultured in MS/2 medium exhibited the greatest lengths (2.3 cm) and the highest average
number of shoots (2.1). Supplementing the MS/2 medium with 5.0 uM of BAP resulted in
the greatest average shoot length (3.86 cm), the highest number of nodes (3.29), and the
highest average number of shoots (4.35). When cultivated under blue and red LED lighting
(1:1), the explants showed the best responses in terms of average shoot length (4.13 cm),
number of nodes (3.68), and average number of shoots (5.44). Furthermore, this light
condition favored chlorophyll synthesis, increasing photosynthetic efficiency and biomass
production by promoting more efficient gas exchanges. It is concluded that the
wavelengths provided by the LEDs influenced the development of shoots and the
photosynthetic metabolism of C. paradoxa explants grown in vitro, highlighting the
importance of controlled lighting in the micropropagation process of this species.

Keywords: Photosynthesis; Antioxidant Metabolism, Micropropagation; Plant Regulators;
Rhamnaceae.
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1 INTRODUGAO GERAL

Colletia paradoxa (Spreng.) Escal. (Rhamnaceae) é uma espécie sul-
americana com ocorréncia no centro-leste da Argentina, Uruguai e sul do Brasil
(MARCHIORI, 1983). Popularmente, a espécie € conhecida como curro, curumamil,
quinacruzeiro, quina-do-rio-grande, quina-de-porto-alegre e “espina-de-la-cruz”. Os
individuos de C. paradoxa sao arbustivos e apresentam caracteristicas xeromoérficas
(BASTOS-ZACHIA et al.,, 2021). A planta é considerada higrofilica e heliofitica
(JOHNSTON e FREITAS SOARES, 1972). Apesar de sua utilizagdo como planta
ornamental em outros paises, no Brasil € utilizada em comunidades tradicionais
indigenas e quilombolas como planta medicinal, sendo reconhecidas as suas
propriedades purgativas, antioxidantes, antiespasmddicas, antimicrobianas e
antipiréticas (BASTOS-ZACHIA et al., 2020).

As populagdes de C. paradoxa identificadas no sul do Brasil sdo compostas por
um numero pequeno de individuos isolados, em virtude da fragmentagdo de seu
habitat, majoritariamente, em fungdo da exploragdo do ambiente por atividades
agropecuarias (BASTOS-ZACHIA, 2021). O Centro Nacional de Conservagao da Flora
(CNCFlora, 2012) e o Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2014) consideraram que
C. paradoxa se encontra ameacada de extingdo na categoria “em perigo” (EN).

Na literatura cientifica sdo escassas as pesquisas que exploraram a
propagacao vegetativa de C. paradoxa. Sua propagacao por semeadura direta e
estacas caulinares foi testada por Passold (2018). As maiores porcentagens médias
de germinacéo (34,3%) foram obtidas quando as sementes ndo sofreram embebigéo
ou foram imersas em agua por 24 horas a 80 °C e semeadas em ambiente com
temperatura de 20°C. As estacas caulinares da espécie, submetidas a presenca ou
auséncia de acido indolacético (AIA), apresentaram baixa porcentagem de
sobrevivéncia (16,6%). Diante disto, a micropropagacéao de C. paradoxa pode ser uma
alternativa viavel para produgdo de mudas a serem utilizadas por programas de
recuperacao de areas degradadas e compensagao ambiental.

A micropropagacao consiste em técnicas de cultura de tecidos vegetais que
objetivam a propagacao vegetativa de plantas (GUPTA et al. 2020). Estas técnicas
baseiam-se na totipoténcia das células vegetais, ou seja, na capacidade de produzir
orgaos (organogénese) ou embrides (embriogénese somatica) que darao origemauma

planta inteira em um meio de cultivo adequado (CARDOSO et al., 2018). As técnicas de



micropropagacgao apresentam como principais vantagens em relagdo a macropropagagao
uma produgdo de mudas livres de doengas, exigindo pouco espacgo fisico e taxa de
multiplicagao superior a obtida com a estaquia convencional (GUPTA et al., 2020).

O uso da micropropagacao como técnica de propagacao vegetativa apresenta
algumas limitagdes, sendo a principal delas o alto custo envolvido na produ¢do de mudas
(CARDOSO et al., 2018). Dessa forma, € fundamental o desenvolvimento de protocolos
especificos para cada espécie, com adaptagdes que visem nao apenas otimizar as
condigdes de cultivo, mas também reduzir os custos operacionais (GUPTA et al., 2020).
Uma das abordagens mais relevantes para essa otimizagao, diz respeito ao ajuste das
condicdes de iluminagao nas salas de cultivo, uma vez que a luz desempenha um papel
crucial no crescimento e no desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro (BARCELO-
MUNOZ, 2022). Embora o meio de cultivo geralmente contenha sacarose, o que pode
resultar em uma taxa fotossintética reduzida, estudos indicaram que a iluminagao de
lampadas fluorescentes brancas pode prejudicar a eficiéncia de multiplicacédo e o
crescimento de brotos e plantas. Isso pode ocorrer devido a sua emissdo de uma gama
de comprimentos de onda entre 350 e 750 nm, dos quais apenas os comprimentos entre
400 e 700 nm sao efetivamente absorvidos pelas plantas para o processo fotossintético
(PARADISO et al., 2022; XU et al., 2020). Nesse contexto, os diodos emissores de luz
(LEDs) surgiram como uma alternativa promissora nas praticas de cultivo in vitro, uma
vez que oferecem vantagens consideraveis em relagao as lampadas fluorescentes
convencionais. Os LEDs s&o mais eficientes na conversédo de energia em luz, emitem
menos calor, permitem um controle preciso sobre a intensidade e a composicao
espectral da luz e, além disso, sdo mais econdbmicos e ecologicamente sustentaveis,
pois ndo contém componentes poluentes (PAWLOWSKA et al., 2018; BATISTA et al.,
2018). Além disso, o uso de LEDs, especialmente nas faixas de luz azul e vermelha, seja
de forma isolada ou combinada, tem potencial para aumentar a taxa de multiplicagao de
explantes, favorecendo o crescimento das plantas, ao otimizar os processos
fotoquimicos necessarios a fotossintese (BATISTA et al., 2018; XU et al., 2020).

A avaliacdo da quantificagdo de pigmentos fotossintéticos como clorofila a,
clorofila b e carotenoides, tem sido uma abordagem importante para entender os efeitos
de diferentes regimes de luz, particularmente no uso de LEDs, sobre o desempenho
fotossintético de plantas cultivadas in vitro (ABDALLA et al., 2022). Esses pigmentos

exercem fungdes essenciais na captura da luz e na conversdo em energia quimica,



sendo a clorofila a responsavel pela maior parte da absorcéo de luz, enquanto a clorofila
b e os carotenoides ampliam o espectro de luz utilizavel para fotossintese, além de
atuarem na protegdo contra danos oxidativos causados pela radiagédo luminosa
excessiva (WANG et al., 2021). A fluorescéncia da clorofila a (fchla) € um fenbmeno em
que a luz absorvida é reemitida de forma n&o fotossintética e também tem sido
amplamente utilizada como ferramenta para monitorar a eficiéncia fotoquimica das
plantas cultivadas in vitro, sob diferentes fontes luminosas, incluindo a iluminagéo por
LEDs. Estudos recentes foram conduzidos com Cunninghamia lanceolata (XU et al.,
2020), Helleborus (NOWAKOWSKA et al., 2023), Melaleuca alternifolia (ALVARADO et
al., 2024) e Dendrobium (HUO et al., 2024).

As enzimas antioxidantes desempenham um papel crucial na protecdo das
células vegetais contra os danos causados pelo estresse oxidativo, especialmente
aqueles induzidos pela radiagdo luminosa intensa ou por condigbes ambientais
adversas. Entre essas enzimas, destacam-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a ascorbato peroxidase (APX), as quais atuam de forma sinérgica para
neutralizar radicais livres, como o0 anion superoxido e o peréxido de hidrogénio,
prevenindo danos as células vegetais (FOYER et al., 2018). A atividade dessas enzimas
pode servir como um indicador importante da capacidade de adaptacao das plantas a
diferentes condigdes de iluminacao, sendo especialmente relevante em cultivos in vitro,
onde a intensidade e a qualidade da luz podem ser controladas para otimizar o
crescimento e a fotossintese das plantas (ELYAZID et al., 2021; PACHOLCZAK et al.,
2024).

Considerando o status de ameacga de conservagdo de C. paradoxa e as
dificuldades associadas a sua propagacao vegetativa, levanta-se a hipétese de que a
micropropagacao utilizando LEDs possa ser uma ferramenta eficaz para otimizar tanto os
processos fotossintéticos quanto morfogénicos desta espécie. O objetivo deste estudo foi
otimizar o desenvolvimento in vitro dos brotos de C. paradoxa por meio da exposi¢cao a
diferentes condi¢cdes de luz fornecidas por LEDs nas salas de cultivo in vitro.
Adicionalmente, foram realizadas avaliagbes fisiologicas, incluindo a quantificagéo de
pigmentos fotossintéticos, a analise da atividade de enzimas antioxidantes, a medigcao da
fluorescéncia da clorofila a e a analise de parametros de trocas gasosas, com o intuito de
verificar a influéncia da iluminagdo com LEDs nas respostas fotossintéticas e

morfogénicas da espécie em condig¢des de cultivo in vitro.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o desenvolvimento de brotagdes e metabolismo fotossintético de C.
paradoxa cultivada in vitro com diferentes sistemas de iluminagéo por LEDs visando

otimizar a propagacgao dos explantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* |dentificar a concentracdo de agentes desinfetantes e o tempo de exposicao ideal
para o estabelecimento de culturas assépticas;
+ Determinar a melhor concentragdo de reguladores vegetais (citocininas e/ou
auxinas) para estimular a regeneragdo, alongamento e o enraizamento dos
explantes.
» Estabelecer as condi¢cdes de iluminagcdo mais adequadas com LEDs para otimizar
o desenvolvimento dos brotos.
* Avaliar os niveis de pigmentos fotossintéticos (como clorofila a, clorofila b, clorofila
total e carotenoides), enzimas antioxidantes (superéxido dismutase, catalase,
peroxidase e ascorbato peroxidase) nos brotos, para compreender como diferentes
condigdes de luz afetam a o metabolismo fotossintético dos explantes.
* Mensurar a fluorescéncia da clorofila a nos brotos cultivados sob diferentes
sistemas de iluminacdo por de LEDs, para verificar como essas condi¢des
influenciam a eficiéncia da fotossintese dos explantes;
* Analisar a condutancia estomatica, o conteudo de carbono nas folhas e a taxa de
transpiracao dos brotos sob diferentes tipos de iluminagdo com LEDs, para verificar
como as condi¢cdes luminosas afetam as trocas gasosas e o metabolismo das

plantas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 RHAMNACEAE

A familia Rhamnaceae A. L. Jussieu, pertencente a ordem Rosales,
compreende 55 géneros e cerca de 950 espécies. Seus individuos apresentam
distribuicdo cosmopolita, mesmo sendo mais comuns em regides subtropicais
(RICHARDSON et al., 2000). No Brasil, a familia esta representada por 14 géneros e
48 espécies com distribuicdo em todos os biomas, ocorrendo, principalmente, em
caatingas e restingas (LIMA, 2001).

As espécies de Rhamnaceae sao caracterizadas como plantas lenhosas,
perenifélias e com habito majoritariamente arbustivo ou arbéreo (LIMA, 2001). As
adaptacdes xeromorficas exibidas pelas espécies incluem folhas reduzidas ou
ausentes, encurtamento dos eixos de galhos e presenga de espinhos (RICHARDSON
et al., 2000). Sao poucas as plantas de valor econédmico em Rhamnaceae, sendo mais
notaveis a jujuba (Ziziphus jujuba), uma espécie arborea frutifera e os arbustos
ornamentais e medicinais pertencentes ao género Colletia (MEDAN e SCHIRAREND,
2004).

3.2 Colletia paradoxa (Spreng.) Escal.

A descricao do género Colletia foi publicada por Antonii Laurentii Jussieu a cerca
de trés séculos na obra “Genera Plantarum” (JUSSIEU, 1789). Durante varios anos,
plantas desse género foram classificadas como pertencentes ao género Discatria.
Entretanto, durante uma revisdo taxonémica realizada por Tortosa (1982), cinco
espécies de Colletia apresentaram ocorréncia na América do Sul, sendo elas: Colletia
spinosissima J.F. Gmel., Colletia hystrix L.P., Colletia ulicina Wom., Colletia spatioides
Bertero ex Colla e Colletia paradoxa (Spreng.) Escal.

Colletia paradoxa € uma espécie arbustiva, cuja altura varia de 1,0 a 3,5 metros,
adaptada a viver em ambientes aridos (MARCHIORI, 1983) (Figura 1). A espécie possui
distribuicao pela regido sul do Brasil, nos estados do Rio Grande Sul e Santa Catarina,
na costa do Uruguai e no sudoeste da Provincia de Buenos Aires, Argentina. Habita
preferencialmente solos pedregosos e arenosos, ladeiras rochosas, morros baixos e
margens de rios e arroios (MARCHIORI, 1983). Possui espinhos que variam de 0,7 a
4,0 cm de comprimento, normalmente achatados na base e apice agudo, de cor

escura. Floresce de outubro a janeiro e frutifica apenas em junho (GOTTELI et al.,



2012). A espécie é amplamente utilizada na medicina popular por comunidades rurais
(BASTOS-ZACHIA, 2019). Apesar de existirem poucos estudos sobre seu potencial
medicinal, algumas pesquisas constataram a presenca de triterpendides e esteroides
nas partes aéreas e subterraneas da planta, conferindo aos seus extratos propriedades
purgativas, antioxidantes, antiespasmddicas, antimicrobianas e antipiréticas
(BANDONI et al., 1976; GIACOMELLI, 2005; BASTOS-ZACHIA et al., 2020).

FIGURA 1. INDIVIDUO ADULTO DA ESPECIE Colletia paradoxa.
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Fonte: Patricia Gurski — Sociedade Chaua.

A distribuicao de C. paradoxa esta intimamente relacionada com seu estado de
conservagao. Como sua ocorréncia se da em regides que sofreram grande pressao
antropogénica, a principal ameaca a esta espécie é a destruicdo de seus habitats por
atividades de silvicultura, agricultura extensiva e invasao de espécies exoticas e
madeireiras (LIMA et al, 2014). Pelos motivos supracitados, as areas de ocupacao de
C. paradoxa no Brasil foram estimadas em apenas 36 km? (MARTINELLI et al, 2013).
Diante disto, a espécie encontra-se ameacada de extingao na categoria “vulneravel”
(VU) pelo processo de avaliagao das listas da fauna e da flora do Rio Grande do Sul,
organizado pela Comissdo de Reavaliagédo e pelos Coordenadores de cada grupo
taxondmico (CONSEMA, 2002) e na categoria "em perigo" (EN) na Lista Vermelha de
Espécies de Flora Ameacgadas do Brasil (BRASIL, 2014).



3.3 PROPAGACAO SEXUADA DE Colletia paradoxa
Colletia paradoxa possui reproducdo do tipo xendégama, sendo
majoritariamente polinizada por insetos das ordens Hymenoptera, Lepidoptera e
Diptera (D’AMBROGIO e MEDAN, 1993). Como estratégia reprodutiva, a espécie
apresenta uma floragdo com uma fase pés floral prolongada de quatro a oito meses
passando por diferentes estacbes do ano. Este fenbmeno permite que uma maior
diversidade de insetos possa visitar as floragdes, ja que elas possuem uma estrutura
floral pouco especializada para polinizagdo (D’AMBROGIO e MEDAN, 1993). Apenas
uma flor em cada quatro forma fruto, e destes, apenas 6,1% amadurecem
(D’AMBROGIO e MEDAN, 1993). Flores autopolinizadas de C. paradoxa nao
produzem frutos. Cerca de 2% dos évulos disponiveis na antese sao transformados
em sementes viaveis que podem ser dispersas. Para um individuo maduro, cuja
producao anual pode ser estimada em 225.000 flores e 675.000 évulos, 0 sucesso
reprodutivo representa a geragcao de 7.500 sementes por ano. Pelo baixo nivel de
frutificacdo desta espécie, D’Ambrogio e Medan (1993) sugeriram que o podlen néo
seja transportado pelo vento.

3.4 MICROPROPAGACAO

A micropropagagao consiste em um conjunto de técnicas com o objetivo da
propagacao vegetativa de plantas a partir do cultivo de tecidos ou 6rgaos vegetais in
vitro (CARDOSO et al.,, 2018). As aplicagbes destas técnicas vao desde o
melhoramento vegetal até a produgao em larga escala de mudas para recuperacao
de areas degradadas (WANG et al., 2022).

Em geral, as técnicas de culturas de tecidos sao iniciadas com a desinfestagao
de partes vegetais selecionadas, denominadas como explantes, para a remogao
superficial de microrganismos (BELLO et al., 2022). Diversas partes da planta-matriz
podem ser utilizadas como fonte de explantes para a regeneragéo in vitro, como
segmentos nodais, apices caulinares, discos foliares, segmentos internodais,
caulinares, de raizes, dentre outros (BELLO et al., 2022). A tabela 1 apresenta os
tratamentos de desinfestacdo realizados em segmentos nodais de espécies

pertencentes a familia Rhamnaceae.



TABELA 1 - DESINFESTACAO DE SEGMENTOS NODAIS EM ESPECIES DA FAMILIA RHAMNACEAE
PARA O ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS.

Espécie Tratamento Autor
Ceanothus 0,54% NaCIO - 15 min Lubell-Brand et al.
americanos (2022)

Frangula alnus 2,5% NaClO + Tween 20 - 15 min Kovacevic e Grubisi¢
(2005)

Frangula rupestres 1,5% NaClO + Tween 20 - 15 min Kovacevi¢ e Grubisi¢
(2005)

Hovenis dulcis 1,25% NaClO - 15 min Ribeiro et al. (2015)

Hovenis dulcis 3,0% NaClO + Tween 20 - 15 min Park et al. (2006)

Hovenis dulcis 2,0% NaClO + Tween 20 - 15 min Saavedra et al. (2021)

Ziziphus jujuba Captan (1,2 g L") + Topsin (2,0g L") - 15 Hansika et al. (2017)

min

Ziziphus mauritiana 1,5% NaClO + Tween 20 - 15 min Ashkanani et al. (2016)

Ziziphus spinachristi 1,0% NaClO + Tween 20 - 15 min Ashkanani et al. (2013)

Ziziphus spinachristi 0,25% NaClIO - 15 min Hegazi et al. (2017)

Legenda: NaCIO — Hipoclorito de sédio. Fonte: o autor.

Para o estabelecimento in vitro, os explantes sdo inoculados em meios de
cultura com a presenga de macro e micronutrientes, vitaminas e fontes de carboidratos
(comumente a sacarose). O equilibrio nutricional do meio de cultura e sua interagao
com o material genético ou explante representa um dos fatores que mais influenciam
no sucesso da propagacao in vitro (CARDOSO et al., 2018). A morfogénese in vitro é
altamente dependente da interagcdo entre os hormdnios vegetais que ocorrem
naturalmente na planta e os analogos sintéticos (reguladores vegetais), os quais séo
adicionados no meio de cultura (BELLO et al., 2022).

Uma das etapas mais importantes da micropropagacgao € a de desenvolvimento
de brotagbes multiplas, na qual os meios de cultura s&o geralmente suplementados
com citocininas para remover a dominancia apical e promover a proliferacdo das
gemas axilares (BELLO et al.,, 2022). A citocinina mais utilizada é a 6-
benzilaminopurina (BAP) de maneira isolada ou em combinagbes com outras
citocininas e/ou auxinas. Essa etapa compreende varios subcultivos para meio de
mesma composicao de regeneragao de brotos com o objetivo de obter novos brotos
(WANG et al., 2022). Na literatura cientifica ndo foram encontrados estudos de
brotagdes multiplas com C. paradoxa. No entanto, alguns exemplos de taxas médias
de regeneragao de brotagdes obtidas com diferentes concentra¢des de reguladores
vegetais testadas em outras espécies da familia Rhamnaceae sdo apresentados na
tabela 2.
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A préxima etapa, quando necessaria, € a de alongamento, onde sé&o
adicionadas giberelinas para promover o crescimento dos brotos. Outras alternativas
também vém sendo utilizadas, como a adicdo de concentracbes reduzidas da
citocinina, auséncia de regulador vegetal ou adigao do carvao ativado. Posteriormente,
0 enraizamento € a fase na qual as microestacas sdo colocadas em meios contendo
auxinas para a indugdo de raizes adventicias (MOLKANOVA et al.,, 2019). Este
processo pode ocorrer tanto em condigdes in vitro, como ex vitro e geralmente utiliza-
se 0 acido indolbutirico (AIB) devido aos bons resultados, baixo custo e baixa de
fitotoxidade (WANG et al., 2022). Exemplos de meios de culturas e reguladores
vegetais utilizados para inducdo de raizes em espécies da familia Rhamnaceae

podem ser observados na tabela 3.

TABELA 3 - INDUGAO DE RAIZES EM ESPECIES DA FAMILIA RHAMNACEAE.
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Espécie Tratamento Tempo Enraizamento Autor
Ceanothus americanos MS + 9,80 uM AIB 30 dias 88% Lubell-Brand et al.
2022
Frangula alnus MS/2 + 0,49 uM AIB NE 2% Sajc etal. 1999
Frangula rupestres MS + 2,69 uM ANA NE 68% Sajc etal. 1999
Hovenis dulcis MS (sem citocininas) 45 dias 85% Saavedraetal.,
2021
Karwinskia MS + 10 uM ANA + 30 dias 95% Liskova et al., 2003
humboldtiana 14,0 uM GA
Rhamnus fallax MS/2 + 0,5 uM ANA 30 dias 74% Park et al., 2006
Ziziphus jujuba MS + 9,80 uM AIB 60 dias 79% Hansika et al.,
2017
Ziziphus mauritiana MS + 0,53 uM ANA 30 dias 80% Ashkanani et al.,
2016
Ziziphus spinachristi MS + 0,5 uM AIB 30 dias 82% Ashkanani et al.,
2013
Ziziphus spinachristi MS + 0,26 yM ANA 30 dias 89% Hegazi et al., 2017

Legenda: NE — ndo especificado; MS - meio Murashige e Skoog; MS/2 - meio MS com macro e
micronutrientes reduzidos pela metade; AIB - acido indolbutirico; ANA - acido naftalenoacético. Fonte:
o autor.

A ultima etapa € a de transplantio das mudas e aclimatizacdo. Nessa etapa, as
plantas obtidas da micropropagacao sao transferidas para condigbes ex vitro para
adaptacdo em ambiente completamente diferente do cultivo em que estavam
(CARDOSO et al.,, 2018). Para isso podem ser utilizados diferentes substratos
comerciais como vermiculita, areia, fibras de coco, entre outros. Substratos utilizados

durante a etapa de aclimatizacdo de espécies pertencentes a familia Rhamnaceae
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sdo apresentados tabela 4. O controle da umidade relativa do ar da casa de vegetagéao

pode ser feito por meio de coberturas com filme plastico de polietileno, nebulizacao

frequente e sombrite (BELLO et al., 2022).

TABELA 4 - SUBSTRATOS UTILIZADOS NA ETAPA DE ACLIMATIZAGAO EM ESPECIES DA FAMILIA

RHAMNACEAE.
Espécie Estudo Substrato Observagao
Casca de pinheiro As plantas foram
Ceanothus americanos Lubell-Brand et al. envelhecida, turfa, semanalmente
2022 areia (1:2:1) irrigadas com solucao
NPK (20:8:16).
Ziziphus spinachristi Ashkanani et al., 2013 Substrato comercial Irrigacdo com NPK
durante 20 dias.
Ziziphus mauritiana Ashkanani et al., 2016  Areia esterilizada, turfa Plantas irrigadas com
e terra (1:1:1) solucao de Benlate
0,5% por 20 dias.
Antes do transplantio
Areia, turfa e as plantas foram
Ziziphus spinachristi Hegazi et al., 2017 vermiculita (1:1:1). embebidas em solugéo

fungicida 1,5 g L'
(Benlate) por 3
minutos.

Park et al., 2006 Turfa, areia e -

vermiculita (1:1:1)

Hovenis dulcis

Fonte: o autor.

3.5DIODOS EMISSORES DE LUZ COMO ALTERNATIVA PARA OTIMIZAR O
CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS

Nos processos de propagacédo in vitro a quantidade (densidade de fluxo de
fétons) e a qualidade (comprimento de onda) da luz, absorvidas através de
fotorreceptores, sdo de extrema importancia para a regulagdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas (BARCELO-MUNOZ, 2022). Apesar da taxa
fotossintética em plantas cultivadas in vitro serem baixas em virtude da presenca de
sacarose no meio de cultivo, a iluminagdo desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento das plantas cultivadas, uma vez que € essencial para ativacao de
enzimas, crescimento e a diferenciacdo celular (ARAUJO et al., 2021). Os fatores
supracitados modulam, dentre outras caracteristicas, os processos fotossintéticos, a
espessura foliar, diferenciacdo do mesofilo, desenvolvimento vascular e estomatico e

a biossintese de metabdlitos secundarios nos vegetais cultivados (JIANG et al., 2019).



A luz branca de lampadas fluorescentes € majoritariamente utilizada para
fornecer iluminacdo a plantas propagadas em ambientes de cultivo in vitro devido a
intensidade de luz uniforme que emitem (HUNG et al., 2016). No entanto, essas
ldmpadas concentram a maior parte de sua energia radiante dentro da faixa do
espectro visivel das cores verde e amarela. Isso, porque, é nesse segmento que o
olho humano tem maior sensibilidade de estimulo (BARCELO-MUNOZ, 2022). A fim
de reduzir custos e melhorar a eficiéncia de produgdo e qualidade das plantas
micropropagadas, ha a necessidade de uma fonte de luz mais eficiente (BATISTA et
al.,, 2018). A utilizacdo de uma fonte de luz mais efetiva para regeneracédo e
crescimento de plantas in vitro pode oferecer novas e importantes possibilidades para
alcangar o sucesso na micropropagacgao comercial (PARADISO et al., 2022).

Nos ultimos anos, as luzes fluorescentes estdo sendo substituidas pelos LEDs
em virtude de suas vantagens sobre os sistemas de iluminagdo convencionais
(ATTAYA, 2021). Uma das vantagens do uso de LED no cultivo in vitro é a capacidade
de controlar o espectro luminoso. As diferentes cores emitidas pelos LEDs permitem
ajustar o espectro de luz para atender as necessidades especificas das plantas em
diferentes estadios de desenvolvimento (CHEN et al., 2020). Outra vantagem dos
LEDs ¢é a sua alta eficiéncia energética; elas convertem a energia elétrica em luz de
forma mais eficiente do que as lampadas convencionais, resultando em menor
consumo de energia e redugao dos custos operacionais (ATTAYA, 2021). Além disso,
a baixa emissao de calor dos LEDs minimiza o risco de superaquecimento dos tecidos
cultivados in vitro, garantindo um ambiente de cultivo mais estavel e controlado
(ARAUJO et al., 2021).

Os LEDs também possuem uma vida util mais longa em comparagdo com
outras fontes de luz, reduzindo a necessidade de substituicdo frequente e os custos
associados. Isso é particularmente benéfico no cultivo in vitro, onde os experimentos
podem ser realizados por longos periodos exigindo uma iluminagdo constante e
confiavel (CHEN et al., 2020). Além disso, as lampadas de LEDs sdo compactas e
podem ser facilmente ajustadas e posicionadas de forma a otimizar a distribuicdo da
luz nos sistemas de cultivo in vitro.

A possibilidade de poder controlar a composicao espectral dos LEDs permite

com que as plantas cultivadas sejam expostas a comprimentos de ondas luminosas
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especificas que maximizam seus processos fotoquimicos (PARADISO et al., 2022).
Isto, porque, cada pigmento fotossintético absorve comprimentos de onda especificos
do espectro eletromagnético (BARCELO-MUNOZ, 2022).

LEDs com diferentes comprimentos de onda (< 400 nm ultravioleta; 400—450
nm violeta; 450-500 nm azul; 500-570 nm verde; 570-590 nm amarelo; 590-610 nm
laranja; 610—-760 nm vermelho; e > 760 nm de cor infravermelha) podem ser utilizados
de maneira monocromatica ou combinados para otimizar a morfogénese in vitro
(CHEN et al., 2020). No entanto, para selecionar um LED de cor apropriada, os
diferentes fotorreceptores presentes nas plantas devem ser considerados. Estes
incluem os fitocromos que absorvem a luz vermelha e vermelha extrema e as
fototropinas que absorvem a luz azul (CHENG et al., 2021).

Em geral, existem dois principais tipos de fitocromos: o fitocromo vermelho (Fv)
e o fitocromo vermelho-distante (Fvd) (LABUZ et al., 2022). Esses pigmentos possuem
a capacidade de se converter um no outro quando sdo expostos a diferentes
comprimentos de onda da luz. O Fv & a forma inativa do fitocromo e é absorvido
preferencialmente pela luz vermelha (660 nm) (HART et al., 2021). Quando a planta &
exposta a luz vermelha, o Fv é convertido para sua forma ativa, o Fvd, por meio de
um processo chamado fototransformacdo. O Fvd é entdo capaz de desencadear uma
série de respostas fisiolégicas nas plantas como, por exemplo, a regulagdo do
alongamento do caule, expansao das folhas e desenvolvimento de cloroplastos
(LABUZ et al., 2022).

Os fitocromos s&o cruciais na regulagao de processos como a germinagao de
sementes, alongamento do caule, abertura dos estdématos, fototropismo (curvatura
das plantas em diregéo a luz) e a transi¢ao entre os estadios de crescimento vegetativo
e reprodutivo (CHENG et al., 2021). Os fitocromos também desempenham um papel
importante na regulagéo do ritmo circadiano das plantas, ou seja, na capacidade das
plantas de se ajustarem a ciclos diarios de luz e escuriddo (HART et al., 2021). A agao
dos fitocromos é possivel devido a sua capacidade de interagir com proteinas
especificas no nucleo das células vegetais, ativando ou reprimindo a expressao de
genes responsaveis por diversas respostas fisiolégicas (CHENG et al., 2021). Essas

interagcdes entre fitocromos e proteinas ajudam a regular
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o crescimento e desenvolvimento das plantas de acordo com as condi¢cbes de
iluminacdo (HART et al., 2021).

As fototropinas, por sua vez, sao proteinas fotossensiveis encontradas em
plantas e sdo responsaveis por mediar a resposta de fototropismo (DA-CUNHA et al.,
2019). O fototropismo € o movimento direcional das plantas em resposta a estimulos
de luz, resultando na curvatura dos érgéos vegetais em diregcéo a fonte de luz (CHENG
et al., 2021). Existem duas principais classes de fototropinas em plantas: fototropina 1
(PHOT1) e fototropina 2 (PHOTZ2) (DA-CUNHA et al., 2019). Essas proteinas sao mais
sensiveis a luz azul (entre 400 e 500 nm) e desempenham um papel crucial na
percepcao e na resposta a esse espectro de luz. Quando as células vegetais sao
expostas a luz azul, as fototropinas sao ativadas e desencadeiam uma cascata de
eventos bioquimicos e moleculares que levam a curvatura dos orgdos vegetais
(CHENG et al., 2021). A luz azul é absorvida pelas fototropinas, resultando em uma
mudancga conformacional da proteina e ativando sua funcdo. Uma vez ativadas, as
fototropinas atuam como quinases, modificando e ativando outras proteinas-chave na
cascata de sinalizagdo do fototropismo (HART et al.,, 2021). Elas interagem com
proteinas de transporte de ions, como as H* ATPases, que estdo envolvidas no
transporte de protons para fora das células. Essa acidificagdo das células nas regides
iluminadas leva a mudancgas no crescimento das células promovendo a curvatura em
direcao a fonte de luz (DA- CUNHA et al., 2019). Além do fototropismo, as fototropinas
também estao envolvidas em outras respostas fotomorfogénicas, como a abertura e o
fechamento dos estématos, o desenvolvimento de cloroplastos e a regulagéo do ritmo
circadiano das plantas (HART et al., 2021). Em sintese, as fototropinas desempenham
um papel fundamental na percepcdo e na resposta das plantas a luz azul,
coordenando o direcionamento do crescimento dos érgaos vegetais em resposta ao
estimulo luminoso (DA-CUNHA et al., 2019).

Como ja relatado anteriormente, os LEDs podem ser projetados para emitir luz
em comprimentos de onda especificos, incluindo vermelho, azul e outros espectros
necessarios para o crescimento e desenvolvimento das plantas (CHEN et al., 2020).

Dessa forma, os pesquisadores podem manipular o espectro de luz fornecido pelos

15



16

LEDs para ativar os fitocromos e as fototropinas influenciando o crescimento, a
floracao, a fotossintese e outros processos fisioldgicos das plantas. Essa capacidade
de ajustar o espectro de luz com precisao torna os LEDs uma alternativa para
proporcionar as plantas a luz necessaria para um crescimento eficiente (XU et al.,
2020).

3.6 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Os pigmentos fotossintéticos sdo moléculas presentes em plantas, algas e
algumas bactérias, que desempenham um papel fundamental na captura da luz solar e
na conversao dessa energia em energia quimica durante o processo de fotossintese
(GU et al., 2021). Dentre os pigmentos, destacam-se as clorofilas e os carotenoides.
Existem cinco tipos principais de clorofilas: a, b, ¢ e d, além de outra encontrada nos
procariontes denominada de bacterioclorofila. Nos vegetais a clorofila a (chla) e a
clorofila b (chlb) s&o os principais pigmentos fotossintéticos (HU et al., 2021). Os dois
pigmentos absorvem em comprimentos de onda da luz visivel nas regiées do azul e do
vermelho (WANG et al., 2021).

A chla absorve a luz vermelha a aproximadamente 662 nm e luz azul a
aproximadamente 430 nm. A chlb, por sua vez, absorve a luz vermelha a 642 nm e a
luz azul a 453 nm. Deste modo, durante o processo de fotossintese, a luz é absorvida
pelas clorofilas abaixo de 480 nm e entre 550 e 700 nm (WANG et al., 2021). A luz no
comprimento de onda entre 480 e 550 nm (ou seja, verde) ndo € absorvida, mas
refletida; fazendo com que os vegetais, em sua maioria, apresentem esta coloragao (GU
et al., 2021).

Os carotenoides sdo pigmentos que complementam a acao das clorofilas na
absorc¢ao da luz, capturando radiagdes luminosas nas regides azul e verde do espectro.
Esses pigmentos incluem o caroteno (de coloragéo laranja) e a xantofila (de coloragéo
amarela) (SUN et al., 2022). Além de sua funcdo na fotossintese, os carotenoides
desempenham um papel antioxidante, protegendo as células contra danos induzidos
por radicais livres e radiagao ultravioleta. Além disto, contribuem na dissipagao do
excesso de energia luminosa ndo utilizada em vias fotoquimicas em forma de calor ou

fluorescéncia da clorofila a (fchla) (SUN et al., 2022).
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3.7 DISSIPACOES ENERGETICAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A

Quando a luz solar incide sobre uma planta, a energia dos fétons (particulas de
luz) é absorvida pelos pigmentos fotossintéticos, principalmente pela chla. Cada
pigmento possui um espectro de absorcdo especifico, que determina quais
comprimentos de onda da luz ele pode capturar (MANOJ et al., 2021). A absorg¢éo da
luz provoca uma elevagao de energia nos elétrons dos pigmentos, isto €, quando um
féton é absorvido, um elétron de um estado de energia mais baixo (estado fundamental)
€ promovido para um estado de energia mais alto (estado excitado) (SWAMI et al.,
2020). Esse processo resulta em uma maior energia cinética do elétron. Apds a
excitagcdo, a energia do elétron ndo permanece isolada, sendo dissipada pelas
moléculas de pigmentos fotossintéticos de duas principais maneiras: fotoquimica
(energia utilizada para fotossintese) e nao fotoquimica (energia dissipada em forma de
fluorescéncia da clorofila a) (MANOJ et al., 2021). Estes dois processos de dissipagao
da energia luminosa pelas moléculas de clorofilas sdo competitivos, ou seja, alteracoes
nas taxas fotossintéticas causam alteracbes complementares na emissao da
fluorescéncia (SWAMI et al., 2020).

A dissipacgao fotoquimica € aquela onde a energia proveniente dos fotons sera
destinada aos processos fotoquimicos dos vegetais, algas e cianobactérias. A energia
de excitagao eletronica pode ser transferida para outras moléculas em um complexo de
proteinas conhecido como fotossistema, sendo eles, o fotossistema Il (FSIl) e o
fotossistema | (FSI). Esta transferéncia ocorre por meio de um processo de ressonancia,
onde a energia € passada de uma molécula de pigmento para outra até atingir um centro
de reacdo (MANOJ et al., 2021). Os elétrons excitados sao eventualmente transferidos
por uma cadeia de transporte de elétrons com uma série de proteinas integradas na
membrana dos tilacoides nos cloroplastos. Essa cadeia utiliza a energia liberada pela
passagem dos elétrons para bombear prétons para o interior do tilacoide, criando um
gradiente eletroquimico (MANOJ et al., 2021). O gradiente de prétons gerado é utilizado
para sintetizar ATP por meio da ATP sintase, enquanto os elétrons sido finalmente
transferidos para a molécula de NADP+, a reduzindo a NADPH. Ambas as moléculas
(ATP e NADPH) sao essenciais para a fase quimica da fotossintese, onde a energia
quimica armazenada sera utilizada na sintese de carboidratos (SWAMI et al., 2020). Por
sua vez, a dissipacao nao fotoquimica se da por meio da fchla. Este € um fenbmeno

6tico que ocorre quando a clorofila absorve a luz e posteriormente reemite uma fracéo
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dessa energia na forma de luz visivel (PORCAR-CASTELL, et al., 2021). O processo é
de particular interesse na pesquisa fotossintética, pois fornece informagdes sobre a
eficiéncia da absorcdo de luz e o estado funcional dos fotossistemas nas células
vegetais. A fchla se manifesta como uma emissdo em torno de 685-730 nm, o que
corresponde ao infravermelho proximo (SWOCZYNA et al., 2022). Essa diferenga entre
os comprimentos de onda da luz absorvida e a luz emitida € um reflexo da energia
perdida durante a transi¢cao dos elétrons em estado excitado para o estado fundamental
(GOLTSEV et al., 2016).

Toda vez que um tecido vegetal é iluminado, ira realizar a dissipagao energética
fotoquimica (fotossintese) e nao fotoquimica (fchla). Para se obter informagdes validas
a partir da mensuragao da fluorescéncia torna-se necessario avaliar e interpretar a
cinética de sua emissdo em determinado espaco de tempo (PORCAR-CASTELL, et al.,
2021). Para isso, se faz necessario adaptar o tecido vegetal de 15 a 30 minutos no
escuro para que seus centros de reagdo se abram em virtude das moléculas de
plastoquinona A (QA) estarem em estado oxidado. Isso torna o fotossistema apto a
receber elétrons das moléculas excitadas pelos fétons, fazendo com que as enzimas do
Ciclo de Calvin sejam desativadas com o consequente declinio da taxa de fixagdo de
CO2 (PORCAR-CASTELL, et al., 2021). Apos rapida iluminagdo deste tecido
aclimatizado ao escuro, o numero de complexos antena e centros de reacao do FSll e
FSI aptos a aceitarem os elétrons, rapidamente reduz a zero. Isto, porque, todos os
sitios de reducao, em especial a QA, estao reduzidos como consequéncia da ativacao
da fase fotoquimica pela luz. Em detrimento disto, a energia absorvida pelas moléculas
de chla acaba sendo dissipada em forma de fchla (BHAGOOLI et al., 2021).

3.8 FOTOSSINTESE E A GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO

Os processos metabdlicos dependentes do oxigénio, como a fotossintese,
frequentemente levam a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos
cloroplastos. Isto, porque, as cadeias transportadoras de elétrons (CTE) nos
cloroplastos ndo séo apenas a forga motriz do metabolismo celular, mas também sao
geradoras de reagdes de oxidagao e redugado, que participam e regulam 0s processos
biolégicos das plantas (KHOROBRYKH et al., 2020). Os complexos fotossintéticos
absorvem grande quantidade de energia luminosa nos tilacoides para converté-la em

energia quimica. No FSII, a formacado do O2 ocorre quando a energia armazenada na
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clorofila em seu estado excitado ndo é dissipada, sendo entdo transferida para o
oxigénio molecular. A formagdo do radical superdoxido (O2-) durante a fotossintese
acontece na CTE, no lado aceptor de FSI (RAJPUT et al., 2021).

A geracéo do O2- nos cloroplastos também pode ser induzida pela baixa
concentracdo de CO2, em fungdo do fechamento dos estdbmatos, resultante de
condigdes de estresses bidticos ou abidticos (MOUSTAKAS et al., 2021). A limitagao da
fixagcdo de CO2 no ciclo de Calvin em plantas sob tais condigdes diminui a oxidagéao do
NADPH. Quando isso ocorre, o elétron da ferredoxina reduzida que seria transferido
para o NADP+ vai para o Oz e forma O2- (KHOROBRYKH et al., 2020).

As plantas possuem diversas enzimas que se constituem como defesa
antioxidante para prevenir o acumulo de EROs em seus tecidos (FOYER et al., 2018).
Enzimas sao proteinas que catalisam rea¢des quimicas e mediam a enorme variedade
de reagdes bioquimicas que constituem a vida. Portanto, sdo essenciais para a
manutencdo adequada de qualquer organismo. Dentre elas, destacam-se entre a
superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidase
(POX, EC 1.11.1.7) e ascorbato peroxidases (APX, EC 1.11.1.1) (FOYER et al., 2018).

A SOD catalisa a dismutagdo do anion superoxido (O2-) em oxigénio (O2) e
peroxido de hidrogénio (H,O;) (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). As CAT sao algumas
das principais enzimas na eliminacédo do H202 gerado durante a fotossintese. Elas
convertem duas moléculas de H202 a H20 e oxigénio molecular (AZEVEDO etal., 1998).
A APX, por sua vez, é uma heme-proteina que exige o acido ascorbico como redutor de
suas atividades. Tem alta afinidade com o H202 e, com uma constante de Michaelis-
Menten na ordem de uM, permite a eliminacdo deste composto mesmo em baixas
concentragbes (ASADA, 1992). Por fim, as POX utilizam o H202 como oxidante e

compostos de natureza fendlica como doadores de elétrons (AZEVEDO et al., 1998).
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CAPITULO |
MICROPROPAGAGAO DE Colletia paradoxa (RHAMNACEAE) A PARTIR DE
GEMAS AXILARES E CULTURA DE NOS

Resumo: Colletia paradoxa (Spreng.) Escal. (Rhamnaceae) € uma espécie endémica
do Brasil, com importancia ornamental e medicinal, que se encontra ameacada de
extingdo. O objetivo do presente estudo foi determinar as melhores condi¢des para o
estabelecimento de culturas assépticas, o meio de cultura mais apropriado e o efeito
de reguladores vegetais sobre a regeneracdo e enraizamento dos brotos de C.
paradoxa para o estabelecimento de um protocolo eficaz para a produ¢cado de mudas.
Para o estabelecimento das culturas assépticas foram testados agentes
desinfestantes (alcool 70%, hipoclorito de sédio (NaClO) e cloreto de mercurio
(HgCl2)), isolados ou combinados, em diferentes concentragdes e tempos de imerséo.
Os explantes foram cultivados nos meios MS, MS/2 (meio MS, com a concentragao de sais
reduzida pela metade), MSM/2 (meio MS com a concentracdo de macronutrientes
reduzida pela metade) e WPM. Na etapa de desenvolvimento de brotagdes foram
testadas trés concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP): 2,5; 5,0 e 10 yM e um
controle (sem BAP), além da adigdo de 5,0 uM das citocininas BAP, cinetina (CIN),
zeatina (ZEA) e 2-lIsopenteniladenina (2IP). O enraizamento foi testado a partir da
imers&o da base (0,5 cm) das brotagées em solugdes de 2,5, 5,0 e 10,0 mM de acido
indolbutirico (AIB), durante cinco minutos, além de um controle (sem AIB). Constatou-
se que as solugdes combinadas de NaClO (1,5%) e HgCl2(0,1%), durante dez minutos
cada uma, foram as mais eficazes em reduzir a contaminagéo microbiana e promover
a sobrevivéncia dos explantes (78%). Os explantes inoculados em meio MS/2 foram
0s que apresentaram os maiores comprimentos (2,3 cm) e numeros medios dos brotos
(2,1). O cultivo dos brotos em meio suplementado com 5,0 yM de BAP proporcionou
o maior comprimento médio dos brotos (3,86 cm), numero médio de nos (3,29) e
numero médio de brotos (4,35). A maior porcentagem de explantes enraizados (68%),
0 maior numero medio de raizes (3,1) e a maior porcentagem de sobrevivéncia apos
aclimatizagao foram registradas nos brotos que receberam tratamento pulso com 10,0
mM de AIB. Conclui-se, portanto, que agentes desinfestantes, bem como os meios de
cultura e os reguladores vegetais influenciaram as respostas morfogénicas dos brotos
de C. paradoxa cultivados in vitro. Recomenda-se utilizar o meio MS/2, acrescido de
5,0 uM de BAP para a regeneragao dos brotos e o tratamento pulso com 10 mM de
AIB para o enraizamento.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, meio de cultura, regulador vegetal, citocinina,
regeneragao de brotos.
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1 INTRODUGAO

Colletia paradoxa é uma planta arbustiva que pertence a familia Rhamnaceae
(LIMA et al., 2014). A espécie é endémica de regides subtropicais e temperadas da
Ameérica do Sul, encontrada principalmente no sul do Brasil e leste da Argentina
(BANDONI et al., 1976). Além disto, se destaca por seus ramos com espinhos longos
e curvos que conferem um aspecto ornamental (GOTELLI et al.,, 2012). Colletia
paradoxa possui propriedades medicinais atribuidas as suas folhas e cascas.
Tradicionalmente, é utilizada na medicina popular para o tratamento de disturbios
gastrointestinais, como azia e gastrite, devido as suas propriedades antiacidas e
digestivas (BASTOS-ZACHIA et al., 2020). Ainda, existe um possivel potencial no
combate a doengas inflamatérias e como agente antioxidante (BASTOS-ZACHIA et
al., 2020).

A propagacao convencional de C. paradoxa apresenta desafios. A reproducao
por meio de sementes € pouco viavel devido a baixa taxa germinacao ex vitro (12%)
(PASSOLD, 2018). Além disso, a clonagem por estacas também pode ser dificil devido
a presenca de espinhos e a baixa taxa de enraizamento (23%) (LIMA et al., 2014).
Nesse contexto, a micropropagagao surge como uma alternativa promissora para
superar as limitagbes da propagagao convencional de C. paradoxa. A
micropropagacao é uma técnica de cultura de tecidos, amplamente utilizada na
multiplicagao rapida e eficiente de plantas (GUPTA et al., 2020). Essa abordagem tem
se mostrado valiosa na propagagdo de espécies vegetais com caracteristicas
desejaveis, como a preservagao de gendtipos superiores, a produ¢ao em larga escala
de mudas uniformes e livres de doengas e a conservagdao de espécies raras e
ameacadas de extingdo (WANG et al., 2022).

Uma das principais técnicas de micropropagacao envolve o cultivo de brotos
axilares em meios de cultura com nutrientes e reguladores vegetais especificos que
promovem o desenvolvimento de novos brotos e raizes (BELLO et al., 2022). Este
método permite a obtengdo de um grande numero de mudas geneticamente idénticas
em um curto periodo e a partir de uma unica planta matriz (CARDOSO et al., 2018).
Embora a micropropagacéao tenha sido amplamente empregada em diversas espécies
vegetais, sua aplicagdo na C. paradoxa ainda nao foi explorada. Diante disso, o
objetivo do presente estudo é investigar as condi¢des ideais para o estabelecimento

de culturas assépticas, o meio de cultura mais apropriado e o efeito de reguladores



vegetais sobre a regeneragédo e enraizamento dos brotos desta espécie. Espera-se
que os resultados obtidos possam contribuir para a elaboracdo de um protocolo de
facil replicagao, viabilizando a produgdo em larga escala de mudas da espécie, com
vistas ao uso ornamental, florestal e ao aproveitamento de suas propriedades

medicinais.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICROPROPAGAGCAO

2.1.1 Plantas matrizes

Foram utilizadas cerca de 350 plantas jovens, de dois a quatro anos de idade,
provenientes da Sociedade Chaua, localizada em Campo Largo, Parana (-25.4270, -
49.4843). As plantas foram mantidas em casa de vegetagédo, pertencente ao
Departamento de Boténica da Universidade Federal do Parana (UFPR), sendo
podadas mensalmente e pulverizadas quinzenalmente com 2 g L' do fungicida
Cercobin®. A casa de vegetagao foi mantida com temperatura média de 25 + 2 °C,
radiacdo fotossinteticamente ativa de 56 ymol m=2 s-!, fornecida por lAmpadas de
mercurio (250 W) e fotoperiodo de 12 horas. As etapas laboratoriais de
micropropagacgao foram desenvolvidas no Laboratério de Micropropagagao Vegetal,

pertencente ao Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

2.1.2 Meios de cultura e condi¢cdes de cultivo

Foram testadas quatro formulagbes de meio de cultura: MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962); MS/2 (meio MS, com a concentragdo de nutrientes reduzida pela
metade); MSM/2 (meio MS, com a concentragdo de macronutrientes reduzida pela
metade) e WPM (LLOYD e McCOWN, 1980). Os meios de cultura tinham consisténcia
semissdlida, com adigdo de 5,7 g L-' de agar Kasvi® e 30 g L' de sacarose para o
meio MS e 20 g L' para o meio WPM. Todos os meios foram suplementados com
0,1% de plant preservative mixture (PPM). O pH dos meios de cultura foi ajustado em
5,8 com hidroxido de sddio (NaOH) 1,0 N ou acido cloridrico (HCI) 1,0 N, antes da
autoclavagem.

Na etapa de estabelecimento de culturas assépticas foram utilizados tubos de

ensaio (200 x 100 mm) contendo 10 mL de meio de cultura. Nas outras etapas in vitro
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(regeneragao de brotagdes e enraizamento), os explantes foram inoculados em frascos
do tipo pote (65 x 130 mm) contendo 40 mL de meio de cultura. Os tubos de ensaio e
frascos foram fechados com tampas de polipropileno. Os meios foram esterilizados
em autoclave (120°C e 1,06 Kg cm? de presséo, durante 20 minutos). As culturas
foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de 23 * 2 °C, fotoperiodo de 16
horas e radiagdo fotossinteticamente ativa de 72 ymol m2 s fornecida por LEDs

brancos da marca Electrolux®.

2.1.3 Estabelecimento de culturas assépticas

Brotagdes apicais com cerca de dois centimetros de comprimento foram
coletadas, cortada a gema apical e as suas folhas e submetidas a cinco tratamentos
desinfestantes (Tabela 1). Inicialmente, foi realizada lavagem dos explantes com agua
e detergente comercial. Posteriormente, em capela de fluxo laminar, as microestacas
foram imersas nas solugbes com os agentes desinfestantes, acrescidas de 0,1% de
Tween 20 e em agitacdo. Os explantes foram lavados seis vezes em agua destilada,
esterilizada e posteriormente foram inoculados no melhor meio obtido na etapa de
estabelecimento das culturas. Apds quatro semanas, as culturas foram avaliadas
conforme as seguintes variaveis: porcentagem de contaminacgéo fungica, bacteriana,

de necrose e de sobrevivéncia.

TABELA 1 -TRATAMENTOS DE DESINFESTACAO DOS SEGMENTOS NODAIS DE Colletia paradoxa
PARA O ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS.

Tratamentos de desinfestagao
NaClO 1,0% (10 min)
Alcool 70% (30 s) + NaCIO 1,0% (10 min)
HgCl>0,1% (10 min)
Alcool 70% (30 s) + HgCl,0,1% (10 min)
NaClO 1,0% (10 min) + HgCl>0,1% (10 min)

Legenda: NaClO - hipoclorito de sodio; HgClz— cloreto de mercurio. Fonte: o autor.

2.1.4 Desenvolvimento de brotagdes multiplas e cultura de nés

Os explantes sobreviventes foram transferidos para o melhor meio obtido na
etapa de estabelecimento das culturas, acrescido de 2,5; 5,0 ou 10 uyM de
benzilaminopurina (BAP — Sigma Aldrich), além de um controle sem adicdo do

regulador. Os brotos axilares que apresentaram regides de entrends iguais ou
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superiores a 1,0 cm foram submetidos a cultura de nés (Figura 1). Apds dois
subcultivos a cada 30 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de
explantes com brotos, numero meédio de brotos por explante e 0 comprimento médio
dos brotos.

A concentracao de BAP que demonstrou os resultados mais promissores
também foi testada com outras citocininas: cinetina (CIN); zeatina (ZEA) e 2-
Isopenteniladenina (2-iP) (Sigma Aldrich), além de um controle, sem adicédo de
citocinina. Apdés dois subcultivos a cada 30 dias foram avaliadas as seguintes
variaveis: porcentagem de explantes com brotos, numero meédio de brotos por

explante e o comprimento médio dos brotos.

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DA CULTURA DE NOS A PARTIR DOS BROTOS AXILARES DE Colletia
paradoxa.

Legenda: A - brotos axilares de Colletia paradoxa apés o subcultivo de 30 dias em meio de cultura MS/2
(MS com a concentragdes de sais reduzida pela metade), acrescido de 5,0 yuM de 6-benzilaminopurina
(BAP); B - brotos axilares com as suas regides internodais separadas para um novo subcultivo; C -
regido internodal dando origem a novos brotos axilares; D - broto axilar originado a partir da cultura de
nos. Barra: 1 cm. Fonte: o autor.

2.1.5 Enraizamento

Brotagdes individualizadas, pertencentes ao segundo subcultivo, medindo
aproximadamente 2,0 cm de comprimento e com a extremidade basal cortada em
forma de bisel simples foram utilizadas como explantes. O enraizamento foi avaliado
com tratamentos de imersao da base (0,5 cm) das brotagdes em solugdes de 2,5, 5,0

e 10,0 mM de acido indolbutirico (AIB - Sigma Aldrich), durante cinco minutos, além



de um controle sem imersao em AIB. Os explantes foram transferidos para meio MS/2.
Apos seis semanas foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de explantes
com raizes, numero médio de razies, comprimento das raizes (cm) e comprimento da

parte aérea (cm).

2.1.6 Transplantio e aclimatizagdo das mudas

Plantas enraizadas com no minimo 2,0 cm de altura foram transplantadas para
bandejas de semeadura de 128 células (cada célula de 3,0 cm de diametro) que
continham substrato comercial Tropstrato HT® e vermiculita de granulometria fina (1:1
v/v). As plantas foram mantidas em casa de vegetacado, com temperatura média de 25
+ 2 °C, radiagéo fotossinteticamente ativa de 56 ymol m= s-', fornecida por lampadas
de mercurio (250 W) e fotoperiodo de 12 horas. Apos 60 dias foi avaliada a

porcentagem de sobrevivéncia das plantas.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com no minimo 10
repeticoes de cinco explantes por tratamento, para todas as etapas in vitro. Os dados
foram submetidos a analise de regressao logistica a partir de Modelos Lineares
Generalizados (MLG), com distribuicdo gama e funcado de ligagdo logaritmica. As
diferengas estatisticas foram analisadas por comparagao aos pares pelo teste de
significancia de Bonferroni. As analises foram realizadas no Ambiente R (CORE
TEAM, 2020).

As analises de razdes de chances (RC) foram realizadas a partir de regressoes
logisticas com um nivel de confianga de 95% (p<0,05). Esta foi empregada como
medida de associagdo que compara as chances de ocorréncia de um evento entre
tratamentos utilizados em experimentacdes biolégicas (GOSHO et al., 2023). Para
garantir RC positivas entre os resultados foram utilizados como referéncias os
tratamentos com menores valores para cada uma das variaveis. A analise foi realizada
no Ambiente R (CORE TEAM, 2020).

30



31

3 RESULTADOS
3.1 ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS

Apos 30 dias de cultivo foram observadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos de desinfestagao realizados nos segmentos nodais de C. paradoxa. Os
explantes desinfestados com a solu¢cdo de 1,0% de NaCIO (10 min), seguido da
solugdo de 0,1% de HgClz2 (10 min), apresentaram as menores porcentagens de
contaminagdo bacteriana (18%) e fungica (19%). Estes resultados foram
significativamente inferiores aos observados nos outros tratamentos (Figuras 2A e 2B).
Em contraste, os explantes submetidos a desinfestagdo com 1,0% de NaCIlO (10 min)
ou com a imersao prévia em alcool 70% (30 s) apresentaram as maiores porcentagens
de contaminacdo bacteriana e fungica (superiores a 80%) (Figuras 2A e 2B). Os
maiores percentuais de necrose (27% e 24%) ocorreram em explantes imersos em
solugéo de alcool 70%, seguidos das solugdes de 1,0% de NaClO (10 min) ou 0,1%
de HgCl2 (10 min), sendo significativamente superiores as dos outros tratamentos
(Figura 2C). Por outro lado, a menor taxa de necrose (6,0%) foi obtida nos explantes
imerosos em solug¢ao de 0,1% de HgCl2 (10 min) (Figura 2C).

A partir da analise conjunta dos dados de contaminagao bacteriana, fungica e
de necrose nos explantes, constatou-se que os explantes desinfestados com a solugéo
de 1,0% de NaClO (10 min), seguida da solug¢ao de 0,1% de HgCl2 (10 min) foram os
que apresentaram a maior taxa de sobrevivéncia (81%), sendo este resultado
estatisticamente superior ao de todos os tratamentos de desinfestagédo realizados
(Figura 2D). Considerou-se, portanto, que a desinfestacdo realizada com a
combinagao de NaClO e HgClI2 foi a mais adequada para o estabelecimento asséptico
de C. paradoxa, sendo utilizada nos demais experimentos instalados. Na figura 3 é
possivel observar explantes contaminados com bactérias e fungos, necrosados, além
daqueles que sobreviveram e permaneceram viaveis para a etapa de desenvolvimento

de brotagbes multiplas.



FIGURA 2 — ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS DE Colletia paradoxa, APOS 30 DIAS
DE CULTIVO, EM MEIO DE CULTURA MS/2 (MS COM A CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA
PELA METADE).

100—A a 10041 B

Contaminagéo bacteriana (%)
Contaminacao fungica (%)

Sobrevivéncia dos explantes (%)

Legenda: Et70 — etanol 70% (30s), NaCIO - hipoclorito de sédio 1,0% (10 min); HgClz - cloreto de
mercurio 0,1% (10 min). As barras representam erro padrao. Letras diferentes acima do erro padrao
indicam diferencas significativas (Teste de Bonferroni, p<0,05). Fonte: o autor.
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FIGURA 3 - ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS DE Colletia paradoxa, EM MEIO DE
CULTURA MS/2 (MS COM A CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA PELA METADE), APOS 30 DIAS
DE CULTIVO.

Legenda: A — explante apresentando contaminagédo bacteriana; B — explante com contaminagéo
fungica; C — explante necrosado; D — explante sobrevivente com o desenvolvimento de brotos axilares
Barras = 1 cm. Fonte: o autor.

Diante dos resultados supracitados, foram calculadas as chances de ocorrerem
contaminagdes bacterianas, fungicas, necroses e de sobrevivéncias dos explantes, a
partir dos diferentes tratamentos de desinfestagao utilizados. Tendo como referéncia a
desinfestagéo dos explantes realizada com 1,0% de NaClO (10 min), seguida da solugdo
de 0,1% HgCl2 (10 min), foi possivel observar que o tratamento utilizando apenas 1,0%
de NaClO (10 min) apresentou a maior razao de chance de proporcionar a ocorréncia de
contaminagao bacteriana (RC = 51,0) e fungica (RC = 70,64) nos explantes (Figuras 4A
e 4B). Por sua vez, tendo como referéncia o tratamento de desinfestacéo realizado com
0,1% de HgCl2 (10 min), as maiores chances de ocorrerem necroses nos explantes
foram observadas apods as desinfestagdes realizadas com de alcool 70% (30s), seguida
por imersao em solugao de 1,0% de NaCIlO (10 min) ou 0,1% de HgCl2z (10 min) (RC =
7,76) (Figura 5A). Por fim, tendo como referéncia o tratamento que ocasionou a menor
porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (1,0% de NaClO - 10 min), foi registrado
que a desinfestacdo realizada com 1,0% de NaClO (10 min), seguida da solugédo de
0,1% de HgCl2 (10 min) apresentou a maior razdo de chance (RC = 13,63) de originar
explantes viaveis para o desenvolvimento de novos brotos (Figura 5B). Diante disto, foi
comprovado que o melhor tratamento de desinfestagcdo dos segmentos nodais de C.
paradoxa foi com 1,0% de NaClO (10 min), seguido da solugao de 0,1% HgCl2 (10
min). Nao é recomendado utilizar o tratamento de imersdo somente com a solugéo de

NaClO (1,0%), durante 10 minutos porque a chance de ocorrer contaminagao bacteriana
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e fungica é elevada (Figuras 4A e 4B). Também né&o é recomendado utilizar alcool 70%,
pois este agente desinfestante tende a necrosar os explantes (Figura 5A).
FIGURA 4 — RAZOES DE CHANCES (RC) DE OCORRENCIA DE CONTAMINAGAO BACTERIANA E

CONTAMINAGAO FUNGICA NOS EXPLANTES DE Colletia paradoxa EM FUNGAO DOS
TRATAMENTOS DE DESINFESTACAO UTILIZADOS.

A Referéncia: NaCIO[1,0%](10m) + HgCI2 [0,1%](10m)
20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
51,00
NaCIO[1,0%](10m) —_——
, 10,15*
Alcool[70%](0,5m) + NaCIO[1,0%](10m) ——
4,64*
HgCI2[0,1%](10m) ———
2,11
Alcool[70%](0,5m) + HgCI2[0,1%](10m) —

Contaminacao bacteriana

B Referéncia: NaClO[1,0%](10m) + HgCI2 [0,1%](10m)
-20 0 20 40 60 80 100
70,64
NaCIO[1,0%](10m) —
) 8,33
Alcool[70%](0,5m) + NaCIO[1,0%](10m) —_——
8,47+
HgClI2[0,1%](10m) —_——
3,24
Alcool[70%](0,5m) + HgCI2[0,1%](10m) | ——+———
Contaminag&do fungica

Legenda: NaClO — hipoclorito de soédio; HgCl2 — cloreto de mercuario. Numeros entre colchetes
representam as concentragdes das solugdes desinfestantes em porcentagem; valores entre parénteses
indicam o tempo de exposi¢ao dos explantes a solugdo desinfestante em minutos. *Significancia a nivel
de 0,05%. Fonte: o autor.
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FIGURA 5 - RAZOES DE CHANCES (RC) DE OCORRENCIA DE NECROSE E SOBREVIVENCIA DOS
EXPLANTES DE Colletia paradoxa EM FUNCAO DOS TRATAMENTOS DE DESINFESTAGAO
UTILIZADOS.

A Referéncia: HgCI2[0,1%](10m)
0 5 10
. 7,76*
Alcool[70%](0,5m) + NaCIO[1,0%](10m) ——
. 7,76*
Alcool[70%](0,5m) + HgCl2[0,1%](10m) ——
2,84*
NaClO[1,0%](10m) + HgCI2 [0,1%](10m) —
2,69*
NaClO[1,0%)](10m) ——
Necrose
B Referéncia: NaClO[1,0%](10m)
0 5 10 15 20
13,62*

NaClO[1,0%](10m) + HgCI2 [0,1%](10m) ——

. 7,92*

Alcool[70%](0,5m) + HgCl2[0,1%](10m) —

3,77
HgCI2[0,1%](10m) ——
2,92*
Alcool[70%](0,5m) + NaCIO[1,0%](10m) ——e——
Sobrevivéncia

Legenda: NaClO — hipoclorito de soédio; HgClz — cloreto de mercuario. Niumeros entre colchetes
representam as concentragdes das solugdes desinfestantes em porcentagem; valores entre parénteses
indicam o tempo de exposigcdo dos explantes a solugdo desinfestante em minutos. *Diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado com o tratamento de referéncia. Fonte: o autor.



3.2 MEIO DE CULTURA

Apds dois subcultivos de 30 dias foram identificadas diferengas significativas
para as variaveis porcentagem de necrose, porcentagem de explantes com brotos,
comprimento médio dos brotos e numero médio de brotos nos explantes cultivados
nos meios de cultura MS, MS/2, MSM/2 e WPM (Figura 6).

Os explantes cultivados nos meios de cultura WPM e MS/2 apresentaram
porcentagens de necrose inferiores a dos demais tratamentos (12% e 15%,
respectivamente) (Figura 6A). Os brotos inoculados em meio MS e MSM/2
apresentaram RC de 1,35 e 1,61, respectivamente, de ocasionarem necroses nos
brotos em comparagao com aqueles cultivados em meio WPM (Figura 7A).

As respostas dos meios de cultura WPM e MS/2 nao diferiram entre si com
relacdo a porcentagem de explantes com brotos (93% e 88%, respectivamente),
sendo significativamente superior a dos meios MSM/2 e MS (Figura 6B). Emambos os
meio ocorreram RC de 2,39 de induzirem brotos nos explantes em comparagao com
o MS (Figura 7B).

O numero médio de brotos (2,7) no meio MS/2 foi estatisticamente superior ao
do meio de cultura WPM e os menores valores para esta variavel ocorreram nos meios
MSM/2 e MS (Figura 6C). Os explantes cultivados na formulagdo MS/2 apresentaram
RC de 4,47 de desenvolverem mais brotos em comparagdo com aqueles cultivados
em meio MS, onde foi observado o menor numero médio de brotos (1,2) (Figura 7C).
Por fim, o maior comprimento meédio dos brotos (2,3 cm) foi estatisticamente superior
nos explantes cultivados em meio MS/2 (Figura 6D). Em comparagado com o meio MS,
onde os explantes apresentaram os menores comprimentos médios (0,8 cm), o meio
MS/2 apresentou RC de 2,68 de desenvolver brotos mais alongados (Figura 7D).
Diante disto, considerou-se que o meio MS/2 é o mais indicado para o cultivo de brotos

de C. paradoxa.
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FIGURA 6 — BROTAGCOES DE Colletia paradoxa EM FUNGAO DOS MEIOS DE CULTIVO MS, MS/2
(MS, COM OS SAIS REDUZIDOS PELA METADE), MSM/2 (MS, COM OS MACRONUTRIENTES
REDUZIDOS PELA METADE), E WPM APOS DOIS SUBCULTIVOS DE 30 DIAS.

80
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Meios de cultivo Meios de cultivo

Legenda: MS — meio Murashige e Skoog, MS/2 — meio MS, com os sais reduzidos pela metade; MSM/2
— meio MS com os macronutrientes reduzidos pela metade, WPM — wood plant medium, A — explantes
necrosados (%); B — explantes com brotos (%), C — numero médio dos brotos; D — comprimento médio
dos brotos (cm). Letras diferentes representam diferengas estatisticas (Teste de Bonferroni, p<0,05).
Fonte: o autor.
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3.3 DESENVOLVIMENTO DE BROTACOES MULTIPLAS E CULTURA DE NOS
3.3.1 Efeito de diferentes concentragbes de BAP

Apos dois subcultivos de 30 dias constatou-se que as maiores porcentagens de
explantes com brotos foram obtidas naqueles cultivados com a presencga de 5,0 uM e
10,0 uM de BAP no meio de cultura MS/2 (95% e 98%, respectivamente) (Figura 8A).
Estes explantes apresentaram RC significativas de induzirem mais brotos quando
comparados com aqueles cultivados em meio sem adi¢cao de BAP (RC =1,72 e 1,91,
respectivamente) (Figura 9A).

O comprimento médio dos brotos cultivados em meio contendo 5,0 uM de BAP
(3,86 cm) foi significativamente superior ao dos cultivados nos outros tratamentos
(Figura 8B). Os brotos nessas condigdes de cultivo apresentaram a RC de 2,39 de
serem mais alongados em comparagdo com aqueles cultivados em meio sem
suplementacao de BAP (Figura 9B). Como os brotos alongaram, foi possivel o cultivo
de nés. O numero médio de regides internodais e o numero médio de brotos axilares
também foi estatisticamente superior nos explantes cultivados com 5,0 uM de BAP
(3,29 e 4,35, respectivamente) (Figuras 8C e 8D). Isto ocorreu porque o comprimento
meédio dos brotos com essa concentracao de BAP possibilitou o subcultivo de cerca
de trés seccdes nodais por explante. Diante disto, os brotos cultivados em meio de
cultura com adigcao de 5,0 uM de BAP apresentaram RC de 5,89 de dar origem a novos
brotos em comparagao com aqueles cultivados em meio sem adicdo de BAP (Figura
9D). Na figura 10 é possivel observar a regeneragdo dos brotos em meio MS/2
suplementado com 2,5 uM; 5,0 yM e 10,0 uM de BAP, apds dois subcultivos realizados

a cada 30 dias.
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FIGURA 8 - BRQTAQOES DE Colletia paradoxa OBTIDAS EM MEIO DE CULTURA MS/2 (MS COM A
CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA PELA METADE), SUPLEMENTADO COM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE 6-BENZILAMINOPURINA (BAP) APOS DOIS SUBCULTIVOS, REALIZADOS A

CADA 30 DIAS.
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Legenda: A — explantes com brotos (%); B — comprimento médio dos brotos (cm); C — nimero médio
de nés; D — numero médio de brotos. Letras diferentes representam diferengas estatisticas (Teste de
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Bonferroni, p<0,05). Fonte: o autor.
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FIGURA 9 - RAZOES DE CHANCES (RC) DAS VARIAVEIS DE DESENVOLVIMENTO DOS BROTOS
DE Colletia paradoxa, CULTIVADOS EM MEIO MS/2 (MS, COM OS SAIS REDUZIDOS PELA
METADE), SUPLEMENTADO COM 2,5 uM, 5,0 uM E 10,0 uM DE 6-BENZILAMINOPURINA (BAP),
TENDO COMO REFERENCIA O MEIO SEM ADIGCAO DE BAP.

A Referéncia: BAP 0,0 uM Referéncia: BAP 0,0 uM
1 1,5 2 2,5 1 2
[} L L B [} L
1,91% 2,39°
BAP 10,0 uM —— BAP 5,0 uyM —
1,72* 1,97*
BAP 5,0 uyM —— BAP 10,0 uM —
1,55* 1,56*
BAP 2,5 uM —— BAP 2,5 uM —
Explantes com brotos Comprimento médio dos brotos
C Referéncia: BAP 0,0 uM D Referéncia: BAP 0,0 uM
-2 3 8 -2 3 8
* 5,89
BAP 5,0 uyM —%ﬁ BAP 5,0 uyM ——
2,49 3,18*
BAP 10,0 uM —— BAP 10,0 uM ——
1,23 2,04*
BAP 2,5 uM —— BAP 2,5 uM —
Numero médio de nds Numero médio de brotos

Legenda: A — explantes com brotos; C — comprimento médio dos brotos; C — nimero médio de nés; D
— numero médio de brotos. *Diferenga significativa (p<0,05) quando comparado com o tratamento de

referéncia. Fonte: o autor.
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FIGURA 10 - BROTOS DE Colletia paradoxa DESENVOLVIDOS DE GEMAS AXILARES CULTIVADOS
EM MEIO MS/2 (MS, COM OS SAIS REDUZIDOS PELA METADE), ACRESCIDO DE DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE 6-BENZILAMINOPURINA (BAP), APOS DOIS SUBCULTIVOS DE 30 DIAS.

A B

o~
C i
Legenda: Brotagdes em meio de cultura MS/2 suplementado com: A - 0,0 uM; B - 2,5 uM; C - 5,0 uM;
D - 10,0 uM de BAP. Barra: = 1 cm. Fonte: o autor.

D

3.3.2 Efeito de diferentes citocininas (5,0 yM) no desenvolvimento de brotagdes
multiplas e cultura de nos

Apos dois subcultivos de 30 dias, todas as citocininas testadas na concentragao
de 5,0 yM desenvolveram brotos axilares nos segmentos nodais de C. paradoxa. As
porcentagens mais elevadas de explantes com brotos foram obtidas naqueles
cultivados em meio MS/2, suplementado com ZEA e BAP (100% e 94%,
respectivamente) (Figura 11A). Em comparagdo com o controle, os explantes
cultivados com a presenca de ZEA e BAP apresentaram RC significativas de induzirem
um maior numero de explantes com brotos (RC = 9,16 e 7,19, respectivamente)
(Figura 12A).

O comprimento médio dos brotos cultivados com a adi¢cdo de 5,0 uM de BAP

(3,10 cm) foi estatisticamente superior ao das outras citocininas testadas (Figura 11B).

42

42



43

Diante disto, 0 maior numero médio de regides internodais (3,29) e o maior numero
médio de brotos axilares por explante inicial (4,12) também foi registrado neste
tratamento (Figuras 11C e 11D). Apesar do cultivo com 5,0 uM ZEA ter apresentado
100% de explantes com brotos, esses exibiram menor vigor € menor comprimento
médio (0,6 cm), impossibilitando o subcultivo de suas regides internodais e
apresentando, apds o segundo subcultivo, um menor numero médio de brotos por
explante (2,4) (Figura 11D).

A adicao de 5 yM de CIN e 2-iP em meio de cultura ndo é recomendada para o
desenvolvimento de brotacées multiplas em C. paradoxa, ja que nao apresentaram
resultados satisfatorios para as variaveis supracitadas (Figura 11). Diante disto, nédo
apenas para a regeneragcdo dos brotos, mas também para os subsequentes
subcultivos recomenda-se a utilizacdo de BAP como a citocinina mais favoravel para
morfogénese dos explantes de C. paradoxa. Em meio de cultura suplementado com
este regulador, os brotos apresentaram as maiores RC de obterem os maiores
comprimentos médios (RC = 7,89), maior numero meédio de nés (RC = 6,98) e maior
numero meédio de brotos (RC = 4,86) (Figura 12). As piores respostas obtidas em

todas as variaveis avaliadas ocorreram no meio sem adi¢cao de BAP (Figura 11).
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FIGURA 11 — BROTAQ(N)ESNDOS EXPLANTES DE Colletia paradoxa, CULTIVADOS EM MEIO MS/2
(MS COM A CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA PELA METADE), SUPLEMENTADO COM 5,0 yM
DE DIFERENTES CITOCININAS, APOS DOIS SUBCULTIVOS DE 30 DIAS.
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o
1
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40-

Explantes com brotos (%)

20 4

Comprimento médio dos brotos (cm)

0
CONT BAP CIN ZEA 2IP CONT BAP CIN ZEA 2P
Citocininas (5,0 uM) Citocininas (5,0 uM)

Numéro médio de nés
Numero médio de brotos

CONT BAP CIN ZEA 2P CONT BAP CIN ZEA 2P
Citocininas (5,0 pM) Citocininas (5,0 uM)

Legenda: A —explantes com brotos; B — comprimento médio dos brotos (cm); C — niumero médio de nos;
D — nimero médio de brotos; CONT — controle (sem regulador); BAP — benzilaminopurina; CIN — cinetina;
ZEA - zeatina; 2IP — 2-isopenteniladenina. Letras diferentes entre os tratamentos com citocininas
representam diferencas estatisticas (Teste de Bonferroni, p<0,05). Fonte: o autor.
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FIGURA 12 - RAZOES DE CHANCES DO DESENVOLVIMENTO MULTIPLO DOS BROTOS DE
Colletia paradoxa, APOS 30 DIAS DE CULTIVO EM MEIO DE CULTURA MS/2, COM 5,0 uM DE
DIFERENTES CITOCININAS.

A Referéncia: meio sem regulador B Referéncia: meio sem regulador
0 5 10 -1 4 g
9,16* 7,89*
ZEA —_—— BAP —_—
7.19* 3,68*
BAP —_—— CIN —_—
2,58 3,12*
CIN —_—— 2IP —_—
2,10 1,23
2P —m— ZEA —_——
Explantes com brotos Comprimento médio dos brotos
C Referéncia: meio sem regulador D Referéncia: meio sem regulador
-1 1 3 5 7 9 0 2 4 6
6,98* 4 86"
BAP —_—— BAP —_——
3,12 2,58*
CIN —_—— CIN —_——
3,08* 236"
2IP —_— 2IP —_—
12 1,4
ZEA —_—— ZEA —_——
Numero médio de nos Numero médio dos brotos

Legenda: A - explantes com brotos; B — comprimento médio dos brotos; C — nimero médio de nés; D —
numero médio de brotos; ZEA — zeatina; BAP — benzilaminopurina; CIN — cinetina; 2IP - 2-
Isopenteniladenina. *Diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o tratamento de
referéncia. Fonte: o autor.

A figura 13 ilustra a regeneracao de brotos axilares nos segmentos nodais de
C. Paradoxa, cultivados em meio MS/2 suplementado com 5,0 uM de diferentes
citocininas (BAP, ZEA, CIN e 2IP). Os brotos mais desenvolvidos foram obtidos com
adicao de 5,0 uM de BAP.
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FIGURA 13— DESENVOLVIMENTO DE BROTAGCOES MULTIPLAS EM Colletia paradoxa, CULTIVADAS
EM MEIO MS/2 (MS COM A CONCENTRAGAO DE SAIS REDUZIDA PELA EMTADE), SUPLEMENTADO

COM 5,0 uM DE DIFERENTES CITOCININAS, APOS 30 DIAS DE CULTIVO.

A B
C D
E

Legenda: A — controle (sem suplementagdo de citocinina); B - 2-isopenteniladenina.; C -
benzilaminopurina; D - zeatina; E - cinetina. Barra: 1 cm. Fonte: o autor.

3.4 ENRAIZAMENTO DOS BROTOS

Os brotos cultivados em meio MS/2, sem tratamento pulso com AIB nao

enraizaram (Figura 14). Apdés 45 dias de cultivo, a maior porcentagem de

enraizamento (68%) foi registrada nos brotos que receberam tratamento pulso com

10,0 mM de AIB, durante cinco minutos (Figura 14A), sendo significativamente superior

a dos outros tratamentos. Nesta condicdo, os brotos apresentaram uma razéo de

chance significativa (RC = 12,58) de induzirem mais raizes em comparagdo com

aqueles cultivados apos o tratamento pulso com 2,5 mM de AIB (Figura 15A).
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O maior comprimento médio das raizes (1,5 cm) foi obtido nos explantes com
as bases imersas em solugao de 5,0 mM de AIB (Figura 14B). A RC dos explantes
apresentarem raizes mais compridas, com 5,0 mM de AIB em comparagdo com
aqueles que tiveram pulso com 2,5 mM de AIB, foi de 7,56 (Figura 15B).

O numero médio de raizes foi significativamente superior nos brotos que foram
tratados com pulso de 10,0 mM de AIB (3,1) (Figura 14C). Nestas condigdes de cultivo,
os explantes apresentaram uma razao de chance significativa (RC = 6,89) de
aumentarem o numero de raizes, quando comparados com aqueles tratados com 2,5
mM de AIB (Figura 15C). Por fim, o comprimento da parte area dos explantes nao
apresentou diferenca significativa em nenhum dos tratamentos avaliados,
independente da presenca de raizes (Figura 14D). Portanto, a razdo de chances dos
explantes tratados com pulso de AIB darem origem a brotos com maiores
comprimentos médios nao foi significativa quando comparada com aqueles cultivados

sem o pulso do regulador (Figura 15D).
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FIGURA 14 — ENRAIZAMENTO DOS EXPLANTES DE Colletia paradoxa CULTIVADOS EM MEIO
MS/2, 45 DIAS APOS TRATAMENTO PULSO COM 2,5 mM, 50 mM E 10,0 mM DE ACIDO
INDOLBUTIRICO (AIB), DURANTE CINCO MINUTOS.
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FIGURA 15 - RAZOES DE CHANCES DE INDUGCAO DE RAIZES EM BROTOS DE Colletia paradoxa,
CULTIVADOS EM MEIO MS/2 APOS 45 DIAS DO TRATAMENTO PULSO COM 2,5 mM, 5,0 mM E

10,0 mM DE ACIDO INDOLBUTIRICO (AIB) DURANTE CINCO MINUTOS.

A Referéncia: 2,5 mM AIB B Referéncia: 2,5 mM AIB
4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10
12,58 7 56+
10,0 mM AIB 5,0 mM AIB —
8,47 5,15*
5,0 mM AIB s 10,0 mM AIB —_—
Explantes comraizes Comprimento das raizes
C Referéncia: 2,5 mM AIB D Referéncia: 0,0 mM AIB
2 4 6 8 1,05 1,1 1,15
1,10
6.89* 5,0 mM AIB ——
10,0 mM AIB —_—
1,08
10,0 mM AIB ——
3,77*
5,0 mM AIB —_— 1,07
2,5 mMAIB ——
NUmero médio de raizes Comprimento da parte area

Legenda: A — explantes com raizes; B — numero médio de raizes; C — comprimento médio das raizes;
D — comprimento médio da parte aérea; AIB — acido indolbutirico. *Diferenga significativa (p<0,05)
guando comparado com o tratamento de referéncia. Fonte: o autor.
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FIGURA 16 - BROTOS DE Colletia paradoxa COM RAIZES, OBTIDAS EM MEIO MS/2 (MS COM A
CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA PELA METADE), 45 DIAS APOS TRATAMENTO PULSO,
COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE ACIDO IDOLBUTIRICO (AIB).

A B

v

™y
{

¥

Legenda: brotagbes enraizadas apds tratamentos pulsos com: A - 0,0 mM; B - 2,5 mM; C - 5,0 mM; D -
10,0 mM de acido indolbutirico (AIB). Barra: = 1 cm. Fonte: o autor.

3.5 TRANSPLANTIO E ACLIMATIZACAO DOS BROTOS

Apos 90 dias do transplantio e aclimatizagao ex vitro, a maior porcentagem de
sobrevivéncia (81%) foi obtida nos brotos enraizados com tratamento pulso de 10,0
mM de AIB. Os explantes enraizados com 2,5 mM e 5,0 mM de AIB apresentaram

sobrevivéncia de 23% e 56%, respectivamente (Figura 17).
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FIGURA 17 - SOBREVIVENCIA DOS EXPLANTES DE Colletia paradoxa ENRAIZADOS COM
DIFERENTES CONCENTRAQOE§ DE ACIDO INDOLBUTIRICO (AIB), APOS 90 DIAS DE
TRANSPLANTIO E ACLIMATIZACAO EM SUBSTRATO COMERCIAL E VERMICULITA (1:1)
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4 DISCUSSAO

O estabelecimento de culturas assépticas de C. paradoxa in vitro foi eficiente com
o tratamento de imersdo em solugdo de 1,0% de NaClO, seguido da solugéo de 0,1% de
HgCl2, ambas durante 10 minutos (78% de sobrevivéncia). A atividade desinfestante do
NaClO é reconhecida e esta vinculada a sua habilidade de oxidar elementos celulares de
microrganismos, o que culmina na eliminagdo de fungos, virus e bactérias (DELGADO-
PAREDES et al.,, 2023). Por outro lado, o HgCl2 é conhecido por sua eficacia na
erradicagao de microrganismos alojados internamente, uma vez que consegue transpor
as membranas celulares e neutralizar patogenos mesmo no interior das células vegetais
(TAHIRI et a., 2023). Portanto, ao associar os efeitos do NaClO e HgCl2, as vantagens
individuais de cada agente desinfestante se tornaram sinergéticas.

No presente estudo, a desinfestacdo apenas com solu¢cdo de 1,0% de NaClO,
durante 10 minutos foi o tratamento que apresentou a maior contaminacéo bacteriana e
fungica (80%). Este resultado nao corrobora com aqueles obtidos para outras espécies da
familia Rhamnaceae, onde a desinfestagao foi recomendada com solugdes entre 1,0e 1,5
de NaClO, com um tempo de imersao maior de 15 minutos (ASHKANANI et al. 2013, 2016
e RIBEIRO et al, 2015).

Os explantes submetidos ao tratamento de imersao com alcool 70%, seguido da imersao

com as solucdes de 1,0% de NaClO ou 0,1% de HgCI2 apresentaram um aumento
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significativo nas taxas de necrose. Isso pode ser atribuido, em parte, a tendéncia do
alcool 70% a se concentrar predominantemente na superficie dos explantes, sem
efetivamente atingir os microrganismos localizados internamente (BABU et al., 2022).
Han et al. (2023), relataram que a agdo do alcool durante a desinfestagdo pode se
concentrar nas membranas celulares, resultando em prejuizos para a integridade das
estruturas celulares, desencadeando necrose nos vegetais. Diante disto, ndo se
recomenda a utilizagédo de alcool 70% para desinfestagao dos explantes de C. paradoxa.

As maiores porcentagens de explantes com brotos foram-obtidas nos meios WPM
e MS/2 (93% e 88%, respectivamente), indicando um desempenho positivo dessas
formulagbes na cultura in vitro de C. paradoxa. Contudo, o numero médio de brotos do
meio MS/2 (2,7 brotos) foi estatisticamente superior ao do meio WPM (2,1 brotos).
Segundo Payghamzade e Kazemitaba (2011), o meio MS/2 apresenta concentragbes
superiores de nitrogénio total, na forma de NH4sNOs e KNOs, além de amdbnia, em
comparacao com o WPM. Adicionalmente, componentes como cobalto, iodeto, potassio e
niquel estdo presentes no meio MS/2, mas ausentes no WPM (PHILLIPS e GARDA, 2018).
Estes fatores associados a formulacao MS/2 podem ter favorecido o desenvolvimento de
C. paradoxa no presente estudo. Ao se analisar a composi¢ao salina total dos meios,
observa-se que, apesar do maior numero de componentes nutricionais no meio MS/2, este
apresenta menores concentragdes de solutos em comparagao com o WPM, devido a sua
diluicdo a partir do meio MS (PAYGHAMZADE e KAZEMITABA, 2011). Esse aspecto
sugere que o meio MS/2 possui um potencial osmaético mais baixo do que o WPM. O
potencial osmoético refere-se a pressdo exercida pelos solutos em uma solugcido, que
determina a tendéncia da agua se mover para a solugdo com maior concentragao de
solutos (PAIVA-NETO e OTONI, 2003). De acordo com esse conceito, quanto maior a
concentragcdo de solutos, maior sera o potencial osmoético e, consequentemente, o
potencial hidrico sera mais baixo, uma vez que o potencial hidrico € a soma do potencial
osmoético e do potencial de pressao ou turgor da planta (MARTINEZ-VILALTA e GARCIA-
FORNER, 2017). Dessa forma, destaca-se que o maior potencial hidrico do meio MS/2
proporcionou condigdes ideais para a absorgdo mais eficiente dos nutrientes pelos
explantes de C. paradoxa durante o cultivo in vitro. Esse fator pode ter sido determinante
para o melhor desempenho observado com o uso do meio MS/2. Portanto, recomenda-se
a utilizacao dessa formulagao para a micropropagacao da espécie C. paradoxa, dada sua

capacidade de promover o desenvolvimento de brotos vigorosos.
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Os explantes de C. paradoxa apresentaram um modelo interessante de
regeneragao de brotos, pois além do desenvolvimento de brotos axilares no cultivo inicial,
ocorreu alongamento destes nos subcultivos posteriores, possibilitando utilizar
simultaneamente, a cultura de nds. A concentragcao de 5,0 uM de BAP foi a que melhor
estimulou este processo, pois 95% dos explantes regeneraram brotos, com comprimento
médio de 3,95 cm. A técnica de cultura de nés também foi utilizada na micropropagagéo
de Handroanthus heptaphyllus (LEZCANO et al., 2021). A constatagao de que o numero
e comprimento médio mais elevado de brotos foi alcancado nos explantes cultivados em
meio suplementado com 5,0 uM de BAP, enquanto o menor numero médio foi observado
em meio sem adi¢ao de citocininas, ressaltou a influéncia deste regulador na proliferacao
dos brotos de C. paradoxa. Estudos anteriores com Alcantarea imperialis (MARTINS et
al., 2020) e Echinacea angustifolia (TYUB et al., 2021) também indicaram que
concentragdes proximas a 5,0 yM de BAP sao mais propicias para estimular a divisao
celular e viabilizar a multiplicacdo de células meristematicas, responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento continuo das plantas. Isso ocorre porque esse regulador
vegetal estimula a organizagdo e desenvolvimento de estruturas meristematicas,
contribuindo para a formagao de multiplos brotos a partir de um Unico explante inicial
(MUHIE et al., 2023). Diante disto, recomenda-se a utilizagdo de 5,0 uM de BAP para
regeneragao dos brotos de C. paradoxa.

A comparagado das citocininas na concentragdo de 5,0 pM, indicou que as
melhores respostas de porcentagem de explantes com brotos ocorreram nos brotos
cultivados em meio contendo ZEA ou BAP. Ambos os reguladores vegetais desempenham
o papel de agentes sinalizadores para as células vegetais, estimulando a divisdo celular
e, por conseguinte, o crescimento dos tecidos vegetais (KAMRAN et al., 2021). No
entanto, a ZEA possui uma propriedade distinta de reduzir temporariamente as etapas
G2 e S durante o ciclo celular. Essas etapas envolvem a sintese de proteinas como a
tubulina, que forma os microtubulos do fuso mitético, e a replicacdo do DNA,
respectivamente (JAMESON et al., 2023). A agdo da ZEA, portanto, acelera o processo
mitético, prolongando a capacidade das células de se dividirem e formarem novos
tecidos. Consequentemente, isso resulta em uma maior eficiéncia no desenvolvimento de
brotos na sua presenca (HALLMARK et al., 2020). Apesar de mais numerosos, os brotos
induzidos em meio de cultura suplementado com ZEA eram pouco vigorosos e com 0s

menores comprimentos médios. Protocolos de micropropagagéo obtidos para espécies
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como Olea europaea (REGNI et al., 2023), Zingiber officinale (ZAHID et al., 2021),
Castanea spp. (SONG et al., 2021) e Diospyros crassiflora (TCHOUGA et al., 2020)
relataram que, com este regulador, o comprimento médio das brotacdes era
inversamente proporcional a taxa proliferativa. Isso ocorre porque, embora a ZEA atue na
expressao de genes que promovem a proliferagao celular e a formagéo de brotos como,
por exemplo, os da familia WUS e CLV, ela também inibe a expressao de genes da familia
CKX, envolvidos nos processos de alongamento celular (HALLMARK et al., 2020).

As respostas de regeneracao e desenvolvimento dos brotos foram melhores com
a citocinina BAP, na concentragdo de 5,0 uM, BAP, sendo indicada para esta etapa da
micropropagag¢ao de C. paradoxa. Isso se deve nado apenas a sua capacidade de
promover a proliferacao das partes aéreas, mas também ao fato de que possui uma taxa
de degradacao mais lenta em comparagao com a ZEA (RUAN et al., 2022). Além disto,
seu custo € expressivamente mais baixo em comparagao com este ultimo regulador,
tornando o processo de producdo de mudas mais economicamente viavel.

O tratamento pulso com AIB apresentou eficiéncia na indug¢ao e desenvolvimento
de raizes de C. paradoxa, pois no tratamento controle, sem adi¢éo de AIB ao meio MS/2,
nenhum explante apresentou raizes. Este fenbmeno corrobora com estudos anteriores
que mostraram que explantes cultivados em meios de cultura, sem a adicao de auxinas,
geralmente n&o enraizam em condigdes de cultura in vitro (PINTO et al., 2020; SOURATI
et al., 2022). A concentracdo mais alta testada do tratamento pulso de AIB (10,0 mM)
resultou na maior porcentagem de explantes enraizados e no maior numero médio de
raizes. Além disto, as plantas enraizadas com esta concentracao de AIB foram as que
apresentaram maior sobrevivéncia, apés o transplantio e aclimatizagéo (78%). Isto indicou
que para C. paradoxa o numero meédio de raizes € um fator importante para sobrevivéncia

ex vitro da espécie apds a micropropagacao.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os agentes desinfestantes, bem como os meios de cultura e os reguladores
vegetais influenciaram as respostas morfogénicas dos brotos de C. paradoxa cultivados
in vitro. Para o estabelecimento de culturas assépticas recomenda-se a desinfestagao
de segmentos nodais com solugéo 1,0% de NaClIO, seguida da solugéo 0,1% de HgClI2,
ambas durante 10 minutos. O cultivo in vitro deve ser realizado em meio MS/2, com

adicdo de 5,0 uM de BAP para regeneragdo de brotos axilares e cultivo de nés. O
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enraizamento deve ser induzido com tratamento pulso de 10,0 mM de AIB durante cinco
minutos, seguido da transferéncia para meio MS/2. A aclimatizagdo de mudas em casa
de vegetagdo ocorreu com sucesso com O uso dos substratos Tropstrato Hi® e

vermiculita (1:1).
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CAPITULO II
DIODOS EMISSORES DE LUZ AFETAM A REGENERAGAO DE BROTOS E O
METABOLISMO FOTOSSINTETICO DE Colletia paradoxa (RHAMNACEAE)
CULTIVADA IN VITRO

Resumo: Colletia paradoxa é uma planta arbustiva, endémica do sul do Brasil e do
leste da Argentina, atualmente ameacgada de extingdo devido a fragmentacéo de seu
habitat. A micropropagacéo surge como uma alternativa promissora para a produc¢ao
em larga escala de mudas dessa espécie. No contexto dos cultivos in vitro, a utilizagéo
de diodos emissores de luz (LEDs) tem se mostrado eficaz no estimulo ao
desenvolvimento de brotagdes, uma vez que os LEDs fornecem comprimentos de
onda especificos que permitem um controle mais preciso sobre a morfogénese das
plantas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes comprimentos de
onda de LEDs na regeneracdo de brotos e no metabolismo fotossintético de C.
paradoxa cultivada in vitro. Segmentos nodais de 2 cm de comprimento foram
desinfestados com imersdo em solugao de 1,0% de hipoclorito de sédio (NaCIlO) por
10 minutos, seguida de imersdo em solugéo de 0,1% de cloreto de mercurio (HgCl,),
com adicao de 0,1% de Tween 20, por 10 minutos. Os explantes foram cultivados em
meio MS/2, suplementado com 5,0 uM de benzilaminopurina (BAP) para o
desenvolvimento dos brotos. Os explantes foram expostos a quatro diferentes
sistemas de iluminagdo com LEDs: LEDs brancos (400—700 nm), LEDs azuis (450—
495 nm), LEDs vermelhos (620-660 nm) e uma combinagdo equitativa de LEDs
vermelhos e azuis (1:1) na sala de cultivo. O efeito desses sistemas foi avaliado por
meio da quantificacdo de pigmentos fotossintéticos, da atividade de enzimas
antioxidantes, da fluorescéncia de clorofila e das trocas gasosas dos explantes. Os
resultados indicaram que os sistemas de iluminagdo com LEDs influenciaram
significativamente o desenvolvimento e o metabolismo fotossintético dos brotos de C.
paradoxa. Para otimizar o desenvolvimento das brotagdes, recomendou-se o cultivo
sob iluminacdo combinada de LEDs vermelhos e azuis (1:1), que resultou em
acréscimos no comprimento médio de brotos (4,13 cm), no numero de nds (3,68) e no
numero meédio de brotos (5,44). Além disso, essa condi¢do luminosa promoveu 0s
maiores niveis de pigmentos fotossintéticos, maior taxa de trocas gasosas, menores
concentracbes de enzimas antioxidantes e menor dissipagdo de energia por
fluorescéncia da clorofila. Portanto, conclui-se que o cultivo in vitro de C. paradoxa
deve ser realizado em meio MS/2, suplementado com 5,0 uM de BAP e sob iluminagao
combinada de LEDs vermelhos e azuis (1:1), para estimular o melhor desenvolvimento
das brotagdes e otimizar o metabolismo fotossintético da espécie.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, fluorescéncia da clorofila, fotossintese,
trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos.
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1 INTRODUGAO

Colletia paradoxa (Spreng.) Escal., pertencente a familia Rhamnaceae, € um
arbusto, endémico das regides subtropicais da América do Sul (MARCHIORI, 1983).
Além de seu valor ornamental, a espécie possui propriedades medicinais e € utilizada
popularmente no tratamento de distirbios gastrointestinais (BASTOS-ZACHIA et al.,
2021). No entanto, devido a fragmentagdo de seu habitat por atividades
agropecuarias, o Centro Nacional de Conservagao da Flora (CNCFLORA, 2012) e o
Ministério do Meio Ambiente (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2021) classificaram a
espécie como ameacada de extingdo. Diante disto e das dificuldades encontradas na
propagacdo da espécie por germinacdo ex vitro e estaquia convencional (CHAUA,
2020), a micropropagagao de C. paradoxa € uma alternativa viavel para a produgéo
de mudas.

A micropropagacgao tem sido amplamente utilizada para a propagacéo rapida e
massal de plantas, visando obter mudas uniformes e livres de patégenos (MURTHY
et al., 2023). Para o desenvolvimento de um protocolo eficiente de produgédo de
mudas, é necessaria a selecdo do explante, do meio de cultura e dos reguladores
vegetais (GUPTA et al., 2020). Outro fator que pode interferir no desenvolvimento das
plantas sdo as condi¢cdes da sala de cultivo, sendo que a manipulacao adequada das
fontes de iluminagao é essencial para o sucesso das culturas in vitro, dado o papel
crucial da luz na morfogénese das plantas (DJANGALINA, 2023).

A utilizagcédo de diodos emissores de luz (LEDs) nas salas de cultivo in vitro tem
se destacado nos ultimos anos por proporcionar maior precisao na emissao de luz em
comprimentos de onda especificos, permitindo um controle mais rigoroso sobre os
processos fisioldgicos e de desenvolvimento das plantas (PANG et al., 2023). Outra
vantagem dos LEDs é a sua alta eficiéncia energética, convertendo energia elétrica
em luz de forma mais eficiente do que as lampadas fluorescentes convencionais,
resultando em menor consumo de energia e reducdo dos custos operacionais
(ATTAYA, 2021). Além disso, a baixa emissao de calor dos LEDs minimiza o risco de
superaquecimento dos tecidos cultivados in vitro, garantindo um ambiente de cultivo
mais estavel e controlado (ATTAYA, 2021; BARCELO-MUNO?Z et al., 2022).

Apesar da baixa taxa fotossintética dos explantes em virtude da presenca de
carboidratos no meio de cultura (MURTHY et al., 2023), eventuais estresses causados
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por fatores abidticos, como a iluminagao, podem danificar o aparelho fotossintético,
especialmente o fotossistema Il (FSII), levando a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), fotoinibigdo, desequilibrio nas vias de sinalizagdo redox
fotossintéticas e inibigao da reparagao do FSII (SGHAIER-HAMMAMI et al., 2023). As
plantas mitigam os efeitos do estresse abiotico dispersando a energia absorvida por
meio de processos nédo radiativos, reduzindo a taxa de transporte de elétrons ou
convertendo a luz absorvida em excesso em energia térmica (MOUSTAKA e
MOUSTAKAS, 2023). A dissipacao da energia de excitacdo excedente é conhecida
como dissipagao nao-fotoquimica ou fluorescéncia da clorofila a (fchla) (MAGUIRE et
al., 2020).

A fchla é um indicador sensivel da fotossintese e tem sido amplamente utilizada
para detectar os efeitos de estresses bidticos e abidticos em culturas in vitro. Esta
dissipacao energética se da a partir da reemissao da energia luminosa em forma de
iluminagdo vermelho-distante pelas moléculas de clorofila (KALAI et al., 2016). Sua
intensidade é inversamente proporcional a fragdo de energia utilizada para a
fotossintese (GOLTSEV et al., 2016). Portanto, a andlise de seu transiente fornece
informacdes acerca da eficiéncia quantica fotoquimica e ndo fotoquimica das plantas.
Isso é importante para a avaliacdo da fotossintese e, em ultima analise, para a
produtividade vegetal, ja que as reagdes fotoquimicas fornecem energia e poder
redutor para a assimilagédo de CO2 (TSIMILLI-MICHAEL, 2020). A fchla é emitida pelo
FSIl a partir do equilibrio redox de seu aceptor primario de elétrons, a plastoquinona
A (QA). Quando QA esta no estado oxidado, o centro de reac&o do FSII esta aberto e
a emissao de fchla é nula. No entanto, quando QA esta no estado reduzido (QA-), o
centro de reacao do FSIl esta fechado e a emissao de fchla ocorre. Diante disto, a
fchla reflete o resultado liquido da redugdo de QA devido a atividade do FSIl e a
reoxidagao de QA pelas atividades do fotossistema | (FSI) (GUIDI et al., 2019).

A medicao nao invasiva da fotossintese por meio da fchla é capaz de fornecer
informacdes sobre a viabilidade da planta e a eficiéncia de seu aparelho fotossintético
(GOLTSEV et al., 2016). Mesmo com a presenca de sacarose no meio de cultivo
(NGUYEN et al., 2019), o desempenho fotossintético dos explantes é crucial para o
sucesso das etapas subsequentes in vitro, especialmente a multiplicagao de brotos e
aclimatizacdo (CIOC e PAWELOWSKA, 2020; SHANG et al., 2023). Neste contexto, a

performance—folossintética o desempenho fotossintético pode ser aprimorado pela
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aplicagcao de um espectro especifico de luz por meio de LEDs, durante a cultura in vitro
(SHANG et al., 2023). Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos
de diferentes espectros luminosos de LEDs no desenvolvimento de brotos e no

metabolismo fotossintético e antioxidante de C. paradoxa cultivada in vitro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas 350 plantas jovens, de dois a quatro anos de idade,
provenientes da Sociedade Chaua, localizada em Campo Largo, Parana (-25.4270, -
49.4843). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo pertencente ao
Departamento de Boténica da Universidade Federal do Parana (UFPR), sendo
podadas mensalmente e pulverizadas semanalmente com 2 g L' do fungicida
Cercobin®. A casa de vegetacao foi mantida com temperatura média de 25+ 2 °C e
radiagdo fotossinteticamente ativa de 56 pymol m2 s, fornecida por ldmpadas de
mercurio (250 W) e fotoperiodo de 12 horas. As etapas laboratoriais de
micropropagacgao foram desenvolvidas no Laboratério de Micropropagacgao Vegetal,

pertencente ao Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

2.2 ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS

Para o estabelecimento das culturas assépticas, brotacdes apicais, com cerca
de dois centimetros de comprimento, foram coletadas, cortadas as gemas apicais e
as suas folhas e submetidas a desinfestacdo com solugéo de 1,0% de hipoclorito de
sédio (NaClO), durante 10 min, seguida por solugcéo de 0,1% de cloreto de mercurio
(HgCl2) durante 10 min, acrescidas de 0,1% de Tween 20, em agitagdo. Os explantes
foram lavados seis vezes em agua destilada e esterilizada. Posteriormente, foram
inoculados em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), com a concentragdo de sais

reduzida pela metade (MS/2).
2.3 DESENVOLVIMENTO DAS BROTACOES

Os explantes foram cultivados em meio MS/2, acrescido de 5,0 pM de

benzilaminopurina (BAP — Sigma Aldrich). Apos dois subcultivos de 30 dias foram
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avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de explantes com brotos, numero
meédio de nds por explante, nimero médio de brotos por explante e o comprimento

meédio dos brotos.

2.4 MEIO DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

O meio de cultura utilizado foi 0 MS/2 de consisténcia semissolida com adi¢cao
de 5,7 g L' de agar Kasvi®, 30 g L' de sacarose e 0,1% de plant preservative mixture
(PPM). O pH do meio de cultura foi ajustado em 5,8 com hidréxido de soédio (NaOH)
ou acido cloridrico (HCI) 1,0 N. Na etapa de estabelecimento de culturas assépticas
foram utilizados tubos de ensaio (20 X 100 mm), contendo 10 mL de meio de cultura.
Na etapa de regeneragéo de brotos, os explantes foram inoculados em frascos do tipo
pote (65 x 130 mm) contendo 40 mL de meio de cultura. Os tubos de ensaio e frascos
foram fechados com tampas de polipropileno. Os meios foram esterilizados em
autoclave (120°C e 1,06 Kg cm de presséao, durante 20 minutos).

As culturas de C. paradoxa foram mantidas em sala de crescimento a 25 + 2°C,
com fotoperiodo de 16 horas. Foram utilizados quatro sistemas de iluminagao por
LEDs (Tabela 1). Cada sistema foi composto por quatro lampadas tubulares de 1,2 m,
18W, Electrolux® com angulo de iluminagao de 330°. A distribuicdo espectral dos
LEDs utilizados nos experimentos pode ser observada na figura 1. A medi¢cdo da
radiancia absoluta foi conduzida mediante o uso de um Luximetro Data Logger DT-
8809A.

TABELA 1. SISTEMAS DE ILUMINAGAO POR DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS) UTILIZADOS NA
MICROPROPAGAGCAO DE Colletia paradoxa.

63

Sistema de iluminagao Composicao espectral PPFD (umol m2s™)
LEDs monocromaticos brancos 400-700 nm 9,0
LEDs monocromaticos vermelhos 620-660 nm 75,9
LEDs monocromaticos azuis 450-495 nm 42,9
LEDs vermelhos e azuis (1:1). 450-495 e 620-660 nm 59,7

Legenda: PPFD — densidade do fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
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FIGURA 1 - DISTRIBUICAO ESPECTRAL DOS DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS) UTILIZADOS
PARA MICROPROPAGACAO DE Colletia paradoxa.

110

= o LEDs v [
e LEDs A [
F LEDs A/V (1:1) il
£ 80 LEDs B
(&}
= 70
=
© 60 -
2 50+
2
S 40 -
g 30 -
=
€@ 20 4
©
£ 10- \
0 / — /4
[ I
-10

T T T
400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Legenda: LEDs B - LEDs brancos; LEDs V — LEDs vermelhos; LEDs A — LEDs azuis; LEDs A/V (1:1) -
LEDs azuis e vermelhos na proporg¢ao 1:1. Fonte: o autor.

2.5 ANALISES FISIOLOGICAS

As analises fisiologicas nos explantes submetidos aos diferentes sistemas
luminosos por LEDs no cultivo in vitro foram realizadas apos dois subcultivos de 30
dias, em meio MS/2, suplementado com 5,0 yM de BAP. Foram utilizadas 10 amostras

vegetais cultivadas em cada sistema luminoso.

2.5.1 Pigmentos fotossintéticos

Para a extracao e analise de clorofila a (chla), clorofila b (chlb), clorofila total
(chlt) e carotenoides, seguiu-se a metodologia proposta por Porra et al. (1989) e
Lichtenthaler et al. (1983). A massa fresca do material vegetal foi obtida em balanga
analitica. O material vegetal foi macerado e homogeneizado utilizando graal e pistilo,
com 2,0 mL de acetona a 80%. O volume foi ajustado para 4,0 mL do reagente. O
extrato foi centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi analisado em

espectrofotdbmetro nas seguintes absorbancias: 470 nm, 663 nm e 646 nm. Os teores
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de pigmentos clorofilianos e carotenoides foram calculados utilizando as seguintes

equacoes:

(1) Clorofilaa (ug mL™") =12,21 Ases — 2,81 Asss
(2) Clorofila b (ug mL™") = 20,13 Ass6 — 5,03 Aes3
(3) Clorofila total a + b (ug mL™") = 17,76 Ae4s + 7,34. Ase3
(4) Carotenoides (ug mL™") = (1000A470 - 3.27[clorofila a] - 104[clorofila b]) / 229
Além disto, os espectros de absorgdo dos extratos dos pigmentos foram
analisados por varredura no espectrofotometro, cobrindo a faixa de 350 a 750 nm em

intervalos de 1 nm.

2.5.2 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a (fchla) foi obtida por meio do Fluorémetro PAM-
2500 (Pulse Amplitud Modulated, Heinz Walz, GmB). As folhas dos explantes foram
adaptadas ao escuro por meio do clipe foliar, durante 10 minutos. Foi utilizada a
avaliagao da cinética rapida para obtencdo da curva OJIP (Fast Kinect, protocolo
Poly300ms). Os valores relativos a cinética da fluorescéncia foram submetidos ao JIP
teste (STRASSER, 1981).

Os parametros relativos ao JIP teste foram obtidos por meio de calculos
baseados nos quatro processos principais da fotossintese: absorgao de elétrons pelos
complexos antena (ABS), aprisionamento dos elétrons nos centros de reagéo (TRo),
transporte dos elétrons pela cadeia transportadora (ETo) e a dissipagao da energia por
vias nao fotoquimicas (Dlo). Os parametros foram estimados por secc¢ao transversal
das folhas (CS). A partir destes, outros parédmetros condizentes a rendimentos
quanticos dos processos fotossintéticos e indices de vitalidade das plantas também
foram calculados (GOLTSEV et al., 2016) (Tabela 2).
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TABELA 2 - PARAMETROS RELATIVOS AO JIP TESTE CALCULADOS A PARTIR DA
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A.
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Parametro Férmula Definigcao
FM (P) - Fluorescéncia maxima
Mo = [4.(F300us-F50us) / (FM- F50ps)] Taxa liquida de fotossistemas Il fechados.

dRo (REO/ETo)

YEo (ETo/TRo)

0Po (TRo/ABS)
¢Do (Dlo/ABS)
0Eo (ETo/ABS)
oRo (REo/ABS)
ABS/CS
TRo/CS
Dlo/CS

ETo/CS

PICS

= (FM - FI)/ (FM - FJ)

=1-WJ

= Fv/Fm = 1- (F50ps /FM)
= Dlo/ABS = 1-¢Po = (F50us /FM)
= @Po.Wo = [1- (F50us /FM)] (1-VJ)
=[1- (Fo/FM)] (1-VI) = 1- FI /[FM
Proporcional a Fo
= (ABS/CS) (TRo/ABS)
= (ABS/CS) - (TRo/CS)

= (ETo/RC) (RC/CS)

(RC. ¢Po.¥0) /(CS.1-pPo.1-Wo)

Probabilidade de o elétron ser
transportado da plastoquinona para
aceptor do fotossistema .
Probabilidade energia de excitagcao
capturada pelo centro de reagdo mover
um elétron apds a plastoquinona A.
Eficiéncia quantica maxima do
fotossistema II.

Eficiéncia quantica maxima de excitacéo
nao fotoquimica.

Eficiéncia quantica maxima do transporte
de elétrons.

Eficiéncia quantica maxima dos elétrons
que atingem o receptor.
Numero de fétons absorvidos por secéo
transversal da folha.

Energia capturada por se¢ao transversal
da folha
Energia dissipada por secao transversal
da folha
Transporte de elétrons por segéo
transversal da folha
indice de desempenho, um indicador da
atividade funcional do fotossistema Il
expresso por unidade de segéo
transversal da area iluminada.

Fonte: GOLTSEV et al., (2016).

Os parametros de fchla calculados para este estudo (Tabela 1) possuem alta

multicolinearidade, ou seja, possuem relagdes lineares exatas ou aproximadamente

exatas entre si (CHU et al., 2022). Para estimar a multicolinearidade desses dados foi

realizada a analise de variance inflation factor (VIF). O calculo do VIF serve para

ajustar um modelo de regressao para cada variavel independente, utilizando todas as
outras variaveis independentes como preditores (AKINWANDE et al., 2015). O VIF foi

calculado como a raz&o entre a variancia da estimativa do coeficiente de regressao

para um dos parametros (pPo) e a varidncia média de todos os coeficientes de

regressao para os demais parametros, assim como mostra a equagao a seguir:

VIF=1/(1-R?)

Para analise de componentes principais foram selecionados os parametros que
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apresentaram VIF > 10.

2.5.3 Enzimas antioxidantes

A extracdo das proteinas e analise de enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase, catalase, peroxidase, ascorbato peroxidase) foi realizada seguindo a
metodologia proposta por Azevedo et al. (1998). A massa fresca do material submetido
a extragcdo de proteinas foi mensurada em balanga analitica. O tamp&o fosfato
utilizado na extragdo proteica foi constituido por 7,265g de fosfato dipotassico
(K2HPO4) e 0,186g de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) com pH ajustado para
7,5. Todos os procedimentos de extracdo foram realizados em banho de gelo. O
material foi macerado e homogeneizado em graal e pistilo sendo, posteriormente,

centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 3°C.

2.5.4 Determinagao do teor de proteinas

O método de Bradford (1976), utilizado na determinagao do teor de proteinas,
foi baseado na estimativa da ligacao do azul brilhante de Coomassie e do extrato
proteico em comparagdo ao extrato de soro albumina bovina. Para tanto, foram
utilizados 1500 ul do azul brilhante de Coomassie, 1450 ul de agua destilada e 50 pl
do extrato centrifugado. Apds cinco minutos, a absorbancia da amostra foi analisada

em espectrofotometria a 595 nm contra um branco analitico.

2.5.5 Determinagao de superoxido dismutase (E.C. 1.15.1.1)

A atividade da superoéxido dismutase (SOD) foi calculada pela adigao de 50 pL
do extrato proteico a uma solugao tampao de fosfato de potassio (50 mM) com 13 mM
de metionina, 75 uM de azul de nitrotetrazdlio (NBT), 100 mM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 2 uM de riboflavina, expostos a luz fluorescente
(15W) durante 10 minutos (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). A leitura
espectrofotométrica foi realizada a 560 nm e 1 unidade de SOD foi definida como a

quantidade de enzima requerida para inibir 50% da fotorredu¢do do NBT.

2.5.6 Determinacao da catalase (E.C. 1.11.1.6)

As analises de catalases (CAT) foram baseadas na metodologia descrita por

67

67



Kraus et al. (1995), com modificagbes propostas por Azevedo et al. (1998). O meio de
reacao para estimativa da catalase consistiu em uma solucédo tampéao de fosfato de
potassio (1000 mM), com peroxido de hidrogénio a 25%, mantido a 25°C em banho-
maria. O consumo do substrato (H202) foi acompanhado por espectrofotometria
durante um minuto com leituras a cada segundo a 240 nm, comparadas com um

branco analitico.

2.5.7 Determinacao das peroxidases totais (E.C. 1.11.1.7)

A analise das peroxidases totais (POX) foi baseada na metodologia proposta
por Peixoto et al. (1999). O meio de reacdo para estimativa dessas enzimas foi
composto por solugdo tampao de fosfato de potassio (25 mM) contendo 1,2611g de
acido pirogalico e 680 uL de H202 a 50%. Foi também necessario preparar uma
solugédo acido sulfurico, que correspondeu a 2,5 ml de H2SO4 em 50 ml de agua
destilada. Em tubos de ensaio, para produzir o branco analitico, foi solubilizado 4,9 ml
do meio de reagao, 100 uL de tampéao fosfato de potassio (pH 6,8) e 0,5 ml de H2SOa.
Para as analises foi alocado em tubos de ensaio 4,9 ml do meio de reagao e 100 uL
do extrato vegetal. Ap6s um minuto foi adicionado 0,5 ml de H2SOa4. A leitura em

espectrofotdmetro foi realizada a 420 nm.

2.5.8 Determinacao da ascorbato peroxidase (E.C. 1.11.1.11)

A andlise da ascorbato peroxidase (APX) foi baseada no método de Nakano e
Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm em
espectrofotobmetro. O meio de reacgao, incubado a 25°C, foi composto de tampéo
fosfato de potassio (80 mM) (pH 7,0), 0,03 M de H202, 0,1 M de acido ascorbico, agua
destilada e 20 pL do extrato proteico. Para calculo da atividade da APX foi utilizado o

coeficiente de estimacgao de 2,8 mM-' cm'.

2.5.9 Determinagao de trocas gasosas

As caracteristicas de trocas gasosas dos explantes foram avaliadas com
analisador infravermelho de trocas gasosas (IRGA) modelo LI-6400. Foram avaliadas
as seguintes variaveis: condutancia estomatica (CE), a taxa transpiratéria (TT), a taxa

fotossintética (TF) e a concentragéo interna de CO2 (Cl). A densidade de fluxo de
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fotons fotossinteticamente ativos foi fixada na camara do aparelho em 100 mol m=2s™

2.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de regressao logistica a partir de Modelos
Lineares Generalizados (MLG), sendo ajustados a distribuicdo gama com fungéo de
ligacdo Log. As diferengas estatisticas (p<0,05) foram analisadas por comparagao aos
pares pelo teste de significancia de Bonferroni. As analises foram realizadas no
Ambiente R (CORE TEAM, 2020).

As analises de razdes de chances (RC) foram realizadas a partir de regressoes
logisticas com um nivel de confianga de 95% (p<0,05). Esta foi empregada como
medida de associagdo que compara as chances de ocorréncia de um evento entre
tratamentos utilizados em experimentagdes bioldgicas (GOSHO et al., 2023). Para
garantir RC positivas entre os resultados foram utilizados como referéncias os
tratamentos controles ou com os menores valores para cada uma das variaveis. A
analise foi realizada no Ambiente R (CORE TEAM, 2020).

3 RESULTADOS
3.1 DESENVOLVIMENTO DOS BROTOS

Apos dois subcultivos de 30 dias, a porcentagem de explantes com brotos
cultivados sob a iluminacdo de LEDs brancos foi significativamente superior a
daqueles cultivados em outros sistemas de LEDs (Figura 2A). No entanto, foi no cultivo
sob LEDs V/A (1:1) que as plantas apresentaram os maiores comprimentos médios
dos brotos (4,13 cm), 0 maior numero de nds (3,68) e maior numero médio de brotos
(5,44) (Figuras 2B, 2C e 2D).
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FIGURA 2 — REGENERAGCAO DE BROTOS EM EXPLANTES DE Colletia paradoxa, CULTIVADOS EM
MEIO MS/2 (MS COM A CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA PELA METADE), SUPLEMENTADO
COM 5,0 uM DE BENZILAMINOPURINA (BAP), EM FUNCAO DA EXPOSICAO A DIFERENTES

DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).
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Legenda: A - Explantes com brotos (%); B - Comprimento médio dos brotos (cm); C - NUumero médio
de nds por brotos; D — nimero médio de brotos por explante. Letras diferentes entre os cultivos nos
diodos emissores de luz representam diferengas estatisticas (Teste de Bonferroni, p<0,05). Fonte: o

autor.

Corroborando com os resultados supracitados, comprovou-se que as plantas
cultivadas sob iluminag¢ado de LEDs brancos apresentaram a maior razdo de chance
(RC=5,91) de induzirem brotos nos explantes (Figura 3A). No entanto, as maiores
razdes de chance de ocorrerem brotos mais alongados (RC=4,26), com maior numero
de regides internodais (RC=3,59) e, consequentemente, com maior numero médio de

brotos (RC=6,85) foram observadas nas plantas cultivadas sob iluminagdo combinada

de LEDs V/A (1:1) (Figura 3A, 3B e 3C).
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FIGURA 3 - RAZOES DE CHANCES DA REGENERAGAO DE BROTOS DE Colletia paradoxa,
CULTIVADOS EM MEIO MS/2, SUPLEMENTADO COM 5,0 uM DE BENZILAMINOPURINA, EM
FUNCAO DA EXPOSICAO A DIFERENTES DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).

A Referéncia: LEDs V B Referéncia: LEDs V
1 3 5 7 -1 1 3 5
591* -
LEDs B ——| || LEDs AV (1:1) 4%
4 72* 3,46
LEDs AN (1:1) —_— LEDs B —_—
2,55* 1,28*%
LEDs A —_— LEDs A —_—
Explantes com brotos Comprimento médio dos brotos
C Referéncia: LEDs V D Referéncia: LEDs V
0 2 4 0 2 4 6 8 10
LEDs ANV (1:1) A LEDs ANV (1:1) 88
LEDs B 3z LEDs B &
1,24 1,65*
LEDs A —_— LEDs A —eo—
Numero médio de nés Numero médio de brotos

Legenda: A - Explantes com brotos (%); B - Comprimento médio dos brotos (cm); C - Numero médio
de nds por brotos; D — numero médio de brotos por explante. Fonte: o autor. *Diferenga significativa
(p<0,05) quando comparado com o tratamento de referéncia. Fonte: o autor.

A figura 4 ilustra a regeneracdo de brotagdées nos explantes de C. paradoxa,
cultivados em meio MS/2, suplementado com 5,0 yM de BAP, sob os diferentes

sistemas iluminacéao por LEDs.
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FIGURA 4 — BROTOS DE Colletia paradoxa, APOS O SEGUNDO SUBCULTIVO DE 30 DIAS, EM
MEIO MS/2, SUPLEMENTADO COM 5,0 yM DE BENZILAMINOPURINA (BAP), SOB DIFERENTES
SISTEMAS DE ILUMINACAO POR DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDs).

A B

Legenda: A — explantes cultivados sob LEDs vermelhos; B - explantes cultivados sob LEDs azuis; C -
explantes cultivados sob LEDs brancos; D — explantes cultivados sob LEDs vermelhos/azuis (1:1).
Barra: 1 cm. Fonte: o autor.

3.2 ANALISES FISIOLOGICAS
3.2.1 Pigmentos fotossintéticos

Os niveis de chla, chlb e chlt obtidos nos brotos de C. paradoxa cultivados sob
a iluminacao combinada de LEDs V/A (1:1) foram estatisticamente superiores aos dos
outros LEDs (Figura 5A). Por outro lado, os niveis mais baixos desses pigmentos
foram observados nos brotos sujeitos a irradiagdo monocromatica de LEDs vermelhos.
Nessa condigdo, os brotos também apresentaram a mais alta concentragdo de
carotenoides (Figura 5A). As menores concentragdes de carotenoides

foram obtidas nos brotos cultivados, sob a iluminagao combinada de LEDs V/A (1:1)
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e LEDs brancos, sem diferencgas significativas entre esses dois tratamentos (Figura
5A).

Os brotos de C. paradoxa submetidos aos diferentes sistemas de iluminagao
por LEDs exibiram um padréao consistente no espectro de absorbancia de energia
luminosa (Figura 5B). A maior absorbancia foi registrada nas plantas cultivadas sob a
iluminagdo combinada de LEDs V/A (1:1), seguida por aquelas sujeitas a iluminagao
de LEDs B. Os menores espectros de absorgao de luz pelos pigmentos fotossintéticos
foram observados nos brotos cultivados sob a iluminacdo monocromatica de LEDs

vermelhos ou azuis (Figura 5B).
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3.2.2 Fluorescéncia da clorofila a

Em todos os tratamentos luminosos, os brotos de C. paradoxa exibiram padroes
consistentes nas curvas polifasicas de emissao fchla (curva OJIP) (Figura 6). Cada
ponto de inflexdo da curva, representado pelas letras O, J, | e P, caracteriza um
momento especifico desta dissipagédo energética. O ponto O corresponde a emissao
inicial da fchla aos 50 us apds a aplicacdo do pulso de luz, enquanto o ponto J
corresponde a 2 ms, o ponto | a 30 ms e o ponto P a fluorescéncia maxima (Fwm).

As plantas cultivadas sob iluminagdo exclusiva de LEDs vermelhos
demonstraram a maior emissao de fchla (Figura 6). Os pontos de inflexdo da curva
OJIP sob essa condi¢ao luminosa foram estatisticamente superiores aos dos demais
tratamentos, com excecgéo da fluorescéncia inicial (O), que ndo apresentou diferencas
significativas em relagdo aos brotos submetidos a iluminagdo de LEDs azuis. Em
contraste, a menor emissdo de fchla foi observada nas plantas cultivadas sob
iluminagdo combinada de LEDs V/A (1:1). Seus pontos de inflexdo foram
estatisticamente inferiores dos demais tratamentos, com excecéo, mais uma vez, da
fluorescéncia inicial (O) que n&o diferiu estatisticamente dos brotos submetidos a

iluminagao de LEDs brancos (Figura 6).
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FIGURA 6 - CURVA POLIFASICA (OJIP) DA EMISSAO DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A, EM
BROTOS DE Colletia paradoxa, APOS DOIS SUBCULTIVOS DE 30 DIAS, EM MEIO MS/2,
SUPLEMENTADO COM 5,0 uM DE BENZILAMINOPURINA, EM FUNGAO DE DIFERENTES
TRATAMENTOS LUMINOSOS POR DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).

8
—— LED Azul

7] — LED Vermelho
—— LED Azul/Vermelho (1:1) P
—— LED Branco |

Fluorescéncia (U.A.)

aa
bb

T
0,01 0,1 1 10 100

T T T

Tempo (ms)
Legenda: LED - diodos emissores de luz; U.A. — unidade arbitraria; ms — milissegundos; O
fluorescéncia a 50 ps; J — fluorescéncia a 2 ms; | — fluorescéncia a 30 ms; P — fluorescéncia maxima.
As letras de A a D representam diferencgas estatisticas (Teste de Bonferroni, p<0,05) entre os valores
de O, J, |, P registrados nos brotos cultivados em diferentes sistemas de iluminagao por LEDs.

Foram registradas diferengas estatisticas entre os valores dos rendimentos
quéanticos fotossintéticos (ABS/CS, TRo/CS, DIo/CS e ETo/CS), fluxos fenomenoldgicos
por secgao transversal da folha (Mo, R0, WEo, ®Po, ¢Do, Eo € pRO) e indices de vitalidade
(P1/CS e RC/CS) entre os brotos cultivados sob diferentes sistemas de iluminagao por
LEDs (Figura 7).

Os valores de DIlo/CS e @Do foram estatisticamente superiores nas plantas
cultivadas sob iluminagao de LEDs vermelhos (Figura 7). Todos os outros parametros
mensurados foram significativamente superiores nos brotos cultivados sob a
iluminagdo combinada de LEDs V/A (1:1). Os brotos cultivados sob LEDs V/A (1:1) e
LEDs brancos nao apresentaram diferencas estatisticas quanto aos parametros
TRo/CS, WE, e @E, (Figura 7).
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As alteracdes nos processos fotoquimicos do FSII dos brotos de C. paradoxa
cultivados sob diferentes sistemas de iluminacéo por LEDs podem ser observadas a
partir de modelos fenomenoldgicos de suas folhas (Figura 8). Observou-se que as
plantas submetidas a iluminagcdo de LEDs V/A (1:1) foram as que apresentaram o
maior fluxo de fétons que foram absorvidos pelos pigmentos fotossintéticos (ABS),
presos pelos centros de reagdo (TRo) e conduzidos a cadeia transportadora de
elétrons (ETo) para a sintese de ATP e NADPH (Figura 8A). Além disto, sob este
sistema de iluminacéao, os brotos apresentaram o maior numero de centros de reagao
ativos. Por sua vez, as plantas cultivadas sob iluminagdo monocromatica de LEDs
vermelhos foram as que apresentaram a maior taxa de energia luminosa dissipada

pelo FSII (Dlo) e 0 menor numero de centros de reagao ativos (Figura 8D).
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FIGURA 8 — MODELO FENOMENOLOGICO FOLIAR DOS BROTOS DE Colletia paradoxa, APOS
DOIS SUBCULTIVOS DE 30 DIAS, EM MEIO MS/2 SUPLEMENTADO COM 5,0 yM DE
BENZILAMINOPURINA, EM FUNGCAO DE DIFERENTES TRATAMENTOS LUMINOSOS POR
DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).

A

Legenda: Plantas cultivadas sob incidéncia de A — LEDs vermelhos/azuis (1:1); B — LEDs Brancos; C —
LEDs azuis; D — LEDs vermelhos. Parametros: ABS/CS - numero de fétons absorvidos por centro de
reacdo; TRo/CS - energia conduzida pelos centros de reacéo; DIo/CS - energia dissipada pelo centro
de reacgao; ETo/CS - transporte de elétrons por centro de reagéo. Os valores de cada parametro séo
observados pelas mudancas relativas das larguras de cada seta. Os centros de reacao inativos sao
mostrados como circulos abertos e os centros de reacdo ativos sao circulos fechados. Fonte: o autor.
3.2.3 Trocas gasosas

Os brotos de C. paradoxa cultivados sob a iluminagdo de LEDs V/A (1:1)
demonstraram os mais elevados indices de condutancia estomatica (Figura 9A), teor
intracelular de carbono (Figura 9B), taxa de transpiragdo (Figura 9C) e taxa
fotossintética (Figura 9D). Por contraste, os valores mais baixos das variaveis
mencionadas foram obtidos nas plantas cultivadas sob a iluminagdo monocromatica

de LEDs vermelhos (Figura 9).




FIGURA 9 - TROCAS GASOSAS FOLIARES DOS BROTOS DE Colletia paradoxa, APOS DOIS
SUBCULTIVOS DE 30 DIAS, EM MEIO MS/2, SUPLEMENTADO COM uM 5,0 DE
BENZILAMINOPURINA, EM FUNGCAO DE DIFERENTES TRATAMENTOS LUMINOSOS POR
DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).
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Legenda: LED V — LEDs vermelhos; LED V/A (1:1) — LEDs vermelhos e azuis (1:1); LED A — LEDs
azuis; LED B — LEDs Brancos. Letras diferentes sobre as barras de desvio padrdo representam
diferencas estatisticas (Teste de Bonferroni, p<0,05) das variaveis entre os tratamentos luminosos.
Fonte: o autor.

3.2.4 Atividades enzimaticas especificas

Os teores de SOD, CAT, APX e POX foram estatisticamente superiores nos
brotos de C. paradoxa cultivados sob iluminagdo monocromatica de LEDs vermelhos
(Figura 10). Os menores teores destas enzimas foram registrados nas plantas
cultivadas sob incidéncia de LEDs V/A (1:1) (Figura 10).
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FIGURA 10 - ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS BROTOS DE Colletia paradoxa, APOS DOIS
SUBCULTIVOS DE 30 DIAS, EM MEIO MS/2, SUPLEMENTADO COM 5,0 uM DE
BENZILAMINOPURINA, EM FUNGCAO DE DIFERENTES TRATAMENTOS LUMINOSOS POR
DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).
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Legenda: SOD — superoxido dismutase; CAT — catalase; APX — ascorbato peroxidase; POX —
peroxidases totais; LED V — LEDs vermelhos; LED V/A (1:1) — LEDs vermelhos e azuis (1:1); LED A —
LEDs azuis; LED B — LEDs Brancos. Letras diferentes sobre as barras de desvio padrdo representam
diferencas estatisticas (Teste de Bonferroni, p<0,05) das variaveis entre os tratamentos luminosos.
Fonte: o autor.

3.2.5 Analise de componentes principais

A correlagao entre as variaveis respostas com seus respectivos tratamentos
foram avaliadas por meio da analise de componentes principais (PCA). As duas
primeiras componentes explicaram juntas 96,4% da variabilidade dos dados (Figura
11). As variaveis altamente correlacionadas entre si (explantes com brotos,
comprimento médio de brotos, numero médio de regides internodais, clorofila total,
ORo, ®Eo @Ro, TRo/CS, ETo/CS, DIo/CS, Plcs, RCcs, taxa de transpiragdo e taxa
fotossintética) ndo foram consideradas para essa analise, pois apresentaram VIF >
10.



Os vetores no grafico (Figura 11) apontaram a dire¢cdo e a magnitude de cada
parametro em relagdo aos componentes principais. Isto indica que o numero médio
de brotos, os teores de pigmentos fotossintéticos (chla e chlb), alguns parametros de
fchla (Mo, @Po, WEo e ABS/CS) e parametros que estimam as trocas que ocorrem nas
folnas (condutancia estomatica e carbono intrafoliar) estiveram altamente
correlacionados com os brotos cultivados sob iluminagado de LEDs V/A (1:1). Por sua
vez, os pigmentos carotenoides, os parametros da fchla Fme ¢Do e teores de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, APX e POX) estiveram altamente correlacionados aos

brotos cultivados sob iluminagdo monocromatica de LEDs vermelhos.

FIGURA 11 — ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DAS VARIAVEIS MORFOMETRICAS
E FISIOLOGICAS, REGISTRADAS NOS BROTOS DE Colletia paradoxa, APOS DOIS SUBCULTIVOS
DE 30 DIAS, EM MEIO MS/2, SUPLEMENTADO DO 5,0 DE BENZILAMINOPURINA, EM FUNGAO DE
DIFERENTES TRATAMENTOS LUMINOSOS POR DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS).
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taxa liquida de fotossistemas Il fechados, CE — condutancia estomatica, Cl — carbono intrafoliar, NMB
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4 DISCUSSAO

O impacto dos diferentes comprimentos de onda emitidos por LEDs foi
evidenciado pelas respostas morfogénicas dos brotos de C. paradoxa cultivados in
vitro. A utilizagdo de LEDs brancos resultou na maior porcentagem de explantes com
brotos. Notavelmente, este sistema de iluminagcdo exibiu o menor PPFD medido,
equivalente a 9,0 umol m? s-', entre as condigdes testadas. Apesar disso, observou-
se uma resposta morfogénica positiva, que pode ser atribuida a ampla composi¢céao
espectral dos LEDs brancos, a qual inclui picos significativos nas regides do vermelho
(620-630 nm), verde (520-530 nm), azul (450-470 nm) e amarelo (550-580 nm)
(KLIMEK et al., 2022). Outros estudos ja ressaltaram a eficacia da luz branca em
estimular a regeneracéo de brotos no cultivo in vitro de Eucalyptus urophylla (MIRANDA
et al., 2020) e Zingiber officinale (GNASEKARAN et al., 2022). Estudos adicionais
sugeriram que a morfogénese dos vegetais ndo depende exclusivamente do PPFD,
mas também da qualidade espectral da luz (BARCELO-MUNOZ et al., 2021). Assim,
a interagao entre a intensidade luminosa e o espectro de luz pode influenciar de
maneira significativa o desenvolvimento dos brotos, uma vez que diferentes
comprimentos de onda podem ativar caminhos metabdlicos especificos e promover o
desenvolvimento das plantas.

Os melhores resultados em relacdo ao comprimento médio dos brotos, bem
como ao numero médio de regides internodais € ao numero médio de brotos, foram
obtidos nos explantes cultivados sob iluminagdo combinada de LEDs azul e vermelho
na proporcao de 1:1. Este sistema de iluminacédo apresentou um PPFD intermediario
de 59,7 pmol'-m™2-s™' situando-se entre os valores observados para LEDs
monocromaticos vermelhos (75,9 ymol-m™2-s7") e azuis (42,9 pmol-m™2-s™).

Independentemente da intensidade luminosa, as respostas morfogénicas
positivas observadas podem ser atribuidas a presenga de pigmentos fotossensiveis
nos explantes, como fototropinas e fitocromos. Esses pigmentos sdo capazes de
absorver luz nas regides do vermelho, do vermelho distante e, em menor grau, da luz
azul. As fototropinas, que respondem a comprimentos de onda especificos da luz,
desempenham um papel crucial na orientagdo do crescimento vegetal e na alocagao
de fotoassimilados para diversos o6rgaos vegetais (CIOC et al., 2020). Por outro lado,
os fitocromos, que reagem predominantemente a luz vermelha, regulam processos

essenciais do desenvolvimento vegetal, como germinagdo, alongamento do caule e
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floracdo (LABUZ et al., 2022). A combinacdo dessas respostas sugere uma sinergia
entre os comprimentos de onda azul e vermelho no desenvolvimento dos brotos,
conforme evidenciado por Li et al. (2020). Além disso, como destacado por Silos-
Espino et al. (2023), diferentes comprimentos de onda da luz podem exercer efeitos
complementares nas vias de sinalizagdo que regulam o desenvolvimento das plantas.
Os resultados indicaram que os comprimentos de onda amarelos e verdes, presentes
nos LEDs brancos, ndo tiveram um impacto significativo no alongamento dos brotos,
embora possam desempenhar um papel na sua regeneragao inicial. Essa complexa
interacdo entre os diferentes espectros de luz sublinha a importadncia de uma
abordagem integrada na otimizacdo de condicbes de cultivo em ambientes
controlados. Por outro lado, foi observado que o desenvolvimento de brotacbes
multiplas foi inferior nos explantes cultivados sob iluminagdo de LEDs monocromaticos
azuis ou vermelhos. Investigagbes anteriores apontaram que a exclusividade de um
desses comprimentos de onda pode ter ativado apenas uma classe desses
pigmentos fotossensiveis, conforme observado em Lilium candidum (PALKA et al.,
2023) e Gerbera jamesonii (CIOC et al., 2022), resultando em respostas morfogénicas
anormais. Portanto, as conclusdes derivadas da presente avaliacdo indicaram que a
iluminacdo exclusivamente azul ou vermelha nao proporcionou um espectro
suficientemente adequado para induzir a regeneragao e alongamento de brotos in vitro
de C. paradoxa.

Os experimentos também comprovaram o efeito de diferentes comprimentos
de onda emitidos por LEDs nos teores de pigmentos dos brotos de C. paradoxa
cultivados in vitro. Os maiores teores de chla, chlb e chlt foram registrados nas plantas
cultivadas sob a iluminagédo combinada de LEDs V/A (1:1). Resultados semelhantes
foram obtidos na micropropagacao de Aeollanthus suaveolens (ARAUJO et al., 2021),
Verbena officinalis (KUBICA et al., 2020), Brassica oleracea, Raphanus sativus e
Eruca vesicaria (NTSOANE et al., 2024). Os altos niveis de chla, chlb e chlt nas
plantas cultivadas sob iluminagdo combinada de LEDs azuis e vermelhos na
proporgao de 1:1 sugeriram maior adaptabilidade dos brotos a esta condicdo de
iluminagao. Essa sinergia favorece tanto a sintese de clorofilas, quanto a absorgéo de
elétrons para as atividades fotossintéticas.

As maiores concentragdes de carotenoides foram identificadas nas plantas

cultivadas sob iluminagdo de LEDs monocromaticos azuis ou vermelhos. Estudos
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como os de Moreno-Jiménez et al. (2017) com Capsicum annuum e Araujo et al.
(2021) com Aeollanthus suaveolens também constataram que as luzes
monocromaticas, tanto azuis, quanto vermelhas, favorecem a produgcdo de
carotenoides e antocianinas. Esses pigmentos sdo componentes essenciais do
complexo do centro de reagdo e desempenham papéis cruciais na coleta de energia
luminosa e na protegao contra a foto-oxidag&o. Carotenoides captam energia luminosa
em comprimentos de onda de 450 a 570 nm, nos quais as clorofilas ndo absorvem
eficientemente, aumentando a eficiéncia fotossintética e protegendo a planta contra
danos oxidativos (HERMANNS et al., 2020). Diante disso, a elevada concentragao de
carotenoides nas plantas que apresentaram os niveis mais baixos de clorofilas sugeriu
que a sua sintese pode ter sido induzida para compensar a deficiéncia desses
pigmentos. Este fenbmeno otimiza a absor¢cdo de energia luminosa e garante a
alocacéo de carbono adequada as plantas, assim como observado por Park et al.
(2019).

Os brotos de C. paradoxa cultivados in vitro apresentaram diferentes espectros
de absorgao de energia luminosa por seus pigmentos fotossintéticos em cada sistema
luminoso de LEDs. As mudancas nas absorbancias de cada comprimento de onda
pelos vegetais constituem-se como reflexos de variagbes nas concentragdes dos
pigmentos fotossintéticos nas folhas (DE-BONI et al., 2007). A proporgéo relativa entre
estes também influi na determinacédo do espectro, ja que cada tipo de clorofila tem
picos de absorgdo em distintos comprimentos de onda (MAGNEY et al., 2020). As
clorofilas tém elevados picos de absorbéancia nas regides vermelha e azul do espectro,
de 660 a 680 e 420 a 440 nm (CHAZAUX et al., 2022). Diante disto, pode-se concluir
que a alta absorbancia da energia luminosa pelas plantas cultivadas em LEDs V/A
(1:1) ou brancos, bem como a baixa absorbancia destas quando cultivadas sob
incidéncia de LEDs monocromaticos azuis ou vermelhos podem ter ocorrido por conta
de seus altos ou baixos conteudos de clorofila que se tornam suficientes ou ndo para
saturar a absorg¢ao da energia luminosa.

As maiores dissipac¢des de energia eletromagnética na forma de fluorescéncia
da clorofila a (fchla) foram obtidas nos brotos cultivados sob LEDs monocromaticos
vermelhos. Em contraste, as menores emissdes de fChla foram registradas nas
plantas cultivadas sob um sistema luminoso que utilizou LEDs na proporc¢ao de verde

a azul (V/A) (1:1). As alteracdes nas cinéticas de emisséo de fChla estao diretamente
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relacionadas as principais reacoes fisicas e quimicas que ocorrem nos fotossistemas,
incluindo a fotdlise da agua, o transporte de elétrons, a geragédo de gradientes de pH
nas membranas tilacoides e a sintese de ATP (GOLTSEV et al., 2016).

E importante destacar que quanto maior a emiss&o de fluorescéncia (dissipacéo
nao fotoquimica), menor € a energia destinada a fotossintese (dissipagao
fotoquimica), indicando, assim, potenciais danos estruturais e/ou fisiologicos nas vias
metabdlicas fotossintéticas (ERIEF et al., 2023). A elevada emissédo de fchla pelos
brotos de C. paradoxa, cultivados sob iluminagdo exclusivamente com LEDs
vermelhos, sugeriu que essas fontes de luz monocromaticas induzem desequilibrios
na absorcdo de luz e na distribuicdo de energia redox, resultando em menores
rendimentos fotossintéticos e em potenciais estresses foto-oxidativos.

Adicionalmente, os sistemas de iluminagcdo com LEDs monocromaticos
vermelhos apresentaram, entre os avaliados, os maiores valores de PPFD, com um
total de 75,9 ymol-m™2-s™" Contudo, mesmo sob essas condigdes de alta intensidade
luminosa, as plantas cultivadas sob sua incidéncia exibiram os menores rendimentos
fotoquimicos. Uma hipdtese que se pode considerar para esse fenbmeno é que a
composicao espectral das lampadas utilizadas exerce uma influéncia significativa
sobre a morfogénese das plantas, independentemente do fluxo de fétons disponivel.

Este cenario evidencia a complexidade da relagado entre a qualidade da luz,
mensurada pelo PPFD, e as respostas fisioldgicas das plantas, sugerindo que a
simples intensidade luminosa n&o é um fator determinante isolado para a eficiéncia
fotossintética. Portanto, a escolha do espectro de luz, juntamente com a intensidade,
€ fundamental para otimizar o desempenho das plantas em sistemas de cultivo
controlados, ressaltando a necessidade de um entendimento mais profundo sobre as
interagbes entre diferentes comprimentos de onda e suas implicagdes na fisiologia
vegetal.

Os maiores valores de fchla a 0,01 ms (fase O — fluorescéncia inicial) e 1,0 ms
(fase J) foram obtidos nos brotos de C. paradoxa, cultivados sob LEDs
monocromaticos vermelhos. Durante a fase O-J a plastoquinona A (Qa), aceptora
primaria de elétrons presente na proteina D1 do FSII, € gradualmente reduzida até
alcangar um equilibrio dindmico com a oxidagao da plastoquinona B (Qs) pelo pool de
plastoquinonas (PQ) (HAMMAMI et al., 2024). No entanto, um acumulo de Qa em

estado reduzido (Qa-) na cadeia transportadora de elétrons pode ocorrer quando
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existem danos fotoinibitérios na proteina D1 do FSII (GOLTSEV et al., 2016). Este
fendmeno pode ser detectado por um incremento na fluorescéncia inicial, indicando
maior dissipacao da energia luminosa de maneira nao fotoquimica pelos complexos
antena nos FSII (MURCHIE e LAWSON, 2013).

Os maiores valores da fchla a 30 ms (fase 1) e a 150 ms (fase P, fluorescéncia
maxima) também foram registrados nas plantas cultivadas sob LEDs monocromaticos
vermelhos. Na fase | ha um equilibrio entre a redugao e a reoxidagéo do pool de PQ
pelo fotossistema | (FSI) (TSIMILLI-MICHAEL 2020). Este fendbmeno reflete a redugao
dos receptores finais de elétrons no lado aceptor deste fotossistema como a
ferredoxina (FR), o citocromo b6f (cb6f) e a plastocianina (PC) (KUMAR et al., 2020).
Na fase P todos os aceptores de elétrons nos FSIl e FSI sdo reduzidos para
metabolizar NADPH e ATP (REN et al., 2024). O pronunciamento da fase I-P (assim
como observado nas plantas cultivadas sob LEDs monocromaticos vermelhos) reflete
situagdes de estresses para os vegetais diante de desequilibrios nas reagdes redox
realizadas pelas moléculas na cadeia transportadora de elétrons. Esses desequilibrios
causam acumulo de transportadores em estado reduzido, bloqueando
temporariamente as reacdes fotoquimicas e resultando em um aumento acentuado no
rendimento de fluorescéncia (GOLTSEV et al., 2016). Diante disto, conclui-se que os
explantes cultivados sob LEDs monocromaticos vermelhos foram os que mais
sofreram com estresses em seus complexos fotoquimicos.

Os maiores valores dos parametros dRo e WEo foram registrados nas plantas
cultivadas sob iluminagdo de LEDs V/A (1:1). Eles indicaram, respectivamente, a
probabilidade de um elétron ser transportado da Qa até o aceptor de elétrons do FSI
e também a probabilidade da energia de excitagdo capturada pelos centros de reagao
do FSII moverem um elétron apds a Qa nos aparatos fotossintéticos (GOLTSEV et al.,
2016). Portanto, estes resultados indicaram que nas plantas cultivadas sob LEDs V/A
(1:1), os brotos de C. paradoxa apresentaram os maiores rendimentos quanticos
fotossintéticos. Outros estudos corroboram com esses resultados, indicando que a
combinagao de luzes vermelhas e azuis pode otimizar o desempenho fotossintético
das plantas. Segundo Xu et al. (2020), a luz vermelha é eficaz na promogao da
atividade do FSII, enquanto a luz azul é crucial para a abertura estomatica e a
fotomorfogénese. A sinergia entre esses comprimentos de onda pode, portanto,

melhorar a eficiéncia do transporte de elétrons e a utilizagdo da energia fotossintética,
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resultando em um aumento do rendimento quantico fotossintético, assim como
observado na micropropagagdo de Cunninghamia lanceolata (XU et al., 2020),
Artemisia argyi (SU et al., 2024) e Arthrospira platenses (ZITTELLI et al., 2022).

Os maiores valores de @Po, @Eo e pRo também foram registrados nos explantes
cultivados sob irradiagdo de LEDs V/A (1:1). Os parametros correspondem,
respectivamente, a eficiéncia quantica maxima do FSlI, a eficiéncia de transporte de
elétrons e a eficiéncia dos elétrons em atingirem os aceptores do FSI (GOLTSEV et
al., 2016). De acordo com Strasser et al. (2004), plantas fisiologicamente saudaveis
apresentam valores de @Po iguais ou superiores a 0,83. Diante disto, conclui-se que
os explantes de C. paradoxa cultivados sob LEDs V/A (1:1) ou brancos apresentam-
se com aparatos fotossintéticos ativos, com valores respectivos de 0,92 e 0,86. Em
contrapartida, aqueles cultivados sob iluminagdo monocromatica de LEDs azuis ou
vermelhos estavam sujeitos a fotoinibicdo por danos nos mecanismos fotoquimicos,
ja que apresentaram valores de ¢Po de 0,74 e 0,53, respectivamente.

Os maiores valores de @D, foram registrados nas plantas cultivadas sob LEDs
monocromaticos vermelhos. Isto explicita que nestas condigdes de iluminacao, as
plantas apresentaram as maiores eficiéncias quanticas maximas de excitagdo néo
fotoquimica (GOLTSEV et al., 2016). Este fenbmeno favorece maior dissipacao de
energia como calor e fluorescéncia ja que a planta, sob condigbes de estresse, torna-
se incapaz de armazenar a energia de excitagdo como energia redox (SPANIC et al.,
2021). Diante disto, conclui-se que sob iluminagdo monocromatica vermelha, os brotos
de C. paradoxa cultivados in vitro destinaram menor energia luminosa aos processos
fotossintéticos do que os brotos presentes nos outros sistemas luminosos avaliados.

A maior taxa liquida de centros de reag¢ao oxidados no FSII (Mo) foi registrada
nos brotos de C. paradoxa, cultivados sob a combinacédo de LEDs vermelhos e azuis
(1:1). Este parametro do perfil da fluorescéncia da clorofila indica a quantidade de
centros de reagdo ativos ao longo da bicamada lipidica da célula por secg¢ao
transversal da folha (GOLTSEV et al., 2016). Quanto maior essa taxa, melhor sera a
adaptacao da planta para dissipar energia sob condi¢cdes luminosas adversas (ARIEF
et al., 2023). Em condi¢des favoraveis ao desenvolvimento das plantas, teores mais
elevados de clorofilas estdo associados a maiores valores de Mo, 0s quais sao
essenciais para absorver o fluxo de fétons oriundos da energia luminosa (KUMAR et
al., 2020).
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No sistema de iluminagao por LEDs vermelhos/azuis (1:1), foram observado os
mais altos valores dos fluxos fenomenoldgicos por area de secgéo transversal da
folha, incluindo absorgao de luz (ABS/CS), eficiéncia de captura de elétrons (TRo/CS)
e eficiéncia de transporte de elétrons (ETo./CS). Os altos valores destes parametros
proporcionam sinergia metabdlica dos complexos fotossintéticos que permitem
melhorar a capacidade das plantas de absorver e conduzir elétrons por meio da cadeia
transportadora de elétrons durante a fotossintese (GOLTSEV et al., 2016). Outros
estudos com a micropropagacao de espécies como Cunninghamia lanceolata (XU et
al., 2020), Artemisia argyi (SU et al., 2024) e Arthrospira platensis (CHINI-ZITTELLI et
al., 2022) corroboraram com os resultados do presente estudo; indicando que a
combinacao de luzes vermelhas e azuis pode otimizar o desempenho fotossintético
das plantas.

Os maiores valores de dissipagao de energia por area de secgao transversal
da folha (DIlo/CS) foram registrados nos explantes de C. paradoxa cultivados sob
iluminacdo monocromatica de LEDs vermelhos. Este parametro representa a
proporcao da dissipacao total de energia de excitacdo ndo capturada de todos os
centros de reagao por segao transversal da folha (SPANIC et al., 2021). O alto valor
de DIo/CS nas plantas sob esta condi¢cdo luminosa pode ser atribuido a inatividade de
seus centros de reacgao (seus baixos valores de Mo), resultando na ineficaz captura de
fétons pelos centros ativos. Consequentemente, a energia eletromagnética é
predominantemente dissipada como calor ou fluorescéncia. Como consequéncia, 0s
explantes sob iluminagdo exclusivamente vermelha apresentaram os mais baixos
niveis de ABS/CS, TRo/CS e ETo/CS. Esses resultados indicaram que a iluminagao
monocromatica de LEDs vermelhos resultou em baixo aproveitamento da energia
luminosa pelas plantas, devido a baixa atividade dos centros de reacéao e a ineficiente
conducao de elétrons através da cadeia transportadora durante a fotossintese.

Os parametros PI/CS e RC/CS baseiam-se na premissa de que o potencial total
de um sistema pode ser calculado multiplicando a equagdo de Nernst para seus
componentes individuais (ARIEF et al., 2023). O indice de desempenho, PI, é
calculado de maneira similar a equagao de Goldman, com base em trés componentes:
1) eficiéncia de absorcao de elétrons pelo FSII; 2) eficiéncia de aprisionamento de
elétrons nos centros de reagao do FSII; e 3) eficiéncia de transporte de elétrons pelos

transportadores intersistema como a ferredoxina, citocromo b6f e a plastocianina
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(REN et al., 2024). Diante disto, os altos valores de PI/CS e RC/CS registrados nos
explantes cultivados sob LEDs vermelhos/azuis (1:1) podem ter sido reflexos da alta
absorcao e conservacao de energia luminosa que foi utilizada para o metabolismo
fotossintético. O contrario se aplica para os explantes cultivados sob LEDs
monocromaticos vermelhos, onde os baixos valores de PI/CS e RC/CS mostram que
a energia luminosa foi rapidamente dissipada, diminuindo a fotoinibigao e reduzindo o
rendimento do transporte de elétrons da Qa- para o intersistema de aceptores de
elétrons.

O presente estudo demonstrou que os diferentes comprimentos de ondas por
LEDs influenciaram os parametros relativos a trocas gasosas nos brotos de C.
paradoxa cultivados in vitro. Sabe-se que na micropropagagéo os explantes sao
cultivados em frascos vedados, os quais impedem a realizagdo de trocas gasosas com
0 ambiente externo e favorecem o aumento da umidade relativa do ar (CARDOSO et
al., 2018). No entanto, trabalhos recentes vém destacando que mesmo com parte de
seus estdmatos n&o funcionais, as plantas realizam trocas gasosas no microambiente
dentro dos frascos de cultivo, sendo a avalicdo deste fendmeno um fator importante
para estabelecer as melhores condi¢gdes para morfogénese dos explantes (SILVA et
al., 2022; PEPE et al., 2022; MIRANDA et al., 2024).

Os brotos cultivados sob iluminagao de LEDs V/A (1:1) apresentaram os valores
mais elevados de condutancia estomatica, teor intracelular de carbono, taxa de
transpiracéo e taxa fotossintética. Estes resultados indicaram que a sinergia destes
dois comprimentos luminosos é capaz de favorecer a eficiéncia na absor¢gdo de CO2
e a conversao de energia luminosa em energia quimica pelos explantes cultivados in
vitro. Estudos realizados com Brassica napus corroboraram com esses resultados,
destacando o papel crucial da luz vermelha e azul na abertura estomatica e
transpiracao foliar durante o cultivo in vitro (SALEEM et al., 2020). Por outro lado, os
brotos cultivados sob iluminagdo exclusiva de LEDs vermelhos apresentaram os
valores mais baixos de condutancia estomatica, teor intracelular de carbono, taxa de
transpiracao e taxa fotossintética. Isso sugere que a auséncia de outros comprimentos
de onda, como o azul, pode ter impactado negativamente na fisiologia de C. paradoxa.
Uma pesquisa que investigou o cultivo in vitro de Cyclocarya paliurus também
demonstrou que LEDs monocromaticos vermelhos podem ter efeitos inibitérios na

abertura estomatica da planta, diminuindo sua taxa de transpiragdo e sua taxa
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fotossintética (LIU et al., 2018).

Um fator importante para destacar € que mesmo em diferentes escalas
espaciais e levando em consideragao a coexisténcia da respiragao mitocondrial, a taxa
fotossintética mensurada pelo IRGA corroborou com os resultados obtidos pela
avaliacao de fchla. A fotossintese medida pelo equipamento infravermelho representa
a troca liquida de COg2, ou seja, a fotossintese bruta menos o COz2 produzido pela
respiragao e fotorrespiragéo (BUSCH et al., 2024). Kalaji et al., (2016) destacaram uma
relacdo deste fenbmeno com o parédmetro ETo/CS da fchla, ja que este corresponde a
eficiéncia de transporte linear de elétrons da H20 (ou seja, do FSII) até o NADPH para
o ciclo de Calvin-Benson (ETo/CS). Esta relagao foi comprovada pelo presente estudo,
ja que no tratamento onde foram obtidas as maiores taxas fotossintéticas pelo IRGA
(plantas cultivadas sob LEDs V/A), também foi obtido o maior valor de ETo/CS. Por
sua vez, no tratamento que ocorreu as menores taxas fotossintéticas pelo IRGA
(plantas cultivadas sob LEDs monocromaticos vermelhos), também foi obtido o menor
valor de ETo/CS.

Além das trocas gasosas, os comprimentos de ondas luminosas emitidos por
LEDs também afetaram o metabolismo antioxidante dos brotos de C. paradoxa
cultivados in vitro. Observou-se que os cultivos sob iluminagcdo monocromatica de
LEDs vermelhos apresentaram os maiores teores de SOD, CAT, APX e POX. Sabe-
se que a utilizacdo inadequada da energia luminosa durante a fotossintese leva ao
acumulo de substancias oxidativas como as espécies reativas do oxigénio (EROs)
(RAJPUT et al., 2021). Estas sao principalmente originadas a partir da fotossintese
nos cloroplastos e na respiragéo celular nas mitocéndrias (AZEVEDO et al., 1998). As
enzimas antioxidantes sao cruciais na eliminagdo do oxigénio reativo em vegetais
(RAJPUT et al., 2021). A primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo e a
peroxidacao lipidica € a enzima SOD. A SOD catalisa a dismutacdo do anion
superoéxido (O,7) em oxigénio (O,) e peroxido de hidrogénio (H,O,) (GIANNOPOLITIS
e RIES, 1977). As CAT, APX e POX, por sua vez, removem H202 dos peroxissomas e
do citoplasma das células sob estresse oxidativo (AZEVEDO et al., 1998). No presente
estudo, os altos conteudos destas enzimas nos explantes cultivados sob LEDs
monocromaticos vermelhos indicaram condi¢des de estresse oxidativo. Por outro lado,
0s menores registros de atividade de SOD, CAT, APX e POX nas plantas cultivadas

sob incidéncia de LEDs V/A (1:1) podem ser atribuidos a presenga de menores indices

91



de EROs nos tecidos vegetais nestas condi¢gdes dos cultivos. Outros estudos com
Cunninghamia lanceolata (XU et al., 2020b) e Nasturtium officinale (KLIMEK-
SZCZYKUTOWICZ et al., 2022) evidenciaram que sob a sinergia de LEDs vermelhos
e azuis, os vegetais estariam em condicbes de menos estresse, eliminando com
efetividade o excesso de EROs, diminuindo a peroxidagao lipidica e os danos ao
aparelho fotossintético.

Na andlise de PCA, o numero médio de brotos, os teores de pigmentos
fotossintéticos (chla e chlb) e alguns parametros da fchla (Mo, ¢Po, WEo € ABS/CS)
correlacionaram-se positivamente entre si e também com o sistema de iluminagao por
LEDs V/A (1:1). Isto confirmou que além de favorecer a sintese de clorofilas, a sinergia
entre as luzes vermelhas e azuis também favoreceram a fotossintese dos explantes de
C. paradoxa. A correlagao foi observada, possivelmente, porque os teores de clorofilas
sdo indicadores da capacidade fotossintética das plantas, ja que estas sdo as
principais moléculas envolvidas na captura de luz para a fotossintese (CHAZAUX et
al., 2022). De acordo com Li e Yi (2020), em condi¢des favoraveis ao desenvolvimento
das plantas, os teores mais elevados de clorofilas estdo associados a um maior
numero de centros de reacdo em estado oxidado (Mo), 0s quais sdo essenciais para
absorver o fluxo de elétrons originado pela energia luminosa (ABS/CS). Isto favorece
uma maior eficiéncia quantica no FSII (¢Po) que contribuiu para redugao e reoxidagao
dos receptores de elétrons. Este processo garantiu um gradiente de transporte de
elétrons (WEo) que culmina na sintese de ATP e NADPH.

Os parametros relativos as trocas gasosas (condutancia estomatica e carbono
intrafoliar) também foram correlacionados positivamente com o sistema de iluminagao
por LEDS V/A (1:1). Nessas condicbes luminosas, com uma alta condutancia
estomatica, os brotos de C. paradoxa apresentaram altos niveis de carbono intrafoliar.
Este fenbmeno pode explicar, por exemplo, porque sob LEDs V/A (1:1) obteve-se o
maior nimero médio dos brotos, visto que o carbono intracelular, resultado da fixacéo
de CO2 durante a fotossintese, € utilizado na sintese de carboidratos e,
consequentemente, de biomassa para as plantas crescerem e se desenvolverem.
Estes resultados corroboraram com o estudo de Haworth et al., (2018), que destacou
a correlacao positiva entre ¢Po e a conduténcia estomatica. Além disto, a correlagéo

negativa observada entre as trocas gasosas e a dissipacao da fchla pode ser entendida
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como um reflexo de maior eficiéncia de carboxilagao ribulose-1,5- bifosfato (Rubisco)
nas plantas cultivadas sob LEDs V/A (1:1). Isto, porque, conforme observado por
Murchie e Lawson (2013), os eventos de carboxilagdo sdo os maiores contribuintes
para dissipacdo fotoquimica da energia luminosa, sucedendo em uma menor
dissipacdo em forma de fchla (dissipagéo n&o fotoquimica). Diante do apresentado,
observou-se que a regeneracédo dos brotos de C. paradoxa in vitro foi altamente
dependente da interacao entre o teor de clorofilas, a eficiéncia quantica do FSII, a
condutancia estomatica e o carbono intrafoliar. Esses parametros n&do atuaram
isoladamente, mas sim em uma complexa rede de inter-relagbes que determinaram a
eficiéncia fotossintética e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento das
plantas.

Os parametros de fchla Fm e Do, além dos niveis de enzimas antioxidantes
(SOD, CAT, APX e POX) correlacionaram-se positivamente entre si e também com o
sistema composto por LEDs monocromaticos vermelhos. Como discutido
anteriormente, os niveis de enzimas antioxidantes refletiram a geracdo de EROs como
resultado do acumulo de (Qa-) na cadeia transportadora de elétrons. Esses radicais
livres sao os principais responsaveis por danos estruturais na proteina D1 do FSll e
também pela destruicdo do cluster Mn presente no complexo de evolugéo de oxigénio
(GUIDI et al., 2019). Em instancias finais, os fendbmenos supracitados tenderam a
aumentar a eficiéncia quantica maxima de excitacdo n&o fotoquimica (¢Do) das
plantas analisadas; fazendo com que a energia eletromagnética fosse dissipada em
forma de fluorescéncia (Fm). Assim como apontaram Murchie e Lawson (2013), o
aumento da fchla nestas condigdes se configura como um recurso fotoprotetor que
remove o0 excesso de energia de excitagdo dos complexos fotoquimicos, prevenindo
a formacéao de mais radicais livres prejudiciais para as membranas cloroplastideas.

A correlagao positiva entre a fchla (Fue @Do) e os niveis de carotenoides obtida
na PCA foi sustentada pelos estudos de Murchie e Niyogi (2011) e Ruban et al., (2012).
Os autores apontaram que os niveis de carotenoides possuem um papel fundamental
na dissipacao de energia na forma de fchla. De acordo com os seus estudos, estes
pigmentos contribuiram para acidificagdo do lumen do tilacoide resultando em
mudancgas conformacionais no complexo antena do FSII que induziram a dissipac¢ao

de energia nao fotoquimica.

93



5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os diferentes comprimentos de onda fornecidos pelos LEDs influenciaram o
desenvolvimento das brotagdes e o metabolismo fotossintético dos explantes de C.
paradoxa cultivados in vitro. Para a regeneragao dos brotos, recomenda-se o cultivo
em meio MS/2, suplementado com 5,0 uM de BAP, sob iluminagdo combinada de LEDs
vermelhos e azuis na propor¢cdao de 1:1, com dois subcultivos de 30 dias. Essas
condicbes luminosas favoreceram a sintese de clorofilas, resultando em maior
eficiéncia fotossintética, aumento no numero de brotos e maior produg¢ao de biomassa,
além de promoverem intensificagdo nas trocas gasosas. A combinacdo de LEDs
vermelhos e azuis também contribuiu para 0 aumento da condutancia estomatica e para
niveis elevados de carbono intrafoliar, otimizando o processo fotossintético.

A exposi¢cao a luz monocromatica, tanto azul quanto vermelha, gerou maior
estresse oxidativo nos brotos. Esses achados sugerem que, mesmo em condi¢des de
cultivo in vitro, caracterizadas pela presenca de carboidratos no meio de cultura e
vedacao dos frascos, o crescimento de C. paradoxa depende de uma rede complexa
de interacdes entre a luz, a eficiéncia fotoquimica, as trocas gasosas no microambiente
de cultivo e os mecanismos antioxidantes. Portanto, condicbes de iluminacao
adequadas podem otimizar a micropropagacédo da espécie, melhorando o seu

desenvolvimento in vitro.

6 PERSPECTIVAS

¢ Investigar novas combinagdes de comprimentos de onda de LEDs ou até outros
tipos de iluminagao (como luz ultravioleta ou infravermelha) para verificar se ha
um efeito sobre o crescimento, morfogénese e fotossintese de C. paradoxa.

e Testar a influéncia dos LEDs durante o enraizamento e aclimatizacdo dos
explantes propagados in vitro.

e Estudos histoldégicos podem complementar as analises fisiologicas do presente
estudo, demonstrando as possiveis alteracbes anatomicas e estruturais dos
tecidos e cloroplastos diante de diferentes composi¢cdes luminosas no cultivo in

vitro.
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