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RESUMO

SCHUELER-OLIVEIRA, Julia. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, julho de 2024. Efeito do espectro de luz no desenvolvimento
de brotagodes in vitro de Paubrasilia echinata (Lam.) E. Gagnon, H. C. Lima,
G. P. Lewis (Fabaceae). Orientadora: Profa. Dra. Claudete Santa-Catarina

O intenso desmatamento do bioma Mata Atlantica, atualmente considerado um
dos cinco hotspots mundiais, resultando na ameaga de extincido de varias
espécies vegetais. Dentre as espécies, Paubrasilia echinata se encontra
ameacgada de extingao pela intensa exploragao ao longo dos anos para extragao
de sua madeira e seiva. A cultura in vitro de plantas pode ser uma alternativa
viavel para a producdo de mudas quando comparada aos métodos classicos de
propagacao, e pode ser aplicada para a conservagao da espécie de estudo. O
objetivo foi avaliar o efeito do explante, citocinina e espectro de luz no
desenvolvimento das brotagdes in vitro de P. echinata e na alteragéo do perfil de
poliaminas (PAs) e horménios de crescimento vegetal. Para isso, plantulas com
60 dias de germinagéo in vitro foram utilizadas para obtengdo de segmentos
nodais apicais e cotiledonares. Foi avaliado o efeito de diferentes concentra¢des
(0; 0,1; 0,5 e 1 yM) de benziladenina (BA) e do espectro de luz a partir de
lampadas do tipo de LED com diferentes combinagdes de azul, vermelho e
vermelho distante, e ldmpada fluorescente como controle, no crescimento das
brotagdes. O uso de 0,1 uM de BA apresentou maior alongamento, entretanto,
nao diferiu significativamente do controle. A lampada LED B/Am/V/Vd, com
espectro vermelho distante propiciou maior alongamento das brotagdes, o qual
foi relacionado ao maior conteudo e PAs livres totais e putrescina, bem como o
maior conteudo de acido abscisico, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico e
BA, e menor conteudo de acido salicilico. Este estudo possibilitou o
desenvolvimento de brotagdes in vitro de P. echinata utilizando o espectro de
luz. A interagdo com PAs e hormdnios estimulou o maior alongamento das

brotagdes nesta espécie.

Palavras chaves: Micropropagacgao; Espectro de luz vermelho; Vermelho

distante; Poliaminas; Horménios de crescimento vegetal



ABSTRACT

SCHUELER-OLIVEIRA, Julia. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, julho de 2024. Effect of light spectrum on in vitro shoot
development Paubrasilia echinata (Lam.) E. Gagnon, H. C. Lima, G. P. Lewis
(Fabaceae). Advisor: Profa. Dra. Claudete Santa-Catarina

The intense deforestation of the Atlantic Forest biome, currently considered one
of the five global hotspots, leading to the threat of extinction of several plant
species. Among the species, Paubrasilia echinata is endangered due to the
intensive exploitation over the years for its wood and sap extraction. In vitro plant
culture can be a viable alternative for plantlet production compared to classical
propagation methods, aiming to contribute to the conservation of the studied
species. The objective was to evaluate the effect of explant, cytokinin, and light
spectrum on the in vitro development of P. echinata shoots and the alteration of
the polyamine (PAs) and plant growth hormone profiles. For this, 60-day-old in
vitro germinated seedlings were used to obtain apical and cotyledonary nodal
segments. The effect of different concentrations (0; 0.1, 0.5, and 1 uM) of
benzyladenine (BA), light spectra from LED lamps with different combinations of
blue, red, and far-red, and fluorescent lamp as control on shoot growth was
evaluated. The 0.1 yM BA showed greater shoot elongation, however not
significantly differing from the control. The LED W/mB/R/fR lamp, with a far-red
spectrum, provided greater shoot elongation, which was related to higher total
free PAs and putrescine content, as well as higher content of abscisic acid, 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid, and BA, and lower salicylic acid content.
This study enabled the development of in vitro shoots of P. echinata using the
light spectrum. The interaction between PAs and hormones stimulate greater
elongation of shoots in this species.

Keywords: Micropropagation; Red light spectrum; Far Red-light spectrum;

Polyamines; Plant growth hormones.



1. INTRODUGCAO

1.1. A MATA ATLANTICA

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo e grande
parte dela se encontra na Mata Atlantica. Ela € considerada a maior floresta
pluvial tropical do continente americano, ocupando 15% do territério nacional e
esta presente em 17 estados brasileiros (Figura 1), incluindo Alagoas, Bahia,
Ceara, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba,
Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Sergipe (Fundagéo S. O. S. Mata Atlantica
2022). Neste bioma se encontram 15.700 espécies de plantas, sendo 45%
destas classificadas como endémicas (Gonzatti 2018). Além disso, este bioma é
considerado um dos maiores hotspots mundiais por ser uma regido com elevada
biodiversidade (Myers et al. 2000).

A maior parte do produto interno bruto (PIB) do Brasil se concentra na
regido de Mata Atlantica. Grande parte das empresas brasileiras estao
instaladas na regido sudeste do pais, destacando o estado de Sdo Paulo com o
maior PIB acumulado no ano de 2021, com o total de quase 2 bilhdes e 800 mil
reais (IBGE 2021). Apesar da relevante importancia, a agricultura, a pecuaria e
a alta exploragado da madeira sao fatores que tem contribuido significativamente
para a intensa fragmentacgéo deste bioma, restando menos de 12,4% da floresta
original (SOS 2024). Em 22 de dezembro de 2006, a partir da lei N° 11.428,
dispbs-se a conservagao, protegéo, regeneracéo e a utilizagdo do Bioma Mata
Atlantica (Planalto 2006).
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Figura 1. Cobertura original (verde claro) e remanescentes atuais (verde escuro) da
Mata Atlantica (SOS 2024).

Devido a intensa degradagdo da Mata Atlantica, houve uma drastica
reducdo nas espécies vegetais, e muitas delas encontram-se ameacgadas de
extincdo. Uma das espécies que € altamente explorada desde a época do
descobrimento do Brasil é a Paubrasilia echinata (Lam) E. Gagnon, H. C. Lima,
G. P. Lewis (Fabaceae), conhecida popularmente como pau-brasil. Esta espécie
foi intensamente explorada principalmente para a extracdo do corante brasileina
para tingir tecidos e fabricagdo de tinta, e mais tarde sua madeira foi essencial
para a fabricagdo de arco de violino e violoncelo (Alves et al. 2008; Martinelli e
Moraes 2013; Esser et al. 2019). Devido ao seu histérico de exploragao a espécie
esta incluida na lista vermelha da International Union for Conservation of Nature
(IUCN) na categoria em perigo (IUCN 2024).

1.2. ESPECIE DE ESTUDO

P. echinata é considerada uma espécie endémica da Mata Atlantica e

pode ser encontrada nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Alagoas,
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Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe, porém também é
cultivada em outros biomas (Figura 2) (SOS 2024; Esser et al. 2019). Em 7 de
dezembro de 1978 a constituicao federal, com a Lei n° 6.607 declarou a arvore
como espécie simbolo do Brasil, responsavel em nomear o pais (Republica
1978). Caesalpinia echinata foi o nome descrito por Lamarck no ano de 1785,
porém, em 2016 teve uma alteragdo em sua taxonomia, e recebeu um género

exclusivo, passando a ser chamada Paubrasilia echinata (Gagnon et al. 2016).

@ Natural

® Cultivated

|| Amazénia

|| Caatinga

| | Cerrado
| Mata Atlantica
[ Pampa
|| Pantanal

Figura 2. Registros de Paubrasilia echinata, segregado em ocorréncias naturais e ocorréncias
cultivadas (Esser et al. 2019).

P. echinata apresenta caracteristicas exclusivas das arvores da Mata
Atlantica por ser uma espécie semidecidua, heliofita ou escidfita e pode atingir
até 15 metros (Figura 3A) (Lorenzi 1992). Possui tronco espinhoso com seiva de
coloragcéo vermelho-alaranjada, de onde era extraido o corante brasileina. As
folhas sado de coloracao verde, compostas bipinadas e possuem de 5 a 6 pares
de pinas (Figura 3B) (Lorenzi 1992). A inflorescéncia possui flores amareladas
(Figura 3C), com uma mancha vermelho-purpura em uma das pétalas e a
floragao ocorre entre o final do més de setembro a outubro, iniciando pela parte

inferior do cacho para a posigéo apical (Lorenzi 1992).
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Os frutos sdo em forma de vagens e espinhosos (Figura 3D) e a
maturagcdo ocorre entre novembro e janeiro (Gagnon 2016). As vagens
apresentam de 2 a 3 sementes redondas e assimétricas com disperséo
autocoérica e deiscéncia de forma explosiva (Borges et al. 2009). Sementes desta
espécie apresentaram 90% de germinagao aos 45 dias apds a floragao, e
atingiram 100% apéds 55 dias, e a maturidade fisiologica foi observada aos 65
dias apos a floragdo quando sao dispersas, com 100 % de germinagao e 12%
de conteudo agua (Mescia et al. 2022).

As sementes do P. echinata nao possuem dorméncia, e podem ser
armazenadas em baixa temperatura (-18 °C) desde que o conteudo de agua seja
inferior a 12,7% (Hellmann et al. 2006), e podem se manter viaveis por 5 anos
de armazenamento a - 18 °C (Mello et al. 2013). Adicionalmente, ha relatos na
literatura de propagagdo desta espécie por estaquia, e apesar do lento
crescimento, verificou-se melhor enraizamento com o auxilio do uso de auxinas,
como acido indol-3-butirico (AIB) e acido naftaleno acético (ANA). A
concentragdo de 2.500 mg L' para ambas as auxinas proporcionou aumento
significativo no enraizamento, atingindo 16%, em comparagdo com o controle

(sem auxina) (Endres et al. 2007).
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Figura 3. Aspectos morfolégicos da arvore (A); folhas (B); flores (C) e frutos (D) de
Paubrasilia echinata. Fotos de propria autoria.

Diante do exposto, a cultura in vitro pode ser uma ferramenta
biotecnolégica alternativa aos métodos convencionais e podera contribuir para a
propagacdo e conservagdo de espeécies, como P. echinata. Estudos com a
cultura in vitro de P. echinata ja foram realizados visando a indugédo da
embriogénese somatica direta e indireta (Costa 2018; Vettorazzi 2021). Porém
ainda nao ha trabalhos publicados na literatura sobre o desenvolvimento de
brotagdes provenientes de segmentos nodais apicais e cotiledonares sob efeito

de diferentes espectros de luz nesta espécie.

1.3. APROPAGACAO IN VITRO DE ESPECIES ARBOREAS

O cultivo in vitro ou a cultura de tecidos vegetais compreende o uso de

fragmentos da plantas, denominados explantes, como células, tecidos ou
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orgaos, os quais sao cultivados em condigdes assépticas em um determinado
meio nutritivo, em condigdes controladas (Birnbaum e Alvarado 2008). A
micropropagag¢ao ou propagag¢ao vegetativa in vitro € uma das técnicas de
cultura de tecidos de plantas que consiste na multiplicacao in vitro de plantas por
meio do controle dos componentes do meio de cultura, e do ambiente, como luz
e temperatura, permitindo a producao de plantas em escala, em espago de
tempo reduzido (Ostrolucka et al. 2004).

A resposta morfogenética in vitro depende de varios fatores, como a
espécie selecionada, o tipo e idade do explante, o periodo de cultivo e das
condigdes oferecidas (Pulianmackal et al. 2014). Neste sentido, é necessario
caracterizar as condigdes especificas para o desenvolvimento da morfogénese,
como o tipo do meio de cultura, concentracdo de regulador de crescimento
vegetal (lvanova et al. 2006) e tipo de luminosidade (Fan et al. 2022).

A propagacao in vitro pode ser realizada a partir do desenvolvimento de
gemas axilares presentes em segmentos nodais, sendo este processo utilizado
para a propagacao de varias especies arbodreas, incluindo Cedrela fissilis,
Cariniana legalis, Dalbergia nigra, Schomburgkia crispa, Pfaffia glomerata,
Campomanesia phaea e Actinia deliciosa (Aragao et al. 2016; Aragao et al.
2017a; Aragao et al. 2017b; Oliveira et al. 2020; Oliveira et al. 2022; Lerin et al.
2019; Pessanha et al. 2022; Ramos et al. 2023; Silva et al. 2020; Demétrio et al.
2021; Arruda et al. 2019).

Além do tipo de explante, o meio de cultura influencia o desenvolvimento
da morfogénese in vitro. Na cultura de tecidos de plantas, o meio de cultura de
Murashige e Skoog (MS) (Murashige e Skoog 1962) € o mais amplamente
utilizado para a propagacgéo de plantas. No entanto, o meio de cultura Woody
Plant Medium (WPM) (Lloyd e McCown 1980) tem sido utilizado para propagar
espécies arboreas (Pessanha et al. 2022; Lerin et al. 2019; Aragao et al. 2017b;
Ramos et al. 2023). O uso de reguladores de crescimento ao meio de cultura
pode ser necessaria para promover a resposta morfogénica (Krikorian 1995).
Visando estimular o desenvolvimento de gemas axilares em segmentos nodais,
o uso de citocinina, como N6-benziladenina (BA), é fundamental na fase de
multiplicagdo de brotos como para C. fissilis e D. nigra (Aragao et al. 2016;
Pessanha et al. 2022).
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As citocininas promovem a divisdo celular e por consequéncia, podem
influenciar na morfogénese e na formagao de 6rgaos (lvanova et al. 2006). A
benziladenina (BA) é a citocinina sintética mais utilizada na cultura te tecidos, e
ao ajustar a concentragao na cultura in vitro de plantas, pode auxiliar no controle
da dominancia apical, promovendo o crescimento de gemas laterais (Krikorian
1995). A concentracado de BA na cultura in vitro pode variar para cada espécie
(Pessanha et al. 2022). Sendo assim, € importancia realizar testes com
diferentes concentragbes de BA na micropropagacdo, para que possa
estabelecer uma melhor concentragdo para a resposta in vitro.

Estudos realizados com segmentos nodais provenientes de plantas
crescidas in vitro de D. nigra e C. fissilis, a adicdo exdégena de 2,5 uM de BA em
meio de cultura promoveu o maior alongamento das brotagdes
comparativamente em meio sem a adi¢do de citocinina (Aragao et al. 2016;
Pessanha et al. 2022). Adicionalmente, concentragdes de 1.0 e 2.0 mg L™" de BA
promoveram o desenvolvimento de brotagdes a partir de segmentos nodais em
Campomanesia phaea (Demétrio et al. 2021). O numero de brotos oriundos de
segmentos nodais em Actinidia chinensis foi significativamente maior com o
acréscimo de meta-Topolin (mT), uma citocinina, quando comparado ao BA
(Saeiahagh et al. 2019). No entanto, para algumas espécies, como C. legalis 0
uso de BA ndo promoveu o maior desenvolvimento das brotagbes (Aragao et al.
2017b), sendo necessario outras estratégias para promover o alongamento,
como o espectro de luz (Lerin et al. 2019). O espectro de luz contendo azul,
vermelho e vermelho distante podem influenciar significativamente a
morfogénese in vitro de espécies vegetais (Oliveira et al. 2020; Lerin et al. 2019;
Rodrigues 2023; Silva et al. 2020; Baptista et al. 2022).

1.4. EFEITO DO ESPECTRO DE LUZ NA MORFOGENESE

As condigdes luminosas afetam a morfogénese de plantas, e por isso a
luz é considerada um parametro importante quando se refere a cultura in vitro
(Gnasekaran et al. 2022). Em laboratérios de cultura de tecidos é comum o uso
de Iluminosidade oriunda de lampadas fluorescentes como fonte de
luminosidade. Porém, estas lampadas apresentam algumas desvantagens

quando comparadas as lampadas do tipo Light-Emiting Diode (LED), pois
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possuem alto gasto de energia, produgcdo de calor, emissdao de luz em
comprimentos em que a fotossintese nao é ativa e ndo séo capazes de produzir
espectros e luz estaveis por muito tempo pois possuem curta vida util (Gupta e
Jatothu 2013; Darko et al. 2014; Batista et al. 2018). Neste sentido, as lampadas
fluorescentes tém sido substituidas por lampadas LED, sendo possivel, além da
economia de energia, o uso de espectros de luz especificos para estudo da
morfogénese in vitro.

A luz afeta a maioria das etapas do ciclo da planta, sendo um sinal para
o desenvolvimento vegetal (Gupta e Karmakar 2017). Além de proporcionar a
fixagcdo de CO:2 através da fotossintese garantindo fonte de energia para planta,
as fontes luminosas auxiliam na sinalizagdo que modula a fisiologia e o
desenvolvimento da planta (Vieira et al. 2015; Chen et al. 2021). Essa sinalizagao
€ realizada por meio de pigmentos fotorreceptores, que permitem as plantas
absorverem a luz (Paik e Huq 2019). Esses pigmentos utilizam a energia
luminosa como sinalizadores bioldgicos que atuam como moduladores da
expressdo de genes que estdo associados com respostas metabdlicas,
morfogenéticas e com o crescimento e desenvolvimento vegetal (Wit e Pierik
2016; Viczian et al. 2017; Farrokhzad et al. 2022).

Distintos comprimentos de onda sao reconhecidos pelos fotorreceptores
presentes nos vegetais, como azul (A, 445-500 nm), verde (G, 500-580 nm),
vermelho (V, 620-700 nm) e vermelho distante (dV, 700-775 nm). Ha ainda
fotorreceptores especificos que absorvem a radiagdo ultravioleta (UV),
principalmente as do tipo UV-A (315-380 nm) e UV-B (280-315 nm) que séo
percebidas durante a fotomorfogénese (Kong e Zheng 2020), como o UVRS8 (Shi
e Liu 2021). Como perceptores das luzes vermelha e vermelha distante se
encaixam os fitocromos (Kusuma e Bugbee 2021).

Os fitocromos, ao isomerizarem por meio da resposta a luz
vermelha/vermelha distante, conhecido como fotorreversibilidade, podem induzir
mudangas na estrutura da proteina, estando na forma ativa e inativa do fitocromo
(Bae e Choi 2008). Ja os criptocromos (Canamero et al. 2006), fototropinas
(Briggs e Christie 2002) e membros da familia ZEITLUPE (ZTL) s&o estimulados
pela luz azul/UV-A (Galvao e Fankhauser 2015; Kong e Zheng 2020).

As fototropinas por sua vez, possibilitam a abertura estomatica e no

movimento do cloroplasto, por meio da luz azul (Paik e Hug 2019). Contudo, é
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essencial o desenvolvimento de estudos que apresentem respostas
fotomorfogenéticas de plantas utilizando diferentes lampadas que possibilitam o
controle da composigao espectral (Jung et al. 2021).

Em estudos de cultura in vitro com C. fissilis, a LED contendo as
combinagdes B/Am/V (branco, azul médio e vermelho) proporcionou melhor
desenvolvimento dos brotos quando comparado as demais LEDs e o tratamento
controle (luz fluorescente) (Oliveira et al. 2020). Brotacbes de G. integrifolia
cultivadas in vitro em meio de cultura MS suplementado com 0,5 uM de BA sob
LED B/Am/V com combinagdes de espectro de luz branco, azul médio e
vermelho, foi verificado um aumento significativo em seu comprimento, o qual foi
relacionado ao maior acumulo de poliaminas (PAs) em relagcdo aos brotos
expostos as demais LEDs e a ldampada fluorescente (Rodrigues 2023).

Em C. legalis foi demonstrado que brotagdes oriundas de segmentos
nodais cotiledonares e apicais cultivados em meio de cultura WPM apresentaram
maior desenvolvimento quando submetidas ao espectro de luz da LED B/Ab/V
(branco, azul baixo e vermelho) em comparagdo aos demais tratamentos
testados. Além disso, o trabalho resultou em uma diferenga significativa quanto
ao acumulo de PAs, constatando um alto acumulo de PAs em brotacdes
crescidas sob a lampada LED B/Ab/V comparativamente aquelas sob a lampada
fluorescente, sugerindo relagdo das PAs com o crescimento e desenvolvimento
das brotagbes mediado pelo espectro de luz (Lerin et al. 2019).

Apesar de estudos sobre o desenvolvimento de brotagdes a partir do
efeito de deferentes LEDs com outras espécies arboreas, para P. echinata ainda
nao ha relatos do efeito do espectro de luz na inducdo e desenvolvimento de
brotos. Sendo assim, € importante o estudo de brotacbes de P. echinata
desenvolvidas sob diferentes espectros de luz e analises bioquimicas, como PAs
e horménios, desses brotos.

1.5. POLIAMINAS

As PAs sdo moléculas carregadas positivamente presentes nas plantas,
animais e microrganismos (Kusano et al. 2008). Por serem alifaticas,
policatibnicas e apresentarem em sua composigcao cadeias carboxilas ligadas a

um ou mais grupos amino (-NHs*), sdo capazes de ligar a anions carregados
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negativamente, como moléculas de DNA, RNA, proteinas, polissacarideos, ATP,
componentes da parede celular e fosfolipideos. Ha trés PAs mais comuns em
plantas, e estdo diretamente relacionadas com o crescimento e desenvolvimento
vegetal, sendo elas: putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm)
(Kusano et al., 2008). Em geral, ao interagirem com os anions, essas moléculas
sdo capacitadas em regular a expressao génica, manter a estabilidade da
membrana, modularem sinais e atuar na proliferagao da célula (Baron e Stasolla
2008; Alcazar et al. 2010).

Como as PAs, especialmente a Put, podem promover a divisdo celular,
estudos avaliando o efeito da adigdo exdgena de Put em meio de cultura tem
sido realizados. A adigdo de 2,5 mM de Put com 2,5 yM de BA promoveu o
alongamento significativo das brotagbes oriundas de segmentos nodais
cotiledonares em comparagéo ao controle (sem Put), proporcionando também
maior acumulo de Put em C. fissilis (Aragao et al. 2017b). Adicionalmente, o
conteudo enddégeno de PAs durante o desenvolvimento de brotagdes em C.
fissilis com acréscimo de 2,5 uyM de BA foi quantificado, verificando que BA
modula o conteudo enddgeno de PAs (Aragéo et al. 2016).

Em D. nigra foi realizada a analise do conteudo enddégeno de PAs em
brotagdes comparando os efeitos de BA e o tipo de explante. Houve um aumento
significativo no conteudo enddgeno de Put nas brotagdes que foram mantidas
em meio de cultura suplementado com 2,5 uM de BA e oriundos de segmentos
nodais apicais. Por outro lado, a PA Spm teve maior acumulo nos brotos
desenvolvidos a partir de segmentos cotiledonares e cultivados com a mesma
concentragédo de BA (Pessanha et al. 2022).

Além da relagdo direta das PAs na morfogénese in vitro, estudos mostram
que o espectro de luz pode afetar a resposta morfogenética in vitro pela
modulagao no conteudo enddgeno de PAs (Oliveira et al. 2020; Lerin et al. 2019;
Pessanha et al. 2022). Em brotacdes de C. legalis as PAs Put e Spd foram mais
abundantes quando expostos a LED B/Ab/V, contendo espectro de luz branca
(B), azul baixo (Ab) e vermelho (V) em comparagéo com a lampada fluorescente
(Lerin et al. 2019). Ja em C. fissilis, a LED B/Am/V, contendo luz branca (B), azul
médio (Am) e vermelho (V) apenas a Put teve um aumento significativo no
alongamento das brotagdes quando comparado a lampada fluorescente (Oliveira

et al. 2020). Em P. echinata nao existem estudos sobre o uso do espectro de luz
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na promocao do desenvolvimento de brotagcdes, e sua interacdo com outros

compostos, como horménios de crescimento de plantas.

1.6. HORMONIOS DE CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS

Os horménios vegetais, ou fitormbnios, sdo essenciais para o crescimento
e desenvolvimento das plantas, pois atuam como mensageiros quimicos que
regulam diversos processos fisiologicos. Dentre eles estdo as auxinas,
citocininas, giberelinas (GA), etileno, acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS),
e acido jasmodnico (JA) (Huang et al. 2019). O balango entre auxina e citocinina
é fundamental na regulagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas
(Skoog e Miller 1957), sendo relevante no controle da morfogénese in vitro
(Asghar et al. 2023).

Durante o desenvolvimento de brotagdes in vitro de C. fissilis submetidas
a quatro subculturas, uma diminuigdo no conteudo enddégeno de acido 3-indol-
acético (AlA), acido abscisicio (ABA) e acido 12-oxo-fitodiendico (OPDA), um
intermediario na biossintese de JA, na quarta subcultura comparado com a
primeira foi associada com a redugao no potencial de crescimento das brotagdes
e de seu enraizamento ao longo das subculturas. De outro modo, houve um
aumento significativo os conteudos enddgenos de JA, JA-lle, acido trans-
cinamico (t-CA) e AS nas brotagdes oriundas de segmentos nodais cotiledonares
no quarta subcultura comparado com a primeira, sendo este aumento
relacionado a redugéo do potencial de desenvolvimento in vitro das brotagdes e
de seu enraizamento (Oliveira et al. 2022).

Neste sentido, entender as alteragbes hormonais durante o
desenvolvimento de brotagbes sob influéncia de diferentes espectros de luz é
relevante para melhorar as praticas de cultura in vitro. A partir desta analise &
possivel identificar os tipos de reguladores de crescimento e as concentragdes
destes, assim como o balango entre os diferentes compostos a serem
adicionados ao meio de cultura para proporcionar, por meio do controle de
condigdes laboratoriais, um melhor crescimento e desenvolvimento da resposta

morfogénica.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do explante, da benziladenina (BA) e de diferentes
espectros de luz no desenvolvimento de brotagdes in vitro de P. echinata e nas

alteracdes do conteudo de PAs e hormbnios de crescimento.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Avaliar o efeito do explante e concentragcdo de BA sobre a inducéo,
numero e comprimento de brotagdes in vitro;

B. Avaliar o efeito do explante e de diferentes espectros de luz sobre o
desenvolvimento de brotagdes in vitro;

C. Identificar alteracbes no acumulo de PAs relacionadas ao
desenvolvimento das brotagdes obtidas por meio de determinados
espectros de luz;

D. Identificar alteragbes no conteudo de hormdnios vegetais em brotagbes
obtidas na LED que proporcionou melhor desenvolvimento em

comparagao com as brotagdes obtidas em lampada fluorescente.

3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAL VEGETAL

Para a germinacao in vitro foram utilizadas sementes de P. echinata
recém coletadas em arvores localizadas no municipio de Campos dos
Goytacazes, no Estado do Rio de Janeiro — RJ. Apds 60 dias da germinagéao in
vitro, plantulas foram utilizadas como fonte de segmentos nodais apicais e
cotiledonares (1,5 cm) utilizados como explantes para os experimentos com

brotacgdes in vitro.

3.2. GERMINAGCAO in vitro
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Vagens de P. echinata ainda verdes, com 6 semanas apo6s a floragao,
foram coletadas em arvores ja catalogadas pelo herbario da UENF (Tombo:
HUENF 7483; HUENF 7500; HUENF 8126) e em outras arvores localizadas no
municipio de Campos dos Goytacazes - RJ (Tombo: HUENF 9618). Estes frutos
foram mantidos na geladeira por alguns dias até a realizagdo da assepsia.
Previamente a assepsia, 0os espinhos das vagens foram retirados manualmente
por raspagem, com auxilio de um bisturi.

Em seguida, as vagens foram alocadas em frascos de vidro para realizar
a desinfestagédo (Santa-Catarina et al. 2001). Primeiramente, as vagens foram
lavadas com detergente neutro e agua, emergidas em alcool 70% por um min,
seguido de agua sanitaria comercial Qboa® 100% (contendo 1,8 a 2,5 % de
hipoclorito de sédio) por uma hora. Em seguida, os frascos com as vagens foram
transferidos para o fluxo laminar, e as vagens foram lavadas por 3 vezes com
agua destilada autoclavada.

As sementes foram isoladas das vagens e transferidas para meio de
cultura WPM suplementado com 20 g.L" de sacarose e 2 g.L"' de Phytagel para
a germinagao in vitro. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7. Em seguida,
o meio foi aquecido para geleificar o Phytagel, distribuido em tubos de ensaio
(10 mL/tubo), e autoclavados a 121 °C por 20 min. Apds a transferéncia para os
meios de cultura, as sementes foram mantidas em sala de crescimento com
intensidade luminosa de 55 pmol m2 s, fotoperiodo de 8 h, a 25+ 2 °C. Plantulas
com 60 dias (Figura 4A) foram utilizadas como fonte de explantes de segmentos
nodais apicais e cotiledonares (Figura 4B).
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Figura 4. Plantulas de P. echinata com 60 dias de germinacéo in vitro (A) ilustrando os
segmentos nodais apical e cotiledonar (B) utilizados como explantes para o
desenvolvimento das brotagdes in vitro. Barras:a=1cm; b=1cm.

3.3. EFEITOS DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE BA E TIPO DE
EXPLANTE NO DESENVOLVIMENTO DE BROTACOES

Segmentos nodais apicais e cotiledonares (Figura 4) foram isolados das
plantulas e inoculados em meio de cultura MS e WPM suplementado com 20 g.L-
' de sacarose, 2 g.L" de Phytagel e 5 diferentes concentragdes (0, 0,1, 0,5¢e 1,0
pM) de BA. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.7, e em seguida,
adicionado Phytagel e aquecido. Em seguida, o meio de cultura foi distribuido
em frascos de cultura (30 mL/frasco) e autoclavado a 121 °C por 20 min. Apos a
transferéncia para o meio de cultura, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento com intensidade luminosa de 73 pmol m? s™', e fotoperiodo de 8 h,
a 25+ 2 °C. Apd6s 120 dias foram avaliados a indugao (%) e comprimento das

brotagées e numero de brotos por explante.
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3.4. EFEITO DE DIFERENTES ESPECTROS DE LUZ E TIPOS DE EXPLANTE
NO DESENVOLVIMENTO DE BROTACOES

Como o efeito do BA no alongamento nao foi significativo entre os tipos
de explantes com as concentragdes de BA, avaliou-se o efeito do espectro de
luz no desenvolvimento das brotagbes. Segmentos nodais apicais e
cotiledonares (+ 1,5 cm) foram isolados de plantulas germinadas in vitro por 60
dias e transferidos para os frascos contendo meio WPM, suplementado com 20
g.L"" de sacarose, 0,1 uM de BA e 2 g.L-' de Phytagel. O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5.7, e em seguida, adicionado Phytagel e aquecido. Em
seguida, o meio de cultura foi distribuido em frascos de cultura (30 mL/frasco) e
autoclavado a 121 °C por 20 min.

Segmentos nodais apicais e cotiledonares isolados das plantulas foram
transferidos para o meio de cultura, e mantidos em sala de crescimento sob sete
diferentes |ampadas, sendo seis lampadas do tipo LEDs e uma lampada
fluorescente como controle (Tabela 1). Cada tratamento de lampada LED e tipo
de explante (segmentos nodais apicais e cotiledonares) foi composto por 8
frascos, e cada frasco continha 5 segmentos nodais apicais ou cotiledonares,
totalizando 40 explantes por tratamento.

Os frascos foram cobertos com 4 camadas de sombrite para aumentar o
sombreamento (Figura 5A), com intensidade luminosa de 73 e 16 ymol m? s™1,
sem e com sombrite, respectivamente (Tabela 1). Para igualar a intensidade
luminosa incidente nas brotagdes, foi quantificada a intensidade luminosa na
altura do frasco de cultura sob a prateleira sem e com sombrite com o auxilio de
um espectrofotdmetro, realizando o ajuste na distancia do frasco de cultura em
relacdo as lampadas com placas de isopor (Figura 5B).

Apds 120 dias foram avaliados a indugdo, comprimento € numero de
brotagdes induzidas por explante. Amostras de brotagdes mantidas na lampada
fluorescente (controle) e na lampada LED que proporcionaram o melhor
alongamento das foram coletadas para analise de PAs e horménios, e

armazenadas a -80°C.
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Tabela 1. Caracteristicas das lampadas tipo LED (Philips LED Green Power) e
fluorescente utilizadas como tratamentos no experimento.

Espectro de Luz Pico de Intensidade Intensidade
das lampadas comprimento de luminosa sem luminosa
onda (nm) sombrite abaixo do
(Mmol.m2 s™) sombrite

(Mmol.m?2 s™)

Fluorescente 435/545/580 73 16
LED B / Am* 450/530 73 16
LED B/ Aa 450/530 73 16
LED B/Ab/V 450/530/660 73 16
LEDB/Am/V 450/530/660 73 16
LEDB/Ab/V/Vd | 450/530/660/735 73 16
LEDB/Am/V/Vd | 450/530/660/735 73 16

* B / Am (Branco / Azul médio); B / Aa (Branco / Azul alto); B / Ab / V (Branco / Azul baixo /
Vermelho); B/ Am / V (Branco / Azul médio / Vermelho); B/ Ab / V / Vd (Branco / Azul baixo /
Vermelho / Vermelho distante); B / Am / V / Vd (Branco / Azul médio / Vermelho / Vermelho
distante)
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[ ST
Figura 5. Aspectos morfologicos da disposicao de frascos de cultura contendo
segmentos nodais apicais e cotiledonares incubados sobre 7 diferentes tipos de
ldampadas: Luz fluorescente (A); LED BAm (B); LED BAa (C); LED BAbV (D); LED BAmMV
(E); LED BAbVVd (F) e LED BAmVVd (G). B = Branco, Ab = baixo azul, Am = azul
medio, V = vermelho, Vd = Vermelho distante
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3.5. DETERMINACAO DA MATERIA FRESCA

A matéria fresca (MF) foi avaliada em brotagdes desenvolvidas sob a
lampada fluorescente e a LED que proporcionara o melhor desenvolvimento das
brotagcdes a partir de segmentos nodais apicais e cotiledonares por meio da

pesagem em balanga de preciséo.

3.6. DETERMINACAO DO CONTEUDO DE PAS LIVRES

As PAs livres foram determinadas de acordo com a metodologia de
(Silveira et al. 2004). Em brotacbes oriundas de segmentos nodais apicais e
cotiledonares obtidas na lédémpada LED que proporcionaram o melhor
alongamento das brotagdes e na lampada fluorescente (utilizada como controle).
Amostras (200 mg de MF cada, em triplicata) foram maceradas com 1,2 mL de
acido perclérico a 5%, incubada por 1 h a 4°C, e em seguida centrifugadas por
20 min a 20,000xg, a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e as PAs livres foram
analisadas diretamente do sobrenadante por dansilacdo com cloreto de dansil
(Merck). Por conseguinte, foi realizada a fase do particionamento com tolueno.
O tolueno foi seco em gas de nitrogénio, e as PAs foram ressuspensas em
acetonitrila absoluta.

As amostras foram analisadas em cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), utilizando uma coluna de fase reversa — C18. O gradiente
da coluna foi criado em mistura de volumes crescentes de acetonitrila absoluta
a uma solugado aquosa a 10% de acetonitrila (pH 3,5) ajustada com acido
cloridrico. O gradiente de acetonitrila absoluta foi programado para 65% nos
primeiros 10 min, aumentando de 65 para 100% entre 10 e 13 min e mantido a
100% entre 13 € 21 min a um fluxo de 1 mL min, a 40°C. Foi utilizado um detector
de fluorescéncia a 340 nm (excitagdo) e 510 nm (emissao) para detecgdo dos
picos de PAs. As areas do pico e os tempos de retengao das PAs livres foram

obtidos por comparagao com as PAs padréo, Put, Spd e Spm.

3.7. DETERMINACAO DO CONTEUDO DE HORMONIOS VEGETAIS

Os horménios vegetais AlA, ABA, GA, SA, JA e ACC foram extraidos de

acordo com (Silveira et al. 2004), com modificagdes. Amostras (200 mg de MF,
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em quintuplicata) de brotagées com 150 dias foram coletadas, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e maceradas até formar um po6 fino. Em
seguida, foram adicionados 1,5 mL de tampao de extracdo composto por 80%
de etanol (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) e 1% de polivinilpirrolidona (PVP-40)
(Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA). Posteriormente, as amostras foram sonicadas
por 10 min e centrifugadas a 16.000 x g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi
seco em um concentrador a vacuo a 45 °C. O volume da amostra foi entdo
ajustado para 500 pyL/500 mg com agua Milli-Q, e o pH foi ajustado para 2,5 a
3,2 com 40 uL de acido acético (Synth, Sdo Paulo, Brasil). Para cada amostra,
foram adicionados duas vezes 1 mL de éter etilico (Sigma-Aldrich; St. Louis,
EUA) e incubados em gelo por 2 min, coletando a fase organica em um novo
microtubo e colocando-o em um concentrador a vacuo a 45 °C até que as
amostras estivessem completamente secas. As amostras foram ressuspendidas
em 500 uL de metanol: agua (10:90), filtradas usando uma seringa com um filtro
PTFE de 0,22 um (Merck Millipore; Darmstadt, Alemanha) e armazenadas em
vials (Waters; Manchester, Reino Unido).

Os horménios foram separados conforme (Oliveira et al. 2022) por
cromatografia liquida usando 10 pL da solugéo recuperada da extragdo em uma
coluna BEH C18 1,7 ym (2,1 um x 50 mm; Waters; Manchester, Reino Unido)
aquecida a 40 °C, com uma taxa de fluxo de 300 uL min-'. O gradiente binario
consistiu em agua grau LC-MS com 0,01% de acido formico e metanol grau LC-
MS com 0,01% de acido formico como eluente. O gradiente de eluicdo comegou
com 10% de metanol e foi mantido por 2 min, aumentando linearmente para 90%
ao longo de 4 min, em seguida, aumentando linearmente para 100% em um
minuto, e diminuindo para 10% em 50 s, mantido em 10% por 70 s, totalizando
um tempo de execugao de 9 min.

Utilizando uma fonte de ionizagdo com eletropulverizagéo (ESI) de alta
performance em Z-spray ortogonal duplo (Waters; Manchester, Reino Unido), os
efluentes do Acquity UPLC I-Class FTN (Waters; Manchester, Reino Unido)
foram introduzidos no espectrémetro de massas triplo quadrupolo Xevo TQ-XS
(Waters; Manchester, Reino Unido). Foi empregada nebulizagdo pressurizada
de gas nitrogénio a 7 Bar, com fluxo de dessolvatagdo de 1000 L h-! e fluxo no
cone de 150 L h'. A temperatura do gas de dessolvatagédo foi 650 °C, a

temperatura da fonte 150 °C, e a tensao capilar para 3 kV. Para a operagao do
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duplo quadrupolo em tandem (MS/MS), foi utilizado gas argénio como gas de
colisdo a uma pressao de 0,8 kgf/cm? na célula de colisdo. O espectrémetro
operou no modo de monitoramento de reagdo multipla (MRM), com tenséo do
cone, energia de colisdo, massa precursora e massa de fragmento dependendo
do hormdnio em estudo. O software Masslynx versao 4.2 (Waters; Manchester,
Reino Unido) foi utilizado para processar os cromatogramas. Apds a aquisicao,
os espectros foram integrados, e os hormdnios foram quantificados utilizando o
software TargetLynx XS (Waters; Manchester, Reino Unido). A area sob o pico
de cada hormonio foi comparada com uma curva padrao (AlA, ABA, GA, JA, SA,
ACC) em pg. As médias das cinco réplicas biolégicas de cada tratamento foram
comparadas usando teste t ao nivel de 5% de probabilidade para inferir

diferencas significativas entre as médias.

3.8. ANALISE DOS DADOS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados
foram analisados usando a anadlise de variancia (P <0,05) seguido pelo teste
Tukey usando o R Environment (Team 2018). Para o conteudo de PAs e
hormonios foi realizado a analise pelo test t de Studente.

4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DAS CONCENTRACOENS DE BA E TIPO DE EXPLANTE NO
DESENVOLVIMENTO DAS BROTACOES

Verificou-se que, embora a concentragdo de 0,1 uyM de BA tenha
apresentado maior alongamento das brotagbes, porém sem diferencga
significativa comparado ao controle (Figura 6A). A indugao (Figura 6B) e o
numero (Figura 6C) de brotagdes foram significativamente superiores no controle
e com a menor concentragcdo (0,1 pM) de BA, enquanto as concentragbes
maiores de BA reduziram significativamente a resposta para estes parametros
analisados.

Segmentos nodais cotiledonares possibilitaram o desenvolvimento de
brotacdes com maior alongamento comparativamente aos apicais (Figura 7A),
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assim como maior indugao (Figura 7B) e numero de brotagdes (Figura 7C). Nao
houve interagao significativa entre os fatores tipo de explante e concentragao de
BA utilizada.
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Figura 6. Comprimento (a), indugao (b) e numero (c) de brotagdes em P. echinata apés
120 dias de incubacao in vitro em diferentes concentragdes de BA. Médias seguidas de
letras diferentes apresentam diferengas significativas ao nivel de 5% pelo teste
Tukey (Média + desvio padrao; n =8, CV a=35,98; CV b =26,83; CV ¢c = 32,93).
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Figura 7. Comprimento (a), numero (b) e indugéo (c) de brotacdes em P. echinata
oriundas de segmentos nodais apicais e cotiledonares apds 120 dias de incubacéo in
vitro. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferengas significativas ao nivel
de 5% pelo teste Tukey (Média + desvio padréao n = 8, CV a = 35,98; CV b =26,83; CV
c = 32,93).

4.2. EFEITO DO ESPECTRO DE LUZ E TIPO DE EXPLANTE NO
DESENVOLVIMENTO DAS BROTACOES
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Observou-se efeito significativo no alongamento das brotagdes
desenvolvidas a partir dos dois tipos de explantes, segmentos nodais apicais e
cotiledonares, de P. echinata expostos sob diferentes lampadas LED quando
comparados aos crescidos sob lampada fluorescente (Figuras 8 e 9). O maior
alongamento das brotagdes oriundas de segmentos nodais cotiledonares (1,70
cm) foi obtido sob a lampada LED B/Am/V/Vd com espectros de combinagao de
luz Branco (B), Azul médio (Am), Vermelho (V) e Vermelho distante (Vd) em
comparagao a lampada fluorescente (0,85 cm), nao diferindo significativamente
das brotacbes mantidas na lampada LED B/Ab/V/Vd, com espectros de luz
Branca (B), azul baixo (Ab), vermelho (V) e vermelho distante (Vd) (Figura 8A).

Comparando os dois tipos de explantes, verificou-se que as brotagdes
oriundas de segmentos nodais cotiledonares apresentaram maior alongamento
comparativamente aos apicais, com exceg¢ao para as brotagdes mantidas na
lampada LED B/Am/V, com espectro de luz Branca (B), Azul médio (Am) e
Vermelho (V), ndo sendo observada diferenga significativa para este tratamento
(Figura 8A).

O numero (Figura 8B) e a indugdo de brotos (Figura 8C) ndo foram
afetados significativamente pelos diferentes tipos de lampadas e pelo tipo de
explante, segmentos apicais e cotiledonares.
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Figura 8. Comprimento (a), numero (b) e indugédo (c) de brotacdes em P. echinata
oriundas de segmentos nodais apicais e cotiledonares apds 120 dias de incubagcdo em
diferentes lampadas com diferentes espectros de luz. Letras mailsculas indicam
diferengas significativas de acordo com o tipo de explante (segmento nodal apical ou
cotiledonar) nos diferentes tratamentos de lampadas. Letras minusculas representam
diferengas significativas entre os dois tipos de explantes (segmento nodal apical e

33



cotiledonar) no mesmo tratamento de ldampadas. Médias seguidas de letras diferentes
apresentam diferengas significativas ao nivel de 5% pelo teste Tukey (Média + desvio
padrao; n = 8, CV a = 23,12%; CV b = 11,33%; CV ¢ = 8,49%).

Fluorescente ~ LED

Segmento nodal apical

.............

Segmento nodal cotiledonar

Figura 9. Aspectos morfoldgicos de brotagdes de P. echinata oriundas de segmentos
nodais apical e cotiledonar apdés 120 dias de incubacdo em meio de cultura WPM
suplementado com 0,1 yM de BA e expostas sob lampadas fluorescente e LED
B/Am/V/Vd. Barras = 1 cm.

Brotagdes oriundas de segmentos nodais cotiledonares em lampada LED
B/Am/V/Vd apresentaram matéria fresca significativamente superior as brotagoes
oriundas de segmentos nodais apicais (Figura 10). No entanto, ndo houve
diferenga significativa entre as brotagdes oriundas dos dois tipos de explantes
incubados na lampada fluorescente. Ademais, nao houve diferenga significa para
matéria fresca das brotag¢des oriundas de segmentos nodais apicais e/ou nodais
cotiledonares comparando as duas lampadas testadas (Figura 10).
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Figura 10. Massa da matéria fresca de brotagbes em P. echinata oriundas de
segmentos nodais apicais e cotiledonares apds 120 dias de incubagdo em lampadas
LED B/Am/V/Vd e fluorescente. Médias seguidas de letras diferentes apresentam
diferencas significativas ao nivel de 5% pelo teste SNK. Letras mailusculas denotam
diferengas para cada tipo de explante comparando entre as diferentes lampadas. Letras
minusculas denotam diferengas significativas entre os dois tipos de explantes para a
mesma lampada (Média * desvio padrao; n = 8, CV = 28,7%).

4.3. EFEITO DO ESPECTRO DE LUZ NO CONTEUDO DE PAS LIVRES EM
BROTACOES PROVENIENTES DE SEGMENTOS NODAIS COTILEDONARES

A partir de analise de PAs dos brotos oriundos de segmentos nodais
cotiledonares incubados sob luz fluorescente (tratamento controle) e LED
B/Am/V/Vd, foi possivel quantificar as trés principais PAs presentes em plantas.
Verificou-se conteudo significativamente superior de PAs livres totais (Figura
11A) e Put livre (Figura 11B) em brotagdes desenvolvidas sob a LED B/Am/V/Vd
comparando-se com a lampada fluorescente. Em contrapartida, nao foi
verificado diferenga estatistica significativa para o conteudo de Spd (Figura 11C)
e Spm (Figura 11D) entre os dois tratamentos de lampadas testados.
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Figura 11. Contetdo (ug g™' MF) de PAs livres totais (A), Put (B), Spd (C) e Spm (D)
em brotagdes provenientes de segmentos nodais cotiledonares de P. echinata aos 120
dias de crescimento in vitro sob os tratamentos com a lampada LED B/Am/V/Vd e
ldmpada fluorescente. *Indica diferenga significativa para o conteudo entre os
tratamentos (P < 0,05) pelo test t (n = 3).

4.4. EFEITO DO ESPECTRO DE LUZ NO QONTEUDO DE HORMONIOS
VEGETAIS PRESENTES EM BROTACOES PROVENIENTES DE
SEGMENTOS NODAIS COTILEDONARES

Verificou-se um maior conteudo de BA, ACC e ABA nos brotos
desenvolvidos a partir de segmentos cotiledonares incubados sob LED
B/Am/V/Vd em comparagdo com a fluorescente (Figuras 12A-C), enquanto o
maior conteudo de AS ocorreu nos brotos oriundos de segmentos nodais
cotiledonares cultivados sob lampada fluorescente (Figura 12D). Nado houve
diferenga significativa no acumulo de AIB, AIA, JA e GA3 em brotacdes

incubadas nos dois tratamentos de lampadas testados (Figuras 12E-H).
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Figura 12. Contetido enddgeno (ug g-' MF) de BA (A), ACC (B), ABA (C), SA (D), AIB

(E), AIA (F), JA (G) e GA3 (H) em brotagdes provenientes de segmentos nodais
cotiledonares de P. echinata aos 120 dias de crescimento in vitro sob os tratamentos
com a lampada LED B/Am/V/Vd e lampada fluorescente. *Indica diferenga significativa
entre os tipos de lampadas (P < 0,05) pelo test t. (n = 5).
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5. DISCUSSAO

O tipo de explante possui efeito significativo na resposta da morfogénese
in vitro (Silvestri et al. 2019; Rocha et al. 2024). Considerando segmentos nodais,
estudos relatam efeito significativo da posigao do explante obtido de segmentos
nodais da plantula, como segmentos nodais cotiledonares e apicais (Aragéo et
al. 2017a; Aragéo et al. 2017b; Pessanha et al. 2022; Lerin et al. 2019; Souza et
al. 2020a). Dentre os tipos de explantes, segmento nodal cotiledonar tem sido
utilizado para obtengao de brotagdes com maior alongamento, como observado
em C. legalis (Lerin et al. 2019; Aragéo et al. 2017b), C. fissilis (Aragao et al.
2016), D. nigra (Pessanha et al. 2022) e também em P. echinata.

O uso de citocinina é essencial para o desenvolvimento de gemas axilares
em segmentos nodais, promovendo o desenvolvimento em brotagdes
(Hernandez-Garcia et al. 2021; Aragéo et al. 2016; Pessanha et al. 2022; lvanova
et al. 2006). Verificou-se que a adi¢cdo de 2,5 yM de BA ao meio de cultura é
necessaria para o melhor desenvolvimento das brotagdes, como observado para
C. fissilis e D. nigra. Em outra espécies, como Actinidia chinensis (Saeiahagh et
al. 2019), Actinia deliciosa (Arruda et al. 2019), Betula oycoviensis (Vitamvas et
al. 2020), Myrcianthes pungens (Souza et al. 2020b), Campomanesia phaea
(Demétrio et al. 2021) e Pinus koraiensis (Liang et al. 2022), o uso de citocininas
também foi importante para o desenvolvimento de brotagdes.

Contrariamente, em C. legalis o uso de BA n&o teve efeito significativo no
alongamento das brotagdes (Aragédo et al. 2017b), sendo necessario o uso de
diferentes espectros de luz para promover melhor resposta morfogenética (Lerin
et al. 2019). Em P. echinata, a adigdo de 0,1 uyM de BA estimulou um
alongamento das brotagdes, no entanto ndo foi significativo, sugerindo a
necessidade de avaliar outros fatores como o espectro de luz, que possam
promover o alongamento das brotagdes nesta espécie.

O espectro de luz é um fator relevante para o desenvolvimento de plantas,
e influencia a morfogénese de brotagdes in vitro em espécies arboreas, como
observado para C. fissilis e C. legalis (Oliveira et al. 2020; Lerin et al. 2019),
especialmente para aquelas espécies em que o0 uso de citocinas e outros

reguladores de crescimento ndo promoveram um alongamento satisfatorio da
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brotagéo, como foi observado para C. legalis (Aragao et al. 2017b) e também em
P. echinata.

O crescimento e desenvolvimento de brotacdes de P. echinata foi afetado
significativamente por diferentes espectros de luz. A ldmpada LED B/Am/V/Vd,
com a combinacdo de azul, vermelho e vermelho distante, proporcionou
aumento significativo no comprimento dos brotos in vitro de P. echinata oriundos
de segmentos nodais cotiledonares e apicais, sugerindo o efeito significativo
espectro vermelho e vermelho distante. Em C. fissilis (Oliveira et al. 2020) e
Galesia integrifolia (Rodrigues 2023), o uso da ldampada LED B/Am/V contendo
branco (B), azul médio (Am) e vermelho (V), promoveu melhor alongamento das
brotacdes.

Em C. fissilis o uso da lampada LED B/Am/V induziu aumento no conteudo
enddégeno de Put, assim como alterou o perfil de proteinas relacionadas a
processos metabdlicos, respostas a estresse, biossintese, modificagdes de
proteinas celulares e respostas ao estimulo a luz, resultando na promogao do
alongamento das brota¢des (Oliveira et al. 2020). Em G. integrifolia a LED
B/Am/V também afetou o conteudo endogeno de PAs nas brotagdes, com maior
conteudo de Put e PAs livres bem como maior acumulo de proteinas
relacionadas ao ciclo de Krebs em brotacbes mantidas nesta lampada
comparativamente a fluorescente (Rodrigues 2023).

Em C. legalis, as lampadas LED com os espectros de luz branca (B), azul
baixo (Ab), vermelho (V) e vermelho distante (Vd) (LED B/Ab/V/Vd) e sem o
vermelho distante (LED B/Ab/V) resultaram em maior alongamento das
brotagbes oriundas de segmentos nodais cotiledonares, mostrando que a
combinagao dos espectros azul baixo e vermelho influenciaram a evitagdo ao
sombreamento, estimulando o maior alongamento das brotagdes
comparativamente a fluorescente (Lerin et al. 2019). Adicionalmente, as
brotagcbes desenvolvidas sobre a LED B/Ab/V apresentaram maior acumulo de
Put e Spd, além de apresentar proteinas relacionadas a processos metabdlicos,
de regulacao bioldgica, de organizagao e composigao celular, fotossintéticos e
de resposta ao estresse (Lerin et al. 2019).

Adicionalmente, fontes de luz LED com combinacbes de espectro
vermelho e azul proporcionaram o desenvolvimento de brotagdes de varias

espécies, como descrito para Camellia oleifera (He et al. 2020), hibridos de
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Corymbia sps (Souza et al. 2020a), Swertia chirata (Gupta e Karmakar 2017),
Prunus cerasus e Prunus canescens (Sarropoulou et al. 2023).

As luzes vermelha e azul possuem uma participagdo relevante no
desenvolvimento das plantas, uma vez que os fotorreceptores destes espectros
de luz atuam na modulagéo da morfogénese (He et al. 2020; Silva et al. 2020),
participando em diversas fungdes como florescimento, estiolamento, abertura
estomatica, movimento do cloroplasto, alongamento da raiz primaria,
germinagao, senescéncia e movimento das folhas (Silva et al. 2020; Demotes-
Mainard et al. 2016).

A luz azul é absorvida pelas fototropinas (Briggs e Christie 2002) e
criptocromos (Canamero et al. 2006). Enquanto o primeiro permite que a planta
exerca fungdes associadas ao fototropismo, movimento do cloroplasto e abertura
estomatica (Briggs e Christie 2002), os criptocromos exercem fungdes na
floragdo, estiolamento, abertura estomatica e alongamento da raiz primaria
(Bach et al. 2018).

Em contrapartida, a luz vermelha e a vermelha distante sdo detectadas
pelos fitocromos e agem no controle da germinagdo, desenvolvimento
estomatico, transigdo da floragdo, senescéncia, no movimento das folhas e
evitagao ao sombreamento (Franklin e Quail 2009). Neste sentido, a combinagao
do azul e vermelho fornecido por lampadas LED tem contribuido na melhoria do
crescimento de brotacdes in vitro em arbéreas, como observado para C. fissilis
(Oliveira et al. 2020), C. legalis (Lerin et al. 2019) e G. integrifdlia (Rodrigues
2023), e também para a P. echinata.

Em P. echinata, o maior alongamento das brotagbes foi estimulado
essencialmente pelo espectro de luz comparativamente a adicdo de BA no meio
de cultura, mostrando a relevancia do fornecimento de espectros de luz
especificos que possam melhorar o sistema de propagacéo in vitro de espécies
arbodreas.

Brotagbes de P. echinata incubadas na LED B/Am/V/Vd apresentaram
maior acumulo de PAs livres totais e Put, em comparagao com a luz fluorescente,
e pode estar relacionado ao maior alongamento das brotagdes em P. echinata.
Similarmente, em estudos com outras espécies arbdreas, como em C. legalis
(Lerin et al. 2019), C. fissilis (Oliveira et al. 2020) e G. integrifolia (Rodrigues

2023), o acumulo de Put e PAs livres também foram significativamente maiores
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em brotagdes cultivadas sob LEDs com combinagdes de vermelho/azul. Em
estudo in vitro com segmentos nodais de Anoectochilus roxburghii, as luzes
monocromaticas vermelha e azul inibiram o crescimento e obtiveram maior
acumulo de PAs (Wu et al. 2022).

As PAs sao moléculas policatibnicas com baixo peso molecular, que
exercem fungdes de grande importancia na cultura de tecidos vegetais (Xu et al.
2014; Vuosku et al. 2012). Em geral, as PAs contribuem para o desenvolvimento
e crescimento da planta, participando de processos de divisdo celular,
embriogénese, enraizamento, floragdo, aumento do teor de clorofilas e taxa
fotossintética (Nandy et al. 2022). A Put tem sido relacionada com divisao celular,
importante para a transi¢gao da fase G1/S para G2/S (Weiger e Hermann 2014).
Consequentemente, o maior conteudo desta PA pode estimular a maior divisdo
em brotag¢des resultando no maior alongamento, conforme observado para P.
echinata e outras espécies.

A morfogénese in vitro é dependente de um balangco hormonal,
especialmente entre auxina e citocinina, sendo a citocinina importante para
regular varios processos de desenvolvimento, como crescimento de brotos e
raizes. Observou-se conteudo enddégeno de BA em brotos cultivados na LED
B/Am/V/Vd sugerindo uma internalizagdo desta citocinina nesta condigédo, nao
sendo detectado nos brotos desenvolvidos sob a lampada fluorescente.

Apesar de existirem diversos trabalhos com o uso do BA na inducio de
brotos em segmentos nodais de varias espécies arboreas, ndo ha estudos sobre
a absorcdo e degradacdo do BA em brotos de P. echinata cultivados sob
diferentes tipos de luz. A quantidade de BA livre encontrada nos explantes, varia
de acordo com as espécies (Blakesley e Constantine 1992), como em Malus
sylvestris (Nordstrom e Eliasson 1986), Musa e Rhododendron (Blakesley 1991).
Em Malus sylvestris, o BA foi absorvido na aérea dos brotos, porém permanece
na parte basal do segmento nodal, atuando na estimulagdo do crescimento de
gemas (Nordstrom e Eliasson 1986).

Brotos de Ulmus campestres cultivados in vitro absorveram BA
rapidamente (cerca de 30 min), e apds 6 h, esta citocinina é degradada em
adenina por clivagem de cadeia lateral (Biondi et al. 1984). Em Arabidopsis
thaliana foi observado uma redugdo no conteudo de citocinina, que

consequentemente causou aumento ao estresse fotooxidativo e diminuigdo da
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atividade fotossintética apds o tratamento da planta com alta luz (Cortleven et al.
2014).

Em P. echinata, a diferenga de acumulo de BA nos brotos pode ter
ocorrido pelo maior fluxo luminoso da luz emitida pela ldmpada fluorescente
comparado a LED, resultando em maior degradagdo desta l|éampada
fluorescente. As lampadas do tipo LED (4,5 W) liberam menos calor e utilizam
menos energia, e possuem menor fluxo luminoso, com 160 Im, enquanto o fluxo
luminoso das lampadas fluorescente (15 W) é de 316 Im (Santos et al. 2015).
Em Triticum aestivum foi mostrado que a baixa razao de luz vermelha/vermelha
distante promoveu a redugdo do conteudo de citocinina na planta (Lei et al.
2022). Neste sentido, pode-se sugerir que a baixa concentragdo de BA nos
brotos de P. echinata desenvolvidos sob a lampada fluorescente pode ser devido
a uma possivel degradagéo do BA decorrente de um alto fluxo luminoso oriundo
da lampada fluorescente.

Na biossintese de etileno, a metionina € convertida em S-
adenosilmetionina (SAM), que em seguida é convertida em acido 1-
aminociclopropano 1-carboxilico (ACC) e esse converte-se em etileno (Bleecker
e Kende 2000). Em P. echinata a concentragdo de ACC foi maior nos brotos
cultivados sob a LED B/Am/V/Vd, sugerindo um possivel aumento de etileno, o
qual pode ter favorecido a resposta morfogénica nesta espécie. Um atraso na
resposta morfogénica para diferenciacédo de brotos in vitro observado em P.
edulis f. flavicarpa em comparagdo com P. cincinnata foi associado com a
producdo de niveis elevados de etileno e de Spd e Spm durante a indugao da
organogénese (Dias et al. 2009).

A metionina também é precursora da sintese de PAs pela via SAM,
através da doacgao de grupos aminopropil para a sintese de Spd a partir da Put,
e de Spm a partir da Spd (Kusano et al. 2008). Este aumento no acumulo de
ACC nos brotos desenvolvidos sob a LED comparado com a fluorescente sugere
que a SAM pode ter atuado na sintese de ACC ao invés das PAs Spd e Spm,
uma vez que nao houve aumento significativo destas PAs. Provavelmente este
ACC esteja sendo usado para a sintese de etileno. No entanto, é necessaria uma
analise do conteudo de etileno para comprovar esta hipotese.

O ABA é um importante regulador em respostas das plantas a estresses

ambientais (Kang et al. 2009), bem como na maturagcdo (Niu et al. 2022) e

42



dorméncia de sementes (Wang et al. 2016). No entanto, pouco & conhecido
sobre o envolvimento da luz no acumulo de ABA na morfogénese in vitro. Os
brotos de segmentos cotiledonares de P.echinata cultivados sob LED B/Am/V/Vd
apresentaram maior conteudo de ABA ao comparar com os brotos desenvolvidos
pela lampada fluorescente.

Na cultura in vitro, foi mostrado que o conteudo enddégeno de ABA foi
maior em brotagdes de C. fissilis na primeira subcultura, quando apresentaram
maior crescimento e potencial de enraizamento, comparativamente as da quarta
subcultura (Oliveira et al 2022). O maior conteiudo de ABA observado em
brotagdes na lampada LED pode estar associado ao melhor alongamento destes
brotos, embora ainda ndo se conhega como o ABA pode influenciar o
desenvolvimento de gemas axilares in vitro.

Ao contrario do BA, ACC e ABA, o maior conteudo de SA foi observado
nos brotos mantidos na luz fluorescente. SA é um horménio vegetal que atua na
resposta ao estresse, participando da defesa e crescimento das plantas (Ahmad
et al. 2019; Elsisi et al. 2024; Seyfferth e Tsuda 2014). Estudos relatam a
importancia do SA no aumento da resisténcia das plantas a estresses bidticos e
abidticos (Benjamin et al. 2022; Khan et al. 2022). Em C. fissilis, o conteudo
enddgeno de SA significativamente maior em brotacdes na quarta subcultura
comparativamente a primeira foi relacionado a redugcdo do crescimento da
brotagdo e potencial de enraizamento desses brotos (Oliveira et al. 2022). O SA
atua na redugdo da concentragdo de auxina, necessaria para indugdo do
enraizamento (De Klerk et al. 2011).

Em P. echinata, o maior conteudo de SA em brotagbes mantidas na
lampada fluorescente pode ter sido uma resposta ao maior calor e maior fluxo
luminoso nesta lampada comparada a LED (Santos et al 2015).
Consequentemente, o maior conteudo de SA apresentou impacto negativo no

crescimento das brotagdes de P. echinata.

6. CONCLUSOES

Através deste estudo conclui-se que os espectros de luz das lampadas
LED com combinagéo de branco (B), azul médio (Am), vermelho (V) e vermelho

distante (Vd), proporcionaram melhor alongamento das brotagdes oriundas de
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segmentos nodais cotiledonares. Este aumento foi associado a um maior
conteudo enddgeno de Put, PAs livres totais, BA, ACC e ABA, e menor conteudo
de SA nos brotos desenvolvidos sob a LED B/Am/V/Vd. Os resultados obtidos
nesse estudo sao inéditos para P. echinata e sao relevantes para estabelecer

um sistema de propagacgao in vitro para essa importante espécie brasileira.
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