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MICROPROPAGACAO DE Melaleuca alternifolia: EFEITOS DE 6-
BENZYLAMINOPURINE E DO COMPRIMENTO DE ONDA FORNECIDOS POR
DIODOS EMISSORES DE LUZ

Autor: ANTONY CRISTHIAN GONZALES ALVARADO
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

RESUMO

Melaleuca alternifolia ou melaleuca € uma espécie utilizada na industria farmacéutica
e cosmeética por conter Oleos essenciais com propriedades antibacterianas,
antifungicas, antivirais, anti-inflamatoérias e analgésicas. O cultivo in vitro de melaleuca
pode contribuir para a producdo clonal de mudas provenientes de gendtipos
superiores, aumentando a produtividade de massa e 6leo nessa cultura. No entanto,
€ necessario o desenvolvimento de métodos e estudos de fatores que afetam a
micropropagacao da espécie, como os fitorreguladores, e associando esse cultivo a
novas tecnologias, como o0 uso de diodos emissores de luz (LEDs) visando melhorar
a eficiéncia do cultivo in vitro. O objetivo desde trabalho foi testar diferentes
comprimentos de onda fornecidos por LEDs e a presenca da citocinina N6-
Benzylaminopurine (BAP) (0,0 e 0,25 mg L), na multiplicacdo e desenvolvimento in
vitro de plantulas de melaleuca. Os segmentos nodais foram inoculados em meio de
cultura Murashige & Skoog contendo a metade da concentracdo dos macronutrientes
(MS %2). Os tubos de ensaio contendo os segmentos nodais individuais foram
dispostos em cultivo sob diferentes comprimentos de onda fornecidos por LEDSs:
Branca, Azul, Vermelho, Vermelho e Branca, Vermelho e Azul, além de condicdes de
escuro. Foram realizadas medicdes do desenvolvimento das plantulas, bem como a
guantificacédo de clorofila por espectrofotometria. Também foram realizadas analises
da absorcao dos nutrientes Ca, Mg e P do meio de cultura nos diferentes tratamentos.
O delineamento estatistico foi em fatorial 2 x 6, e as variaveis analisadas foram: altura
da planta, niumero de brotacdes, niumero de raizes, clorofila A, clorofila B, Clorofila
Total, além da absor¢do de Ca, Mg e P do meio de cultura. Os principais resultados
obtidos demonstram um aumento significativo do niumeros de brotacdes, aumento na
massa fresca e seca, reduzindo a altura dos broto, inibicdo da taxa de enraizamento
diminuindo significativamente o teor de clorofila e a absorcdo de nutrientes, como o
fosforo, das plantas in vitro com presenca de 0,25 mg L de BAP.

Palavras-chave: altura de parte aérea, citocininas, condutividade elétrica, teor de
clorofila, nutrientes
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MICROPROPROPAGATION OF Melaleuca alternifolia; EFFECTS OF 6-
BENZYLAMINOPURINE AND WAVELENGTH PROVIDED BY LIGHT-EMMITTING
DIODES

Author: ANTONY CRISTHIAN GONZALES ALVARADO
Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

ABSTRACT

Melaleuca alternifolia, or tea tree, is a species used in the pharmaceutical and cosmetic
industries due to its essential oils containing antibacterial, antifungal, antiviral, anti-
inflammatory, and analgesic properties. In vitro cultivation of Melaleuca can contribute
to the clonal production of seedlings from superior genotypes, increasing the biomass
and oil productivity in this crop. However, the development of methods and studies on
factors affecting the micropropagation of the species, such as plant growth regulators,
and the integration of new technologies, such as the use of light-emitting diodes
(LEDSs), is necessary to improve the efficiency of in vitro cultivation. The objective of
this study was to test different wavelengths provided by LEDs and the presence of the
cytokinin N6-Benzylaminopurine (BAP) (0.0 and 0.25 mg L-1) on the in vitro
multiplication and development of Melaleuca seedlings. Nodal segments were
inoculated on Murashige & Skoog culture medium with half-strength macronutrients
(MS %2). The test tubes containing individual nodal segments were cultured under
different wavelengths provided by LEDs: White, Blue, Red, Red and White, Red and
Blue, and dark conditions. Measurements of seedling development were taken, as well
as chlorophyll quantification using spectrophotometry. Analysis of nutrient absorption
(Ca, Mg, and P) from the culture medium was also performed in the different
treatments. The statistical design was a 2 x 6 factorial, and the variables analyzed were
plant height, number of shoots, number of roots, chlorophyll A, chlorophyll B, Total
Chlorophyll, and nutrient absorption (Ca, Mg, and P) from the culture medium. The
main results obtained showed a significant increase in the number of shoots and fresh
and dry weight, reduction in shoot height, inhibition of rooting rate, significant decrease
in chlorophyll content, and nutrient absorption, such as phosphorus, in in vitro plants
with the presence of 0.25 mg L-1 BAP.

Key-words: height of aerial part:, cytokinins, electrical conductivity, chlorophyll
content, nutrients



1. INTRODUCAO

A familia Myrtaceae, com cerca de 130 géneros e aproximadamente 4000
espécies tem distribuicdo predominantemente tropicais e subtropicais e estédo
concentradas nas regides neotropical e Australia (DA SILVA, 2007).

O género Melaleuca, pertencente a familia das Myrtaceae, tem cerca de 150
espécies com predominancia de sua ocorréncia natural na Australia e ilhas do oceano
indico, regibes de clima quente, com solos argilosos, pobres e geralmente mal
drenados (MARTINHO; RODRIGUES, 2009).

As espécies de melaleuca sao utilizadas para producéo de 6leos essenciais em
escala industrial, em especial a espécie Melaleuca alternifolia Cheel (PINHEIRO,
2003), que é uma arvore de pequeno porte, atingindo altura média de 5 a 7 m,
apresentando folhas estreitas e alongadas, de tamanho pequeno (10 x 35 mm), e
inflorescéncias de cor branca, sem pedicelo, grudadas ao caule em arranjo
(MARTINHO; RODRIGUES, 2009).

A planta contém 6leo essencial (oe) que € extraido de suas folhas e ramos,
sendo amplamente utilizado na fabricagdo de medicamentos, conservantes de
alimentos, cosméticos e produtos de saude (CHEN et al., 2006).

Pesquisas demonstram a interacdo dos Oleos essenciais com membranas
celulares e que podem ajudar com o tratamento de melanoma humano (GIORDANI et
al., 2006). A espécie tem também diferentes propriedades, como: anti-inflamatoria
(CALDEFIE-CHEZET et al, 2006; LAHKAR; KUMAR DAS; BORA, 2013),
antimicrobiana (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; FERRARESE et al., 2006;
LAHKAR; KUMAR DAS; BORA, 2013; SILVA et al., 2003), fungicida (LAHKAR;

KUMAR DAS; BORA, 2013; TONG; ALTMAN; BARNETSON, 1992), e acaricida (LORI



et al.,, 2005), e seu reconhecido efeito para tratamento de picadas de inseto e
infecgbes de pele (BUDHIRAJA et al., 1999; LAHKAR; KUMAR DAS; BORA, 2013).

A propagacao a partir de sementes de melaleuca, embora utilizada
comercialmente, apresenta um problema comum, que € a segregacao de
caracteristicas desejadas (heranca completa), que ndo sdo necessariamente
transferidas de seus pais (arvores maes), sendo que as mudas obtidas de sementes
demonstram grande desuniformidade. Além disso, a taxa de multiplicacdo e
enraizamento de estacas caulinares, um método de propagacao vegetativa, portanto
clonal é relativamente baixa. Por estas razdes € de grande interesse o0
desenvolvimento de protocolos de micropropagacao visando avaliar a viabilidade
dessa técnica, do ponto de vista comercial e de performance de mudas provenientes
desse sistema de producédo de mudas (CHEN et al., 2006).

Também tem sido necessario o desenvolvimento de pesquisas de sistemas de
producédo de mudas de plantas medicinais com alta demanda por parte das industrias
farmacéutica e cosmética (COSTA et al., 2007). Poucos trabalhos em melaleuca
reportaram a micropropagacao in vitro, com a multiplicacdo em meio de cultura liquido
(DE OLIVEIRA, 2009) e também em meio semi-sélido (IlYAMA; CARDOSO, 2021),
no qual as pesquisas demonstraram bons resultados de multiplicacdo e proliferacéo
de multiplas brotagBes com citocininas, como por exemplo 6-Benzilaminapurine (BAP)
em diferentes concentracdes (IIYAMA; CARDOSO, 2021). .

O desenvolvimento de mudas ou plantulas in vitro, derivadas da
micropropagacao € influenciado por diversos fatores ambientais, como por exemplo a
temperatura e a luz do ambiente (GUPTA; JATOTHU, 2013). Os diodos emissores de
luz ou ‘Light Emitting Diodes’ (LEDs) com diferentes comprimento de onda e/ou

espectro de luz (cores), tem sido atualmente os mais utilizados na iluminagéo artificial



de salas de crescimento para plantulas micropropagadas e tem demonstrado efeitos
importantes e respostas significativas no cultivo in vitro. O uso de LEDs é também
uma alternativa na producao de mudas em grande escala, principalmente na questéao
de restricdes ambientais, como mudancas climéaticas e reducdo de terras cultivaveis
(BANTIS et al.,, 2018). As cores azul, vermelha, verde e branca, bem como suas
combinag¢des atuam no processos fisiologicos onde as ondas sédo absorvidas pelos
pigmentos fotossintéticos e pelos fotorreceptores clorofila, fitocromo e criptocromo,
controlando processos fotossintéticos e fotomorfogénicos (TERASHIMA et al., 2009,
CHEN et al., 2014)

A cor azul esta envolvida em varios processos fisioloégicos da planta, como o
fototropismo, morfogénese, abertura de estdmatos e funcionamento fotossintético das
folhas (WHITELAM; HALLIDAY, 2007), também atuando no alongamento do caule e
folhnas (HOENECKE et al., 1992), enquanto a cor vermelha emite um espectro de luz
muito proximo do maximo de absorbancia, tanto da clorofila quanto dos fitocromos. A
cor verde, de maneira geral, promove a reducdo fotossintética em plantas in vitro,
onde varios estudos em que foram avaliadas a eficiéncia e deficiéncia de luz verde
sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas comprovaram esse fato (SUN et
al., 1998).

Atualmente existem muitos estudos demonstrando os efeitos do uso de LEDs
com diferentes comprimento de onda (cores) sobre o desenvolvimento in vitro de Vitis
riparia (POUDEL et al., 2008), bananeira (NHUT et al., 2001), morangueiro (NHUT et
al., 2003), algodoeiro (Li e Tang, 2010), Anthurium andreanum L. (BUDIARTO, 2010),
Cedrela fissilis VELL (TADEU, 2017), sendo reportado o melhor desenvolvimento das
culturas sem a inducéo de dano ou fotoestresse (GUPTA; JATOTHU, 2013). Embora

em Melaleuca alternifolia, se tenha trabalhos com o desenvolvimento e obtencéo de



mudas a partir da micropropagagéao, ainda néo foi descrito ou avaliado a influéncia de
diferentes comprimentos de onda sobre seu cultivo e desenvolvimento em condi¢des
in vitro.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
O objetivo desse estudo foi realizar a micropropagacéao in vitro de melaleuca
cultivadas em diferentes comprimentos de onda fornecidos por LEDs e sua
interacdo com a presenca de BAP no meio de cultura.
2.2. Objetivos especificos
- Comparar o desenvolvimento in vitro de melaleuca cultivados sob diferentes
comprimentos de onda.
- Comparar o desenvolvimento in vitro de melaleuca com e sem presenca da
citocinina BAP.
- Quantificar o conteudo de clorofila em melaleuca em resposta aos comprimentos
de luz e BAP.
- Quantificar a absorcédo dos macronutrientes Ca, Mg e P por plantulas in vitro de

melaleuca.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Taxonomia e Caracteristicas botanicas

A familia Myrtaceae com distribuicdo Pantropical, sendo particularmente
diversificado na Australia e na América do Sul (WATSON; DALLWITZ, 1992; WILSON
et al.,, 2001), divide-se em duas subfamilias: Myrtoidea e Leptospermoideae, a
primeira de ampla ocorréncia na Ameérica tropical e o ultimo ocorre principalmente na
Austrdlia, Malasia e Polinésia (REYNEL et al., 2003). O género Melaleuca, pertence
a esta Ultima, com aproximadamente 100 espécies nativas da Austrdlia e Ilhas do
Oceano Indico (CRONQUIST, 1981). Este género tem uma recente introduc&o no
pais, mostrando-se tolerante nas variacbes climaticas e de solo, podendo ser
cultivado em todo o territorio brasileiro (Lorenzi, 2003).

Foi descrita pela primeira vez por (MAIDEN; BETCHE, 1905) como Melaleuca
linariifolia var. alternifolia, mas foi renomeado (CHEEL, 1924) como Melaleuca
alternifolia.

Classificacao sistematica de M. alternifolia segundo CHEEL, (1924); PROENCA
et al. 2022; THE ROYAL BOTANIC GARDENS, DOMAIN TRUST, (2022):

Reino: Plantae

Filo: Traquedfita
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Melaleuca L.
Espécie: Melaleuca alternifolia Maiden & Betche Cheel.

Nome comum: melaleuca.



A Melaleuca alternifolia Cheel & conhecida como “tea tree” ou arvore de cha
(RIEDL, 1997; ANPSA, 2023), desenvolve-se bem em regides onde as temperaturas
oscilam entre 25°C e 32°C (COLTON, 2005), quase todo Brasil principalmente no
litoral, também na floresta tropical atlantica (LORENZI; MATOS, 2002; GOMES,
2010). E uma espécie perenifdlia que pode crescer até cerca de 7 metros, possui
casca fina. As folhas afiladas, simples alternas de aproximadamente 2 cm de
comprimento, sdo ricas em 6leo com as glandulas proeminentes (SILVA et al., 2002).
As flores pequenas, ocorrem em massas de espigas brancas ou de cor creme, com
3-5 centimetros de comprimento, principalmente da primavera ao inicio do verdo. O
pequeno fruto lenhoso em forma de taca, com 2-3 milimetros, de diametro estéo
espalhados ao longo dos galhos. As inflorescéncias sédo axilares, em espigas
cilindricas, com grande numero de estames e com coloracdo variando de branca a
amarelada. Seus frutos sdo agrupados em capsulas globosas, com numerosas
sementes diminutas (LORENZI et al., 2003).

Tem como produto principal o 6leo essencial, geralmente armazenados e
isolados do processo fisiologico (DEANS; WATERMAN, 1993), nas folhas e ramos
(JOHNS et al, 1992; LEACH et al, 1993; INTERNATIONAL STANDARDS
ORGANISATION 1996; STANDARDS AUSTRALIA, 1997; JARMYN, 1998), possui
aproximadamente 100 componentes, sendo o Terpinen-4-ol, o y-Terpineno e o a-
Terpineno (CARSON et al., 2006), sendo os principais consumidores a América do
Norte e Europa, principalmente industrias farmacéuticas, de cosméticos e de limpeza,
devido as suas propriedades antifungica (BRUN et al., 2019; COMIN et al., 2016;
FELIPE et al., 2018; Ll et al., 2016; PIEKARZ et al., 2017; SHARRIFI-RAD et al., 2017,
SOUZA et al., 2019; YU et al., 2015); antibacteriana (BRUN et al., 2019; COMIN et al.,

2016; LI et al., 2016; NOUMI et al., 2018; OLIVA et al., 2018; PAZYAR et al., 2013;



SOUZA et al., 2019; UCKER, 2016); antiviral (BRUN et al., 2019; LI et al., 2013);
antiprotozoaria (BRUN et al., 2019; GRANDO et al., 2016; LI et al., 2016; LIU et al.,
2009); antioxidante (ASSMANN et al., 2018; SOUZA et al., 2019; UCKER, 2016;
ZHANG et al., 2018); anti-inflamatéria (ASSMANN et al., 2018; MORSOLETO et al.,
2015; NOUMI et al., 2018); analgésica (CARSON et al., 2006; LIU et al., 2009;
PIEKARZ et al.,, 2017), antitumoral (ASSMANN et al.,, 2018; LIU et al.,, 2009;
RAMADAN et al., 2019), inseticida (SHARIFI-RAD et al., 2017) e de cicatrizagao
(ASSMANN et al., 2018; KONG et al., 2019; PIEKARZ et al., 2017; SHARFI-RAD et
al., 2017).

O cultivo comercial da espécie foi bem-sucedida na China, Indonésia, Tailandia,
Brasil, Quénia, Madagascar, Malasia, Africa do Sul, Tanzania, Zimbabue e Estados
Unidos a producdo anual mundial seja de 900 a 1000 toneladas, com mais de 6 mil
hectares plantados (BROPHY et al., 2004; BEJAR, 2017).

3.2. Cultivo de melaleuca

A germinacdo da Melaleuca apresenta indices baixos (HARTMAN, 1999), alen de
isso, a sobrevivéncia também é baixa (WOODALL, 1982) com um 15% de sementes
com embrides (RAYACHHETRY et al., 1998) e, dessas sementes, 62% eram viaveis,
e das sementes viaveis, 73% germinaram em casa-de-vegetacdo apés 10 dias. Por
outro parte os outores RAYACHHETRY et al. (1998) indicaram que 27% das sementes
restantes que nao germinaram apos este periodo.

Estudos sobre a propagacao desta espécie ainda sdo escassos, para COSTA
et al. (2007), o enraizamento pode-se obter ate um 82,5% com 1500 mg L de AIB,
mas OLIVEIRA et al. (2008) encontraram apenas 41,25% de enraizamento com a
mesma concentracdo de AlB.

3.3. Cultivo in vitro de plantas



E um conjunto de técnicas e método (FROTA et al., 2006; ERIG; SCHUCHH,
2005), é baseado na totipoténcia celular (FREITAS, 2014; DOGAN, 2019), a
micropropagacdo é uma técnica conhecida como clonagem in vitro (CANHOTO,
2010), que permite a producdo de mudas (TORRES, et al.,, 1998; TERMIGNONI,
2005) em larga escala em um curto periodo de tempo e com espaco reduzido (CID,
2001).

3.2.1. Fatores Influentes
a) Selecédo de explantes

Geralmente séo utilizados explantes de tecidos jovens com tamanhos que
podem variar de 0,2 a 20mm para a sobrevivéncia e desenvolvimento (WILLADINO;
CAMARA, 2005).

O explante deve ser selecionado cuidadosamente, pode ser provenientes de
sementes e partes juvenis de plantas adultas, preferencialmente devem ser retirados
de plantas em crescimento ativo e que néo estejam passando por qualquer tipo de
estresse e ataque de pragas ou doencas (TEIXEIRA, 2005). Diversos explantes
podem ser utilizados como: apices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados
para o desenvolvimento in vitro (ARAUJO; CARVALHO, 2005).

b) Desinfestacéo de explante

A desinfestacdo do explante é uma etapa essencial na qual podem ser utilizadas
diversas substancias, pode-se iniciar com pré-tratamentos aplicados na planta matriz,
principalmente para combater patdgenos, quando se utilizam explantes de plantas de
campo, deve-se dar preferéncia aos ramos novos em crescimento ativo, cuja coleta
deve ser feita no inicio do periodo de brotacédo (TEIXEIRA,2005). Este controle deve
ser feito desde a desinfestacdo do material vegetal até a esterilizacdo dos

instrumentos e recipientes utilizados na manipulagdo do explante. Os instrumentos



(pingas, bisturis, etc.) devem ser submergidos em etanol 70 ou 96%; flambados e
colocados sobre um suporte limpo, dentro da camara de fluxo laminar. Para a
desinfeccdo do explante se pode utilizar etanol, hipoclorito de sédio e o de calcio,
detergentes de cozinha ou Tween 20, em concentracdo dos agentes desinfetantes e
o0 tempo de exposicdo (WILLADINO e CAMARA, 2005).
c) Contaminacgéo do explante

A contaminacao por microrganismos € um dos principais fatores limitantes para
0 estabelecimento de cultivo in vitro (RIBAS et al., 2003). A contaminacao por
bactérias acontece, geralmente, devido a contaminacdo enddgena dos explantes e
plantulas. A contaminacao por fungo ocorre em virtude da deficiéncia ha manipulacao
durante o subcultivo e a presenca de esporos no ambiente onde o subcultivo &
realizado ou a infestacdo por acaros (ABREU et al., 2002). Para minimizar essas
contaminacdes é recomendavel cultivar a planta, da qual serdo coletados os
explantes, em condi¢cBes parcialmente controladas (TEIXEIRA, 2005).
d) Oxidacao

A oxidacéo fendlica é altamente dependente da espécie e do gendtipo. Ela

depende igualmente do tipo de explante utilizado. Em geral, explantes jovens oxidam
menos que os velhos; outro fator que influencia a oxidacao in vitro € a época do ano.
Nos periodos do ano mais favoraveis ao crescimento, a oxidacdo fendlica dos
explantes in vitro € menor. Essa oxidacao representa um dos mais sérios problemas,
especialmente na fase de estabelecimento da cultura in vitro de explantes de espécies
lenhosas. Menores danos fisicos e quimicos no momento da excisao e desinfestacao
podem contribuir para minimizar o impasse; além do mais, a adicdo de compostos

antioxidantes, como cisteina, acido ascorbico e adsorventes, como carvao ativado e
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PVP, pode ser decisiva na prevencao a oxidagdo, a qual é mais acentuada nas fases
iniciais de cultivo (TEIXEIRA, 2005).
e) Meios de cultura

No cultivo in vitro o meio deve conter de micro e macronutrientes, vitaminas,
reguladores de crescimento, fontes de carbono (sacarosa) e oxigénio para que a
planta possa desenvolver como se estivesse em condi¢cdes naturais (CALDAS et
al.,1998), Ha inumeras formulacdes dos meios de cultura, ndo existindo um meio
padrdo, embora o mais amplamente difundido seja o meio idealizado por Murashige
e Skoog, conhecido mundialmente como meio MS (MANTELL et al., 1994).

De acordo com MANTELL et al. (1994) o meio consiste dos seguintes grandes
grupos de ingredientes:

- Macronutrientes inorganicos (N, K, Ca, Mg, P, S)

- Micronutrientes inorganicos (Cl, Fe, B, Mn, Na, Zn, Cu, Ni, Si, Mo)
- Vitaminas (acido nicotinico, piridoxina e tiamina)

- Fontes de nitrogénio organico (glicina e inositol),

- Acucares (sacarose)

- Reguladores de crescimento (auxina, citocinina, acido giberélico)
- Agente gelatinoso (agar ou phytagel).

A consisténcia do meio de cultura pode ser ajustada pela adicdo de agentes
gelificantes. Os cultivos em meio liquido devem ser mantidos sob agitacdo para
assegurar a aeracao dos explantes; outra possibilidade € inocular o explante sobre
um suporte de algoddo ou sobre pontes de papel, evitando que figuem submersos
(WILLADINO; CAMARA, 2005).

f) Fitohormdnios e fitorreguladores
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Fitohormdnios ou horménios vegetais sdo aqueles produzidos pela propria planta; em
baixas concentracdes, sao biologicamente ativos, podendo promover, inibir ou
modificar o crescimento, geralmente em um local diferente daquele onde foi
produzido.

Os fitorreguladores sao substancias sintéticas que produzem efeitos
semelhantes aos produzidos pelos horménios naturais. Os mais utilizados séo
auxinas, citocininas e giberelinas (SANTOS, 2003).

3.3 Citocininas

As citocininas sao muito utilizados em cultura de tecido vegetais, porque elas
estimulam a divisdo celular, quebra da dominancia apical (PREECE; SUTTER, 1991),
em concentracdes elevadas induzem a formacéao de brotos adventicios e inibem a
formacdo de raizes; as mais frequentes, sdo: kinetina (KIN), zeatina (citocinina
natural) cinetina (CIN), 6- bencilaminopurina (BAP ou BA) (TAIZ; ZEIGER, 2004),
thidiazuron (TDZ) (MATSUMOTO, 2000) e 6- (g, g-dimetilaliminol) purina (2iP)
(CARVALHO, 1999).

A 6-Benzilaminapurine (BAP) ou A 6-Benzylaminopurine (BAP) (N-(fenilmetil)-
7H-purina-6-amina) é uma citocinina sintética (TEIXEIRA, 2012), com massa
molecular 225,25, sua formula molecular € C12 Hi1 Ns; desenvolve o crescimento e
desenvolvimento das mudas (D’AGOSTINO; KIEBER 1999), o BAP quebra a
dorméncia apical e estimula a proliferacdo de gemas axilares (HU; WANG, 1984;
XAVIER et al., 2009). E usado a induc&o da divisdo celular em consequéncia promove
a brotacdo de numerosas espécies (REASE; BURST, 1983) aumentando o contetudo
de clorofila através da diferenciacdo do cloroplasto, também aumenta a atividade
fotossintética (DAVIES et al., 1995). Segundo BAIRU, et al. (2007, 2008, 2009)

algumas mudas in vitro apresentam fitoxicidade obtendo mudas sem desenvolvimento



12

ao longo do tempo, assim como também apresentam anomalias morfofisiologicas
(CASSELLS; CURY, 2001; GASPAR et al. 2002).
3.4 Fontes de iluminacao e os LEDs no cultivo in vitro.

O sol é a fonte responséavel pela iluminacao e calor (TAIZ, 2017) as plantas
utilizam esta fonte de energia no processo de fotossintese e respondem a essa
energia luminosa de acordo com a sua intensidade, comprimento de onda e direcéo
em que estao sendo emitidas. A luz é um fator muito importante para desenvolver os
processos fisioldgicos indispensavel das plantas, como a fotossinteses (CALDARI,
2017), porgue faz o processo de conversao de energia fisica em energia quimica, para
poder ser utilizada no desenvolvimento. A iluminacéo artificial € utilizado para
aumentar a luz diaria durante dias com baixa intensidade luminosa (CRAIG; RUNKLE,
2016; BIAN et al., 2018; PAUCEK et al., 2020). As plantas percebem a luz atravées de
fotorreceptores e respondem a esses receptores gerando uma série de respostas
fisiologicas especificas (MUNEER et al., 2014). A qualidade ou intensidade de luz
afeta a fotossintese, que sdo reacdes fotoquimicas que ocorrem dentro dos
cloroplastos, presentes nas células das plantas (NISHIO, 2000; MORROW, 2008;
MITCHELL et al., 2012; KOZAI et al., 2016).

As lampadas fluorescentes sdo geralmente a principal fonte de luz para
micropropagacao comercial de plantas. No entanto, elas produzem uma vasta gama
de comprimentos de onda (350-750 nm) enquanto consumindo uma grande
guantidade de energia. Em contraste, a luz LED (Light emitting Doide) podem emitir
comprimentos de onda especificos, tais como o vermelho e o0 azul, que sao utilizados
para a fotossintese (NGUYEN et al., 2020).

O LED (Light emitting Doide), foram as primeiras fontes de luz com o controle da

composicao espectral para melhorar o rendimento das culturas (BANTIS et al., 2018),
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como o contetado quimico, valor nutricional, controle da floracdo, o sucesso de
transplante de mudas, crescimento das culturas, producdo de novos individuos
regenerados (MORROW, 2008). O desenvolvimento das plantas é fortemente
influenciado pelos comprimentos de ondas pelos LEDs, dentre as quais séo a luz azul,
vermelha, verde e combina¢des (WHITELAM; HALLIDAY, 2007). As plantas n&o
absorvem todos os comprimentos de ondas, elas selecionam o comprimento de
acordo com seus necessidades. A parte mais importante do espectro da radiacéo
solar é 400 a 700 nm (HUERTAS, 2008), a qual € conhecida como radiacao
fotossinteticamente ativa (RFA), que corresponde praticamente ao espectro visivel do
olho humano. Na luz visivel entre 610 a 720 nm, que contém a banda do vermelho,
uma grande quantidade de luz é absorvida pelas plantas, afetando fortemente o
crescimento vegetativo e a fotossinteses (SAEBO et al., 1995; SENGER, 1982).

A luz vermelha (600-700 nm) geralmente leva a um ganho na massa seca,
alongamento do caule e expansao da area foliar de muitas espécies de plantas, além
de melhorar a eficiéncia fotossintética. O fitocromo € o fotorreceptor responsavel pela
absorcdo desses espectros. O crescimento e o desenvolvimento das plantas
melhoram significativamente quando € adicionado baixas proporcdes de luz azul. A
luz vermelho-distante (710 - 850 nm) também exerce forte influéncia na
fotomorfogénese (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A luz azul (400 - 500 nm) promove altera¢des no crescimento e desenvolvimento,
gue levam as plantas a se adaptar as mudancas nas condi¢cdes ambientais. A
absorcao da luz azul pelas clorofilas promove um estado energético maior do que em
relacédo a luz vermelha, devido a maior energia existente na luz azul. Essa energia de
excitacdo das moléculas de clorofila pode ser utilizada na etapa fotoquimica da

fotossintese, ser perdida na forma de calor ou até mesmo gerar danos ao aparato
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fotossintético, como a formacgdo de radicais livres (TAIZ; ZEIGER, 2013). Sendo
assim, a quantidade de luz azul ou a quantidade 6tima exigida pelas diferentes
espécies de plantas € uma constante pergunta feita pelos pesquisadores, a luz azul é
também importante para a sintese de clorofila, desenvolvimento de cloroplastos,
abertura estomatal e fotomorfogénese (SAEBO et al., 1995; SENGER, 1982).

A luz vermelha e azul sé@o basicas nos espectros de iluminacao para a maioria
das culturas, sendo que, para algumas hortalicas como folhosas, tomate, pepino e
pimentéo, a luz vermelha distante foi importante para os processos fotomorfogénicos
e também na promocédo do crescimento. No entanto, composi¢cdes espectrais, como
verde ou amarelo, também mostraram efeitos fisiol0gicos significativos nessas plantas
(OLLE; VIRSILE, 2013).

A luz verde (500 — 580 nm) foi por muito tempo desconsiderada no crescimento
de plantas pelo fato dos pigmentos em sua maioria refletirem esse comprimento de
onda, porém, alguns estudos utilizando LEDs vermelho e azul isolados ou em
combinacéao verificaram que o crescimento das plantas era melhor no LED branco. A
partir destes estudos, foi verificado que essa melhoria no crescimento estava
relacionada a presenca de espectro de luz verde no LED branco. WANG; FOLTA
(2013) acrescentaram que o espectro verde pode penetrar mais eficientemente nas
folhas e aumentar a fixacdo de carbono, principalmente em ambientes sombreados.
KIM et al. (2004) trabalhando com alface (Lactuca sativa), demostraram que as
plantas cultivadas com luz vermelha, azul e no maximo 24% de luz verde,
apresentaram maior massa seca e maior area foliar do que as cultivadas com 51% de
incidéncia de luz verde, ou somente vermelho e azul.

As pesquisas com LED evidenciam que as plantas necessitam de amplo

espectro luminoso para otimizar os processos fotossintéticos, e essa necessidade
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varia com a espeécie vegetal. A luz LED branca (460 — 560 nm) apresenta em seu
espectro uma maior propor¢do de luz azul e verde, uma menor propor¢cdo de
ultravioleta (UV) e uma menor relacédo vermelho e vermelho distante em comparagéao
as lampadas fluorescentes (FRASZCZAK et al., 2014).

MOE et al. (2005) ressaltaram que, para estabelecer uma producdo bem
sucedida ao longo do ano, é necessério levar em consideracdo que a alta taxa de
fotossintese, crescimento e desenvolvimento é baseada em uma interacdo muito
complexa entre luz e varios outros fatores de crescimento como temperatura, umidade
do ar e disponibilidade de CO2 e de nutrientes. Neste contexto, SCHROETER-
ZAKRZEWSKA et al. (2014) afirmaram que é possivel obter um maior numero de
plantas por unidade de area com o uso de iluminacéo artificial e, entdo reduzir os
custos com aquecimento e investimento com expanséo de area para cultivo de plantas

em estufas agricolas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Local experimental e origem do material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fisiologia Vegetal e
Cultura de Tecidos LFVCT (www.lfvct.ufscar.br) do Departamento de Biotecnologia,
Producédo Vegetal e Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de S&o Carlos - UFSCar, Campus Araras — SP, Brasil.
4.2 Origem do material vegetal

O material vegetal utilizado foram plantulas cultivadas in vitro de M. alternifolia,
obtidas a partir do estabelecimento in vitro de apices caulinares contendo de 2 —4 mm
de comprimento e que foram multiplicados e desenvolvidos no LFVCT por 9 meses,
até a obtenc&o de numeros suficiente de plantas para a fase experimental, sendo que
essas plantas tinham aproximadamente 10 — 15 cm de comprimento, e foram
cultivadas em meio de cultura Murashige & Skoog (1962), contendo a metade da
concentracdo de macronutrientes (MS%2), contendo 6,4 g L de agar, 2% de sacarose,
0,1 g L inositol, e pH ajustado para 5,8 (IlYAMA; CARDOSO, 2021).
4.3 Fase experimental
4.3.1 Meio de cultura

Para a preparacao do meio de cultura, foi utilizado o protocolo desenvolvido por
IIYAMA; CARDOSO, (2021), sendo o meio de cultura baseado na formulacdo de
Murashige & Skoog (1962), contendo a metade da concentracdo de macronutrientes
(MS%2), 2% de sacarose, 0,1 g Lt inositol, e pH ajustado para 5,8. Apés o ajuste do
pH foram adicionados 6,5 g L™* de agar (Agargel, Jodo Pessoa-PB, Brasil). Esse meio
de cultura foi utilizado como base para todo o periodo experimental, sendo formulado
sem presenca de 6- bencilaminopurina (BAP) (0,0 mg L) e na concentracéo de 0,25

mg L. O meio de cultura foi entédo vertido em volumes individuais de 15 mL por tubo
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de ensaio (dimensdes do tubo — 15 mm comprimento e 25 mm diametro de boca),
sendo o conjunto tubo e meio de cultura autoclavados a temperatura de 121 °C; 1,1
atm, durante 25 min.
4.3.2 Explantes utilizados e inoculagé&o in vitro

Como explantes foram utilizados segmentos nodais a partir das plantas
doadoras descritas no item 4.1, e que em condi¢des de fluxo laminar foram divididas
em segmentos nodais com 1,0 — 1,5 cm de comprimento introduzidos de forma
individual em tubos de ensaio contendo 15 mL dos meios de cultura descrito no item

4.2.1, contendo ou ndo a BAP (Figura 1).
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Figura 1. Explantes do tipo segmentos nodais de M. alternifolia utilizados para iniciar
0 experimento.
4.3.3 Condic0Oes de cultivo

Os tubos de ensaio contendo os segmentos nodais foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo ajustado para 14 horas e temperatura de 25 °C + 2 °C.
O cultivo de todas as plantulas foi feito pelo uso de diodos emissores de luz (LEDS),
sendo utilizado como tratamentos LEDs contendo diferentes espectros de luz: azul
(Az) obtida por LEDs do tipo bulbos com 15 watts de poténcia, de marca Phillips
Greenpower LED Research Module Blue; vermelho (Ve) obtida por LEDs do tipo

bulbos, com 10 watts de poténcia, de marca Phillips Greenpower LED module HF



18

deep red; vermelho+branco (VB) obtida por LEDs do tipo bulbos com 11,6 watts de
poténcia de marca LabPar e azul+vermelho (AV) obtida por LEDs do tipo bulbo com
11,6 — 11,7 watts de poténcia, de marca LabPar. A luz branca (Br) obtida por médulo
difusor tipo espiral, com 23 watts de poténcia, de marca Ourolux®, Brasil; também foi
mantido um tratamento no escuro (Es), em tubos de ensaio contendo os segmentos
nodais em caixas fechadas, na auséncia de luz. Em todos os espectros de luz, foi
quantificada a densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (PPFD) utilizando-se para
isso 0 medidor Quantum SQ-520 (Apogee Instruments, USA).

Os tratamentos com diferentes comprimentos de onda foram compostos por seis
tipos de comprimento de onda fornecidos por: 1) 100% de luz branco (Br) (64,09
umol/m?s1), 2) 100% de escuro (Es) (0,58 umol/m?s), 3) 100% de luz azul (Az) (55,58
umol/m? s), 4) 100% de luz vermelho (Ve) (106,22 ymol/m?s), 5) 50%: 50% de luz
vermelho e branco (VB) (104,51 ymol/m?s), e 6) 40%: 60% de luz azul e vermelho
(AV) (71,48 ymol/m?s), e os meios da cultura sem e com (0, mg L' e 0,25 mg L de

BAP). Os diferentes comprimentos de onda estéo ilustrados na Figura 2.
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Figura 2. Densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) de diferentes fontes de

LEDs, em pmol/m?s; A. médulo difusor de cor Branco (100%). B. cor Escuro (100%).

C. LEDs de cor Azul(100%). D. LEDs de cor Vermelho (100%). E. LEDs de cor

Verlmeho + Branco (50%: 50%). F. LEDs de cor Azul + Vermelho (40%: 60%).

4.3.4 Delineamento experimental e tratamentos.

O experimento foi conduzido no esquema fatorial 2 (concentracdes de BAP: 0 mg L

e 0,25 mg L) x 6 (espectros de luz: Br, Es, Az, Ve, VB e AV), com 10 repeticGes por

tratamento, sendo a unidade experimental um tubo de ensaio contendo um segmento

nodal. O experimento foi repetido duas vezes e foram disposta como ilustra a Figura

3.
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Fator 2
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Fator 1

Figura 3. Croqui experimental
4.3.5 AvaliacGes das plantulas de melaleuca obtidas in vitro
As andlises do desenvolvimento de melaleuca foram realizadas semanalmente
no periodo de 30 dias, apés da introducéo de segmentos nodais nos meios de cultura
(Figura 1), onde as variaveis avaliadas foram: nimero de brotacdes, comprimento de
brotacdes, altura de parte aérea, taxa de enraizamento, massas fresca e seca total,
de parte aérea. Também foram analisadas as concentracdes de clorofilas a, b e total.
Para as analises de massa fresca e seca, as unidades experimentais (mudas)
foram retiradas do tubo de ensaio e limpadas, depois foram divididas em duas partes
(parte aérea e raizes) e foram pesadas em uma balanca analitica digital com preciséao
de 0,1 mg. A massa seca das partes divididas (aérea e radicular) foram entédo
colocadas para secagem em estufa de secagem e esterilizacéo, a 70 °C por 72 h,

sendo novamente pesadas em uma balanca analitica de preciséo (Figura 4).
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Figura 4. Fluxo de pesagem e medi¢cdes de massa fresca e seca das amostras de M. alternifolia
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Para o analises de teor de clorofila a, b e total um novo experimento foi
desenvolvido (experimento dois) como indica a Figura 3, a quantificacdo das
concentracdes de clorofilas a, b e total de M. alternifolia, foram realizada apos 30 dias
de desenvolvimento in vitro dos tratamentos. As folhas de melaleuca sdo muito
pequenas e, portanto, 0 método ndo destrutivo ndo € muito eficiente, por isso foi
escolhido o método destrutivo. Para tanto, as analises da concentracao de clorofila a,
b e total, foram obtidas pela utilizacdo de 100 mg de folhas das melaleucas in vitro.
Essas foram maceradas e foi adicionada 2-3 ml de acetona pura (99.5%). Apés a
maceracao e liberacao da clorofila na acetona, foi completada com acetona até atingir
o volume final de 10 ml. As amostras foram colocadas em frasco de vidro transparente
visando a medicdo de sua absorbancia no espectrofotbmetro IRIS-HI801 (Hanna
Instruments). As leituras de absorbancia foram realizadas a 664 nm e 647 nm, similar
ao descrito por LICHTENTALER (1987).

Como padréo zero foi utilizado 10 ml de acetona pura. As concentracdes de
clorofila foram determinadas, em mg L pelas seguintes equacdes: clorofila a=12.70
(Aeea) -2.97 (Aea7); clorofila b=20.70 (Aes7) -4.62 (Asss) € clorofila total=17.90 (Aea7)-
8.08 (Aes4), conforme proposto por LICHTENTHALER et al. (1984).

As varaveis avaliadas foram: clorofila ‘a’, clorofila ‘b’ e clorofila total (a + b) por

tratamento.

Avaliagao da clorofila Amostra da clorofila e
A. B e total patrac de acetona pura

Amasse as folhas

em acetona amostra no frasco

Figura 5. Fluxo de experimento de obtenc¢éo da clorofila A, B e Total de M. alternifolia.
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4.3.6 Densidade e diametro dos estomatos das folhas.

A fim de verificar a existéncia de uma correlacdo entre 0s varios comprimentos
de onda e a presenca de BAP foram avalidas a densidade e diametro dos estdmatos
das folhas. Para isso foram utilizadas folhas do quarto ao sexto nodo da plantula in
vitro (IIYAMA; CARDOSO, 2021). As folhas foram expostas na solucao de fixacéo
“Carnoy” composta de 3 etanol:1 acético glacial acido) (v/v) no periodo de 48h, depois
as amostras foram armazenada em solucao de alcool 70% a 8°C até o momento da
avaliacdo. Para a visualizacdo dos estdomatos, as folhas foram previamente imersas
em alcool 70% por um minuto, e logo apos em solucao de hidroxido de potassio 5 M
a 45°C por 20-30 segundos, sendo que a reacdo foi parada com uso de agua
destilada, seguido de preparo da lamina com laminula e visualizacdo em microscépio
de luz Nikon Eclipse 201 com ampliacao total de 100%, juntamente com a camera de
alta resolucao (5 Mp) Optica, os estdmatos foram quantificados no campo de visao
0,06 mm?.

As varaveis avaliadas foram: densidade de estbmatos (DEE) e diametro de

estdbmatos (DIE) por tratamento.
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Folhas expostas em de potassio 5 M microscépio 6ptico Nikon Eclipse 201
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Figura 6. Fluxo de analises de densidade dos estdmatos de M. alternifélia.
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4.3.7 Andlises de alteracdes de pH, absorcdo de nutrientes por médio da
condutividade elétrica (CE) e dos macronutrientes Calcio, Fosforo e Magnésio
do meio de cultura.

Para as analises de pH e CE dos meios de cultura, foram coletados os dados de
pH e C.E iniciais a partir dos meios de cultura apds a autoclavagem. ApGos o periodo
de cultivo in vitro, os meios de cultura foram separados das plantas, e congelados a
temperatura de -20°C por 48 horas. Em seguida, foram descongelado para fundir os
meios de cultura e analisa-los, com o objetivo de obter os valores finais de pH e CE.
O pH foi medido usando um pHmetro de bancada da marca Mettler, enquanto a
condutividade elétrica foi medida usando um condutivimetro portatii da Hanna
Instruments. Os dados iniciais e finais de pH foram utilizados para determinar o
comportamento ou alteracdo do pH ao longo do tempo. Os dados iniciais e finais de
CE foram utilizados para calcular a diferenca e trabalhar em porcentagem de CE dos
meios de cultura apos o cultivo das melaleucas in vitro.

Para a analise da absorcdo dos macronutrientes calcio, fosforo e magnésio, foi
utilizado o equipamento Espectrofotdmetro IRIS-HI801 (Hanna Instruments). E
importante seguir as instrucdes especificas do equipamento e dos reagentes
utilizados, conforme fornecido pelo fabricante (Hanna Instruments), para garantir
resultados precisos e confiaveis.

Para o analises de calcio foi utilizado 3 ml do meio de cultura, 7 ml do reagente
A (HI93752-Ca) e 4 gotas do reagente Buffer, estas foram colocadas em frasco de
vidro transparente e misturados. Em seguida, a amostra foi introduzida no
espectrofotdmetro, onde foi feita a primeira leitura. Posteriormente, foi adicionado 1ml

de reagente B (HI93752B-Ca) e as solu¢des foram misturadas novamente. A amostra
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foi reintroduzida no espectrofotobmetro, onde foi realizada a leitura apos um periodo

de espera de 5min.

3 mi de amostra ‘ ’

de meio de cultura 4 gotas reagente

Fluxo de analises de
Calcio

Frasco de vidro

Fazer a leitura Ca Fazer a primeira
- ’ Ieitura {0}

1 ml De reagente B

Figura 7. Fluxo de analises de célcio no meio de cultura de M. alternifolia.

Para a analises de fosforo foi utilizado 10ml do meio de cultura e foram colocados
em frasco de vidro transparente. Em seguida, a amostra foi introduzida no
espectrofotometro, onde foi feita a primeira leitura. Apos a leitura inicial, foram
adicionadas 10 gotas de reagente A (HI93717A-0) e um pacote de reagente B

(H193717B-0) a amostra. As soluc¢des foram misturadas e, em seguida, o frasco de



26

vidro foi novamente introduzido no espectrofotbmetro para realizar a andlise de

nutrientes.

' azer a primeiré
leitura (0)

10 gotas reagente

10 ml de amestra
de meio de cultura

Fluxo de analises de
fosforo

1 pacote de
' reagente

Hexer e espere a
reacao

Fazer aleitura P

introduzir no
fotoespectrometro

Figura 8. Fluxo de analises de fosforo no meio de cultura de M. alternifolia.
Para o analises de magnésio, foram utilizados 1ml do reagente A (HI93752A-
Mg) e 9ml do reagente B (HI93752B-Mg). Esses reagentes foram misturadaos em um

frasco de vidro e a solucao resultante foi introduzida no espectrofotdmetro, onde foi



277

realizada a primeira leitura. Logo em seguida, adicionado 0.5 ml meio da cultura
cultura & amostra e as soluc¢des foram misturadas. O frasco de vidrio foi novamente
introduzido no espectrofotdmetro para a andlise de nutrientes.

As varaveis avaliadas faram teor de absor¢ao de célcio, magnésio e fosforo por

tratamento.

: ' ,
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Figura 9. Fluxo de analises de magnésio no meio da cultura de M. alternifélia.
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4.4 Analise dos dados

Todos os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA.
Os dados foram verificados quanto a normalidade utilizando o teste de Shairo-Wilk.
Quando os dados apresentaram normalidade, as médias foram comparados pelo teste
de comparacao de médias de Duncan, com um nivel de significancia de 5%. No caso
em que os dados dados apresentaram auséncia de normalidade e nédo foi possivel
normaliza-los por meio de transformacéo dos dados, foi utilizado o teste de Games-
Howel para comparar as médias, também com um nivel de significancia de 5%. As

analises estatisticas o software R Studio (HILL et al., 2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeitos de 6-Benzylaminopurine (BAP) e comprimento de onda no cultivo e
desenvolvimento de melaleuca in vitro.

Os resultados de numero de brotagdes (NB), comprimentos dos brotos (CB),
altura parte aérea (AA), massa fresca e seca da parte aérea (MF e MS), clorofila a, b
e total (CLA, CLB e CLT) e dos efeitos da interacdo entre comprimento de onda e
presenca de BAP estdo demonstrados nas Figuras 10 a 18. Para a Taxa de
enraizamento (TE) foram tratados em porcentagem (%).

De acordo com os resultados da Tabela 1, observou-se que o efeito do BAP, do
comprimento de onda utilizado e da interagéo entre esses fatores foi estatisticamente
significativo na proliferacdo de brotos. Verificou-se que a maior taxa de proliferacéo
(8,1 brotos/segmento nodal) foi obtida quando a luz branca foi utilizada em conjunto
com a presenca de BAP. Por outro lado, na mesma fonte de luz, porém sem a adi¢cao
de BAP ao meio de cultivo, foi registrada uma proliferacdo de apenas 2,5
brotos/segmento nodal (Figura 10).

Esses resultados indicam que tanto o BAP quanto o comprimento de onda da luz
exercem um impacto significativo na proliferacdo de brotos. A combinacdo da luz
branca com a presenca de BAP mostrou-se a condicdo mais favoravel para alcancar
uma maior taxa de proliferacdo. Essas diferencas na proliferacdo observadas entre os
diferentes tratamentos podem ter implicacbes importantes no desenvolvimento e
crescimento das plantas em estudo.

Tabela 1. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda em nimero de brotos

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 21,456 21,456 76,201** < 0,0001
Comprimento de onda (B) 5 37,149 7,4299 26,388** < 0,0001
Interacdo (AXB) 5 20,821 4,1642 14,789** < 0,0001
Residuo 105 29,564 0,2816
Total 116 108,99
Coeficiente de variacéo (%) 38,933

Média | 4,1 | Ndmero de observacdes 120
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Figura 10: Numero de brotacbes de M. alternifolia, no periodo de 30 dias, com
interacdo entre comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras mailsculas
diferentes entre si demonstram diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade
utilizando-se o teste de Duncan, para o fator presenca e auséncia de BAP no meio de
cultura. Letras minusculas mostram as diferencas entre os espectros de luz.

De acordo com IIYAMA e CARDOSO (2021), a adicdo de BAP em
concentracgdes baixas (0,55 yM) resultou em um aumento consideravel na proliferacéo
de brotos, com uma média de 6,54 brotos/planta. Esses resultados sdo semelhantes
aos obtidos no presente estudo, onde a média da concentracdo de BAP com adicéo
foi de 5,6 brotos/segmento nodal a 8,1 brotos/segmento nodal. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Oliveira et al. (2010), onde foi relatado
gue a adicdo de 0,55 uyM de BAP ao meio de cultura MS resultou na melhor
proliferacdo de brotos (5,6 brotos/segmento nodal) em mudas de melaleuca. A
utilizacdo de BAP promove uma alta frequéncia de brotacdes, o que estd em linha
com as descobertas de Dogan (2019) e liyama e Cardoso (2021), pois o BAP estimula

o desenvolvimento de gemas laterais e a proliferagdo de novos brotos nos tecidos
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vegetais (Muleo e Morini, 2006). No entanto, os tratamentos sem BAP apresentaram
desenvolvimento das raizes (Figura 13), o que é consistente com o0s resultados
obtidos por Oliveira et al. (2010) e liyama e Cardoso (2021).

No caso do comprimento dos brotos (CB), o efeito do BAP, do comprimento de
onda utilizado e da interacdo entre esses fatores foi significativo, conforme
demonstrado na Tabela 2. As médias de comprimento dos brotos foram comparadas
pelo teste Games-Howell. Os resultados do comprimento dos brotos (Figura 11) foram
opostos aos resultados do numero de brotos. O maior comprimento de brotos (1,17
cm) foi obtido com a combinacéo de luz LED azul + vermelho, sem a presenca de
BAP, enquanto na mesma fonte de luz, mas com adicdo de BAP (0,25 mg L-1), o
comprimento foi de 0,54 cm. Isso indica que a citocinina BAP alterou o
desenvolvimento normal dos brotos in vitro, aumentando a proliferagcdo, mas
diminuindo o tamanho dos novos brotos obtidos. Portanto, € mais vantajoso ter um

maior numero de brotos, independentemente do comprimento, para a melaleuca.

Tabela 2. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda do comprimento de

brotos.
CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 27,023 27,023 27,023** < 0,0001
Comprimento de onda (B) 5 258,20 51,640 51,640** < 0,0001
Interacdo (AXB) 5 336,71 67,342 67,342** < 0,0001
Residuo 105
Total 116
Coeficiente de variacéo (%) 75,738
Média | 0,8 | Ndmero de observacdes 120

** = significativi a 1% de probabilidade
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Comprimento de brotos (altura) (cm)
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Figura 11: Comprimento de brotos (CB) de M. alternifolia, no periodo de 30 dias, com
interacdo entre comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras mailsculas
diferentes entre si demonstram diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade
utilizando-se o teste Games-Howel, para o fator presenca e auséncia de BAP no meio
de cultura. Letras minasculas mostram as diferencas entre os espectros de luz.

No escuro, quando foi adicionado BAP, foram obtidos 5,8 brotos/segmento nodal
e um comprimento de 0,79 cm. Por outro lado, o cultivo sem adicdo de BAP no escuro
resultou em valores muito baixos, apenas 0,01 brotos/segmento nodal e 0,02 cm de
comprimento, respectivamente. Esses resultados indicam que a presenca do BAP no
meio de cultura pode substituir, pelo menos parcialmente, a necessidade de luz para
o desenvolvimento das plantas in vitro de melaleuca. No entanto, varios estudos
mostraram que a aplicacdo de BAP pode atrasar a senescéncia em diferentes
espécies de plantas. Por exemplo, SHI et al. (2015) descobriram que a aplicacéo de
BAP atrasou a senescéncia em folhas de rosas cortadas, prolongando assim o tempo
de vida das flores. Em culturas de tecidos vegetais, observou-se que a adi¢cdo de BAP
ao meio de cultura pode manter a viabilidade e o vigor dos explantes, atrasando assim

a senescéncia dos tecidos (COCA et al., 2015; HASSAN et al., 2019). Resultados



33

semelhantes foram encontrados por LIN et al. (2013), que relataram que as mudas de
mirtilo ndo se desenvolvem no escuro devido a auséncia de luz. Além disso, observou-
se tanto em melaleuca quanto em mirtilo que o BAP promove a proliferacdo de
brotacdes, com reducdo da expansao das folhas e encurtamento dos entrends do
caule, resultando em plantas com vérias brotacdes axilares ou adventicias, mas pouco
desenvolvidas.

Os resultados da altura da parte aérea das plantas (AA) foram analisados usando
o teste Games-Howell, conforme apresentado na Tabela 3. A maior altura das plantas
(7,3 cm) foi observada quando as plantas foram cultivadas sob luz branca, sem adi¢céao
de BAP ao meio de cultura. Por outro lado, quando o BAP foi adicionado ao meio de
cultura na mesma fonte de luz, foi observada uma das menores alturas das plantas
(1,8 cm), conforme ilustrado na Figura 12.

Tabela 3. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda na altura da planta.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 35,015 35,015 35,015** < 0,0001
Comprimento de onda (B) 5 30,014 6,0028 6,0028** < 0,0001
Interacdo (AXB) 5 66,220 13,244 13,244 ** < 0,0001
Residuo 105
Total 116
Coeficiente de varia¢éo (%) 29,460
Média | 3,5 | Ndmero de observacdes 120
** = significativo a 1% de probabilidade
Altura da parte érea (cm)
8.00 ~7,3Aa
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Figura 12: Altura da parte aérea (AA) das plantas de M. alternifolia foi avaliada ao
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longo de um periodo de 30 dias, considerando a interacdo entre o comprimento de
onda daluz e a presenca ou auséncia de BAP no meio de cultura. A andlise estatistica
utilizando o teste Games-Howell foi realizada para comparar as medias, e letras
mailsculas diferentes entre si indicam diferencas significativas ao nivel de 5% de
probabilidade para o fator presenca e auséncia de BAP no meio de cultura. Por outro
lado, letras minUsculas séo utilizadas para mostrar as diferencas entre 0s espectros
de luz.

Dados similares foram encontrados nos estudos de IIYAMA; CARDOSO (2021)
e Oliveira et al. (2010), nos quais eles relataram uma reducéo na altura da parte aérea
de mudas de melaleuca, variando de 3,55 cm a 0,40 cm, quando o BAP foi adicionado
ao meio de cultura. Além disso, CRUZ et al. (2021) também encontraram resultados
semelhantes em mudas de mirtileiro cultivadas em diferentes tipos de luz e
reguladores de crescimento, sendo que o tratamento com luz branca apresentou uma
altura de 2,18 cm.

Por outro lado, o cultivo no escuro ndo mostrou influéncia do BAP, uma vez que
ambos os tratamentos apresentaram a mesma altura (2,2 cm). Resultados
semelhantes foram observados em estudos com hipocotilos de Arabidopsis thaliana
cultivados no escuro, nos quais ndo houve desenvolvimento (FOLTA, 2004). Nos
demais espectros de luz, a altura ficou intermediaria entre a luz branca e as condi¢des
de escuro, sem diferencas significativas entre eles para essa variavel.

Os resultados da taxa de enraizamento (TE) n&o foram tratados com a ANOVA.
A maior taxa de enraizamento (90 %) foi observada quando as plantas foram
cultivadas luz branca, sem adicdo de BAP ao meio de cultura. Por outro lado, quando
0 BAP foi adicionado ao meio de cultura na mesma fonte de luz, ndo foi observada

presenca de raiz (0 %), conforme ilustrado na Figura 13.
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As citocininas podem ter efetos variaveis no enraizamento das plantas. Em geral,
em altas concentragdes, podem inibir o enraizamento (GASPAR et al., 1998; OLMOS
et al., 1998; PEREZ-TORNERO et al., 2019). As taxas de enraizamento foram de 0%
para os tratamentos que foram expostos ao BAP. Resultados semelhantes foram
descritos por IIYAMA e CARDOSO (2021), onde a adicdo de BAP no meio de cultura
inibiu o enraizamento. Nao entanto, é possivel que algumas plantas, em condicdes
especificas, sejam capazes de enraizar sem a adicdo de auxinas no meio de cultura.
Isto pode ocorrer por fatores endégenos, reguladores presentes no explantes (DE
KLERK; KRIEKEN 1999; GUROVICH, 2009; FERNANDEZ-GARCIA, 2011;

HARTMANN, 2011).

Taxa de enraizamento (%)
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Figura 13: Taxa de enraizamento (%) (TE) das plantas de M. alternifolia foi avaliada
ao longo de um periodo de 30 dias.

No caso de melaleuca, observou-se uma taza de enraizamento de 10 a 90% em
diferentes comprimentos de onda de luz, sendo 90% obtidos em luz branca (Figura
13). Por outro lado, o cultivo no escuro sem adicdo do BAP, resoltou em apenas 10%
de enraizamento devido ao deterioro dos tecido vegetais, como pode ser observado
na Figura 14. Varios estudos demonstraram que os tecidos vegetais em estado de

senescéncia tém uma capacidade reduzida de formar raizes adventicias ou de
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enraizar em comparagdo com os tecidos mais jovens. Isto pode dever-se a uma

diminuicéo da actividade das células nos tecidos senescentes, bem como a alteracées

na expressao de genes relacionados com o enraizamento (PEREZ-TORNERO, 2001;

VALDES 2005; BUCHANAN-WOLLASTON, 2007).
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Figura 14: Desenvolvimento in vitro de melaleuca em diferentes comprimentos de
onda e 6-Benzylaminopurine (BAP). A. Luz cor Branco com e sem BAP. B. cor Escuro
com e sem BAP. C. LEDs de cor Azul com e sem BAP. D. LEDs de cor Vermelho com
e sem BAP. E. LEDs de cor Vermelho + Branco com e sem BAP. F. LEDs de cor Azul
+ Vermelho com e sem BAP.

Para os resultados de massa fresca (MF) e seca (MS), o efeito de BAP e do
comprimento de onda foram significativos, mas néao foi observada interacdo dos
fatores (Tabelas 4 e 5). As médias foram comparadas pelo teste de Duncan, sendo
assim os maiores médias (0,18 g MF/planta e 0,015 g MS/planta) foram obtidas com
uso da luz branca, na presenca de BAP no meio de cultura. Sem a adicao do BAP ao
meio de cultura as maiores médias foram obtidas também na luz branca (0,08 e 0,01
g), nao diferindo estatisticamente das luzes vermelha, vermelho+branca e
vermelho+azul (Figura 10).

Tabela 4. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda de Massa fresca da

parte aérea.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 73,410 73,410 71,117* < 0,0001
Comprimento de onda (B) 5 42,703 8,5406 8,2738** < 0,0001
Interacéo (AXB) 5 10.340 2,0681 2,0035 NS < 0,0001
Residuo 108 111,48 1,0322
Total 119 237,94
Coeficiente de variacéo (%) 18,934
Média | 0,08 | Numero de observacdes 120

** =gjgnificativo a 1% de probabilidade

Tabela 5. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda em Massa seca da

parte aérea.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 1865005 1865005 56,559** < 0,0001
Comprimento de onda (B) 5 1959109 391822 11,883** < 0,0001
Interacdo (AXB) 5 87961 17592 0,5335 NS < 0,0001
Residuo 108 3561236 32974
Total 119 7473311
Coeficiente de variacéo (%) 9,0746
Média | 0,0099 [ Numero de observagdes 120

** =significativo a 1% de probabilidade
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Figura 15: Massa fresca da parte aérea de M. alternifolia, no periodo de 30 dias, com

interacao entre comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras mailusculas

diferentes entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e

auséncia de BAP no meio de cultura. Letras minasculas mostram as diferencas entre

0Ss espectros de luz.
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Figura 16: Massa seca da parte aérea de M. alternifolia, no periodo de 30 dias, com

interacdo entre comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras maiusculas
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diferentes entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e
auséncia de BAP no meio de cultura. Letras minusculas mostram as diferencas entre

0s espectros de luz.

Varios autores, como BELLO-BELLO et al. (2016), GUPTA; JATOTHU (2013) e
KIM et al. (2004), relatam a existéncia de correlagéo entre a massa fresca e seca (MF
e MS) e o nimero de brotos por segmento nodal. Neste estudo, observou-se que as
médias da massa seca (0,015 g) e fresca (0,18 g) apresentaram correlacdo positiva
com o numero de brotos (8,1 brotos por segmento nodal) (Figura 17). As maiores
médias foram obtidas na condicéo de luz branca com presenca de BAP. Resultados
semelhantes foram encontrados por SARROPOULOU et al. (2022) em mudas de
cereja, onde as variaveis de massa fresca (0,365 g) e seca (0,046 g) também
mostraram correlagcdo com o numero de brotos (3,86) sob exposicao a luz. Na mesma
fonte de luz, mas sem adicdo de BAP ao meio de cultivo, as médias das variaveis de
massa fresca (0,08 g), seca (0,01 g) e numero de brotos (2,5 brotos por segmento
nodal) também apresentaram correlacdo, embora com valores menores. Os
tratamentos que incluiram a presenca de BAP apresentaram maior massa fresca e
seca, 0 que indica uma maior proliferacdo de brotos e absor¢cdo de nutrientes,
resultando no desenvolvimento de novos tecidos ou biomassa (FORTINI, 2017). Por
outro lado, nos tratamentos sem adicdo de BAP, observou-se um desenvolvimento
inferior devido a baixa proliferacdo de brotos causada pela auséncia do BAP. Dados
semelhantes foram obtidos por SARROPOULOU et al. (2022) em mudas de cereja.

Nos demais espectros de luz, a massa fresca e seca apresentaram uma
tendéncia similar ao espectro de luz branca, ndo diferindo entre si para essas

variaveis.
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No estudo, foi observado que o espectro de luz branca em combinagéo com a
adicdo de BAP mostrou uma relagdo positiva com as variaveis de numero de brotos,
massa fresca e massa seca. No entanto, nao foi encontrada uma relagao significativa
entre o comprimento dos brotos e a altura das plantas. Além disso, verificou-se que a
presenca de BAP teve um efeito inibitério sobre o desenvolvimento das raizes, o que
estd em consonancia com os resultados obtidos por IIYAMA; CARDOSO (2021) em
melaleuca, utilizando concentragcées de BAP de 0,55 uM, 1,11 uM e 2,22 yM, assim

como em diferentes espécies lenhosas (BENNETT et al., 1994).
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Figura 17: Plost de correlagcédo das variaveis desenvolvida de melaleuca, Mg, P, Ca,
CE, PH, DIE, DEE, CLT, CLB, CLA, MS, MF, AA, CB e NB (Magnésio, fésforo, calcio,
Ph, Diametro de estdomatos, Densidade de estdmatos, Clorofila total, Clorofila b,
Clorofila a, Massa seca, Massa fresca, Altura aérea, Comprimento de brotos, Numero

de brotos).
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Para os teores da clorofila a e total (CLA e CLT) os efeitos de BAP, do
comprimento de onda utilizado e da interacdo dos fatores foram significativos. As
médias foram comparadas pelo teste Duncan (Tabela 6 e 8) respectivamente. Para o
teor de clorofila b (CLB) o efeito de BAP e da interacao dos fatores foram significativos,
mas nao do comprimento de onda (Tabela 7). Sendo assim a maior teor de clorofila
a, b e total (49,27; 23,8 e 73,08 mg L) foi obtida com a luz LEDs azul, sem presenca
de BAP, enquanto na mesma fonte de luz com adicdo de BAP ao meio de cultivo, foi
reportada nos teores de clorofila a, b e total apenas (16,12; 12,14 e 28,26 mg L%)

(Figura 18, Figura 19 e Figura 20).

Tabela 6. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda no teor de clorofila a.

CAUSAS DE VARIAQAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 5240,6 5240,6 56,559* < 0,0001
Comprimento de onda (B) 4 505,6 126,4 11,883* < 0,0001
Interacdo (AXB) 4 123,2 30,8 0,5335* < 0,0001
Residuo 20 743,6 37,2
Total 29
Coeficiente de variacéo (%) 19,05
Média | 35,49 | Numero de observacdes 30

* =gignificativo a 5% de probabilidade

Tabela 7. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda no teor de clorofila b.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 270,65 270,65 9,6197* 0,0056
Comprimento de onda (B) 4 140 35 1,244 NS 0,3244
Interacéo (AXB) 4 105,51 26,38 0,9375* 0,4625
Residuo 20 562,71 28,14
Total 29
Coeficiente de variacéo (%) 30,51
Média | 17,74 | Numero de observacdes 30

* =significativo a 5% de probabilidade

Tabela 8. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda no teor de clorofila total.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ oM F P
BAP (A) 1 7893,171 7893,171 67,5526* <0,001
Comprimento de onda (B) 4 1155,284 288,821 2,4718* 0,0776
Interacéo (AXB) 4 384,050 96,0126 0,8217* 0,5266
Residuo 20 2336,896 116,8448
Total 29
Coeficiente de variacéo (%) 21,88
Média | 54,25 | Numero de observagdes 120

* =significativo a 5% de probabilidade
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Figura 18: Teor de clorofila A (CLA), no periodo de 30 dias, com interagdo entre

comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras mailsculas diferentes

entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e auséncia de BAP

no meio de cultura. Letras minasculas mostram as diferencas entre os espectros de

luz.
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Figura 19: Teor de clorofila B (CLB), no periodo de 30 dias, com interacdo entre

comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras maiusculas diferentes

entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e auséncia de BAP

no meio de cultura. Letras minusculas mostram as diferencas entre os espectros de

luz.
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Teor de clorofila total (a+b) (mg L?)
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Figura 20: Teor de clorofila Total (CLT), no periodo de 30 dias, com interacao entre
comprimento de onda com e sem presenca de BAP. Letras maiusculas diferentes
entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e auséncia de BAP
no meio de cultura. Letras minusculas mostram as diferengas entre os espectros de
luz.

De acordo com LOTFI et al. (2019), a luz LED azul desempenha um papel
relevante na sintese de clorofila durante o desenvolvimento dos cloroplastos, na
formacdo das clorofilas e na abertura dos estébmatos (WU et al., 2007). A clorofila
apresenta absorcdo maxima na faixa de cor azul (HALL; RAO, 1980). Resultados
semelhantes foram obtidos por MARIN-MARTINEZ e IGLESIAS-ANDREU (2022), que
relataram maiores teores de clorofila a (0,098 mg L-1), clorofila b (0,057 mg L-1) e
clorofilas totais (0,155 mg L-1) em plantas expostas ao espectro de luz azul. Outros
estudos também encontraram um aumento significativo nas concentracées de clorofila
a, b e total em espécies como Lactuca sativa L., Cucumis sativus L., Solanum
lycopersicum L. e Capsicum annuum L. quando expostas a luz azul (LI; KUBOTA,
2009; Novickovas et al., 2012; SAMUOLIENE et al., 2012; HERNANDEZ; KUBOTA,
2016). As clorofilas a, b e total sdo indicadores do bom desenvolvimento no cultivo

(BOWYER, LEEGOOQOD, 1997), o que pode ser observado na Figura 16, onde essas
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trés variaveis (CLA, CLB e CLT) estao correlacionadas com a altura da parte aérea
(AA).

Por outro lado, quando BAP foi adicionado ao meio de cultivo na mesma fonte
de luz, foram observados teores baixos de clorofila a (16,12 mg L-1), clorofila b (12,14
mg L-1) e clorofilas totais (28,26 mg L-1). Resultados semelhantes foram encontrados
por Oliveira et al. (2007), que relataram teores menores de clorofila a (128,44 pg/g),
clorofila b (51,87 pg/g) e clorofilas totais (180,32 pg/g) com a adicao de citocinina em
comparagao com as plantas sem a adicao dessa substancia, em que os valores para
CLA foram de 131,134 pg/g, CLB de 51,35 pg/g e CLT de 182,48 ug/g.

Nos demais espectros de luz, CLA, CLB e CLT apresentaram uma tendéncia

similar ao espectro de luz branca, n&o diferindo entre si para essas variaveis.

No estudo, observou-se que o espectro de luz Azul sem e com a adicdo de BAP
tem relacdo com as variaveis de CLA, CLB e CLT. Sendo assim, sem adicao de BAP
apresentaram maiores teor de clorofila A, B e Total, por causa dos fotorreceptores das
planta que absorvem a luz azul (CHRISTEI, 2007).

5.2 Efeito da interacdo entre BAP e comprimento de onda na densidade e
diametro de estomatos (DEE; DIE) das folhas.

Os resultados da densidade de estdmatos das folhas do efeito da interacdo entre
comprimento de onda e presenca de BAP, estéo ilustrado na Figura 22 e 23.

O efeito de BAP, do comprimento de onda utilizado e da interacdo dos fatores
foram significativos. As médias foram desenvolta pelo teste Duncan na densidade e
diametro de estdbmatos (Tabela 9 e 10) respectivamente. Sendo assim, a maior
densidade dos estématos (235 estdmatos/mm?) foi obtida com a luz LEDs vermelho +
branco, com presenca de BAP, enquanto ha mesma fonte de luz sem adicdo de BAP

ao meio de cultivo, foi reportada na densidade de estdbmatos apenas (173,3
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estbmatos/mmz2) (Figura 21). O maior didametro de estdmatos (26,5 pm) foi obtida com

a luz LEDs azul, com presenca de BAP, enquanto na mesma fonte de luz sem adig&o

de BAP ao meio de cultivo, foi reportada o diametro de estdmatos apenas (18,4 um)

(Figura 23).
Tabela 9. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda em densidade de
estbmatos.
CAUSAS DE VARIAQAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 31,36 31,36 7,2667* 0,0084
Comprimento de onda (B) 4 579 144,75 33,5415* <0,001
Interacéo (AXB) 4 102,24 25,56 5,9228* <0,001
Residuo 90 388,4 4,32
Total 99
Coeficiente de variacéo (%) 25,03
Média | 8 | Numero de observacées 100

* =gignificativo a 5% de probabilidade

Tabela 10. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda em diametro de
estomatos.
CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 121,90 121,90 31,2894* <0,001
Comprimento de onda (B) 4 551,32 137,83 35,3777* <0,001
Interagcéo (AXB) 4 461,28 115,32 29,5997* <0,001
Residuo 90 350,64 3,90
Total 99
Coeficiente de variacéo (%) 9,88
Média | 8 | Nimero de observagdes 100

* =gignificativo a 5% de probabilidade

Concentracdo de BAP0,0mg L™ Concentracdo de BAP 0,25 mg L™

A. Espectro de luz LEDs Branco




B. Espectro de luz LEDs Azul _

C. Espectro de IUz LEDs Vermelho

E. Espectro de luz LEDs Vermelho + Azu
Figura 21: Efeito da interagdo entre comprimento de onda e presenca de BAP na

densidade e diametro de estbmatos das folhas. A. médulo difusor de cor Branco com
e sem BAP. B. cor Escuro com e sem BAP. C. LEDs de cor Azul com e sem BAP. D.
LEDs de cor Vermelho com e sem BAP. E. LEDs de cor Verlmeho + Branco. E. LEDs

de cor Azul + Vermelho com e sem BAP.



47

Densidade de estdmatos nas folhas (Estdmatos/mm?)

250.0 235 Aa
200.0 173,3 Ba
155 Ab 135 Ab 163,3 Ab
1500 116,6Bb
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Figura 22: Densidade de estdmatos de M. alternifolia, no periodo de 30 dias, com
interacdo entre comprimento de onda e presenca de BAP. Letras mailsculas
diferentes entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e
auséncia de BAP no meio de cultura. Letras minUsculas mostram as diferencas entre

0s espectros de luz.
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Figura 23: Diametro de estématos de M. alternifolia, no periodo de 30 dias, com
interacdo entre comprimento de onda e presenca de BAP. Letras mailsculas
diferentes entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e auséncia
de BAP no meio de cultura. Letras minusculas mostram as diferengcas entre os

espectros de luz.
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Os estdmatos sdo muito importante porque eles permitem trocar gases, quanto
maior é a densidade, mais eficaz e rapido € o troca gasoso (TICHA et al., 1999). Em
relagcdo aos dados descritos da densidade dos estdématos, para HE et al., (2020) a
maior média da densidade de estdomatos (10,9 estdbmatos/mm?) foram com luz branca
em Camellia oleifera diferindo com os resultados apresentados em melaleuca. Na
fonte de luz Luz LEDs azul + vermelho com adigdo de BAP ao meio de cultivo, foram
reportado maiores densidades de estématos (163,3 estdmatos/mm?). Resultados
semelhantes foram obtidos por MIHOVILOVIC et al. (2020), das quais os autores
reportaram maior densidade de estdmatos (17,3 estdmatos/mm?) com a adicdo de
BAP no meio de cultura em Amelanchier alnifolia.

O cultivo no azul ndo demonstrou influéncia do BAP estatisticamente, sendo
iguais densidades de estdmatos (80 e 81,9 estdmatos/mm?) sem e com BAP
respetivamente. Resultados similares foram obtidos por CIO'C; PAWLOWSKA,
(2020), no qual esses autores reportaram que em Gerbera, a densidade de estématos
nas folhas foram apenas (22 estbmatos/mm?) em comparacdo com outras tipos de luz
LEDs Azul + vermelho (29,33 estdmatos/mm?), vermelho (31,33 estdmatos/mm?) e
branco (30,44 estdbmatos/mm?). Nos demais espectros de luz, a altura foi intermediaria
entre a luz vermelha + branca e as condi¢cfes de luz azul, ndo diferindo entre si para
essa variavel, ndo entanto, a densidade de estdbmatos exposto com a luz LEDs
Vermelho foram oposto dos demais tratamentos, sendo que a maior densidade de
estdmatos foi para o meio de cultura sem BAP (140 estomatos/mm?) e a menor média
foi para o meio de cultura sem BAP (115 estomatos/mm?).

Segundo CIO"C; PAWLOWSKA, (2020) muitos autores como KIN et al. (2004);
CAMARGO et al. (2011) relatam que a densidade e diametro de estbmatos tem um

alto efeito com a luz LEDs azul e isso pode-se visualizar com as variaveis da Figura
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22 e 23. As médias da densidade de estdbmatos com luz LEDs azul foram menos
numerosos ou menores (80 e 81,6 estbmatos/mm?) e as médias da variavel diametro
dos estdmatos foram uma das maiores com BAP (26,5 pm) e sem BAP (18,4 um),
resultados semelhantes obtiveram (CIO'C; PAWLOWSKA, 2020) no qual esses
autores reportaram que com luz LEDs azul encontraram menor nimero de estdmatos
(22 estbmatos/mmz2) e estdmatos com didmetros maiores (29,5 pm).

As médias dos diametros dos estdmatos das folhas foram desenvoltas pelo teste
Duncan (Figura 23). Os maiores diametros (26,5 ym e 24,8 ym) foram obtidos com a
LED azul e vermelho, respetivamente, com presenca de BAP. Resultados similares
foram reportados pelos autores SHENG; VAN, (2017), utilizando luz LEDs azul e
vermelha os diametros foram (274,60 mm e 325,10 mm), (143,55 mm e 130,06 mm),
e (51,22 mm e 37,55 mm), em Cordyline australis, Ficus benjamina e Sinningia
speciosa respetivamente. Além disso, CIO"C; PAWLOWSKA, (2020), reportaram que
a adicdo de BAP ao meio de cultura, apresenta diametro maiores em pym. Em
condicdes in vitro, os estdbmatos sdo circular e abertos (TICHA et al., 1999),
caracteristicas semelhante foram observada nesta pesquisa (Figura 21). De acordo
com KIN et al. (2004); GUPTA; JATOHU (2013) as plantas que apresentam maior
crescimento quando expostas a diferentes espectros de luz LEDs, tendem a
desenvolver um numero menor de estdmatos com diametro maiores. Esses
resulatods podem ser visualizados na variavel de altura de planta (Figura 12), onde a
maior media foi com luz branca (7,3), enquanto o numero de estématos (7) foi uma
das menores meédias, e os diametros apresentaram uma das médias mais altas de
diametro de estbmatos (22,4 um) sem presenca de BAP.

5.3 Efeito dainteragdo entre BAP e comprimento de onda no pH, absorcao de nutrientes

por médio da condutividade elétrica (CE), e dos macronutrientes Calcio (Ca), Fosforo

(P) e Magnésio (Mg) do meio de cultura.
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Os resultados da absorcéo de célcio, fosforo e magnésio no efeito da interagéo
entre comprimento de onda e presenca de BAP ilustrado na Figura 24 a 28.

Os resultados de pH e absorcdo da condutividade elétrica no meio de cultura
(Figura 24 e 25), as médias foi desenvolta pelo teste Duncan. O efeito de BAP, do
comprimento de onda utilizado e da intera¢ao dos fatores foram significativos (Tabela
11 e 12), o pH mais estavel (5,02; 4,96; 4,92) foi obtida com o escuro, LED vermelho
e branco respectivamente sem presenca de BAP, enquanto as mesma fonte de luz
com adicao de BAP ao meio de cultivo, foi reportado apenas (4,72; 4,22; 4,58). a maior
absorcdo da condutividade elétrica (1,13 mS/cm) foi obtida com luz branco sem
presenca de BAP, enquanto &s mesma fonte de luz com adicdo de BAP ao meio de
cultivo, foi reportado apenas (0,26 mS/cm). A adicdo de BAP (0,25 mg L) apresenta

uma reducédo do pH e a absor¢ao baixo da condutividade elétrica.

Tabela 11. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda no pH do meio de

cultura.
CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 0,4312 0,4312 6,8743* 0,0149
Comprimento de onda (B) 5 1,0506 0,2101 3,3497* 0,0195
Interacéo (AXB) 5 1,2138 0,2428 3,87* 0,0103
Residuo 24
Total 35
Coeficiente de variacéo (%) 5,45
Média | 5,6 | Ndmero de observacées 36

* = significativo a 5% de probabilidade

Tabela 12. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda na na absorcao de

nutrientes por médio de CE do meio de cultura.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 0,2880 4 25,057* 0,000001
Comprimento de onda (B) 5 1.9168 5 33,352 0,000001
Interacdo (AXB) 5 1.0394 3 18,084* 0,000001
Residuo 24
Total 35
Coeficiente de variacéo (%) 24,58
Média | 0,4 | Ndmero de observacdes 36

** =sjgnificativo a 1% de probabilidade
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B pH final 0.0mg/L 6-BA
E——= pH final 0.25mg/L 6-BA
eeseees pHinicial de 0.0mg/L
= = = pH inicial de 0.25mg/L

Figura 24: pH do médio de cultura, no periodo de 30 dias, com interagcdo entre

comprimento de onda e com e sem presenca de BAP. Letras maiusculas diferentes

entre si demonstram diferenca significativa para o fator presenca e auséncia de BAP

no meio de cultura. Letras minudsculas mostram as diferencas entre os espectros de

luz.
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Porcentagem de absorcdo de nutrientes por meio da condutividade
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Figura 25: Porcentagem de absorcédo de nutrientes por meio da condutividade elétrica

(mS/cm) no periodo de 30 dias, com interacdo entre comprimento de onda e com e

sem presenca de BAP. Letras mailusculas diferentes entre si demonstram diferenca,
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para o fator presenca e auséncia de BAP no meio de cultura. Letras minusculas

mostram as diferencas entre os espectros de luz.

De acordo com BEYL, (2011) e SHI et al. (2017), o pH geralmente € ajustado de
5,4 a 6, mas pode variar de acordo com o cultivo e o objetivo especifico. O pH
desempenha um papel crucial no desenvolvimento das mudas, como observado no
caso da Tectona grandis, que desenvolve-se melhor em um pH pH 6 HONG; YIN,
(2010); ZHOU et al. (2009). No caso de melaluca, o pH final apés a autoclavagem
variou entre 4,16 — 5,02 sem adicao de BAP, e entre 4,22 — 4,96 com adi¢cao de BAP.
Observou-se que as mudas apresentaram uma media mais elvada em condicdes de
escuro sem adicao de BAP, porém nédo se desenvolveram (Figura 24). Por outro lado,
na luz branca sem adicdo de BAP, as mudas desenvolveu-se com um pH de 4,92, o
gue é considerado bastante toleravel para a melaleuca. Resultados semelhantes
foram encontrados por MARTINS et al. (2011) em estudos com Plantago
almogravensis e Plantago algarbiensis, que toleraram e se desenvolveram em
diferentes variacbes de pH (4,50 — 5,75) no meio de cultura. No entanto,
MARTINUSSEN et al. (2004) observaram que um pH de 4,5 aumenta a proliferacao
de brotos, o que difere das respostas observadas na Figura 11, onde o BAP tem efeito
na producéo ou proliferacéo de brotos.

De acordo com ARGENTEL, (2017), quando ha um maior desenvolvimento, a
porcentagem de absorcao de nutrientes por meio da condutividade elétrica (mS/cm)
aumenta. No caso da melaluca, a maior absorcdo de nutrientes ocorreu pela luz
branca, sem adi¢cdo de BAP, com uma absorcao de 30,46% através da condutividade
elétrica. Além disso, o desenvolvimento da parte aérea das mudas (7,3 cm) também
foi melhor sob a luz branca, sem adicdo de BAP (Figura 14). PEREZ-VAZQUEZ et al.

(2021) reportaram que a absor¢ao de nutrientes por meio da condutividade elétrica no
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meio de cultura afeta o rendimento e desenvolvimento de pimentdo morron,
demonstrando uma correlacao entre a absorcao através da condutividade elétrica e o
desenvolvimento da massa fresca e seca da parte aérea. No entanto, na melaleuca,
os resultados foram oposto em a correlacdo entre a absorcdo de nutrientes através
da condutividade elétrica e a massa fresca e seca (Figura 17). Enquanto a mesma
fonte de luz com adicéo de BAP a absorc¢éao foi menor, atingindo 6,99%.

No cultivo no escuro, a absor¢éo de nutrientes por meio da condutividade elétrica
nao demonstrou diferenca com BAP ou sem adicdo de BAP, sendo ambos o0s
tratamentos estatisticamente iguais. Nos outros espectros de luz, a absorcéo foi
menor em comparacao da luz branca.

Os resultados da absorcdo calcio, fosforo e magneésio (Figura 26 - 28)
respectivamente, as médias foi desenvolta pelo teste Duncan. O efeito de BAP, do
comprimento de onda utilizado e da interacdo dos fatores foram significativos (Tabela
13 4 15), os maiores consumos dos macronutrientes (264,67; 10 e 33,67 mg L) foram
em luz LEDs vermelho + branco e vermelho sem presenca de BAP, enquanto as
mesma fonte de luz LEDs com adicdo de BAP ao meio de cultivo, foi reportado apenas
(152,33; 2; 30,33 mg L1).

Tabela 13. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda na absorcao de célcio.

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 21121,78 21121,78 539,28* <0,001
Comprimento de onda (B) 5 24793,67 4958,73 126,61* <0,001
Interagdo (AXB) 5 40685,56 8137,11 207,76* <0,001
Residuo 24 940 39,17
Total 35
Coeficiente de variagdo (%) 3,77
Média |  164,5 | Numero de observagdes 30

* = significativo a 5% de probabilidade
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Tabela 14. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda na absorcdo de

fosforo.
CAUSAS DE VARIAQAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 156,25 3 2.3790e+31* < 0,0001
Comprimento de onda (B) 5 79,49 2 2.4205e+30* < 0,0001
Interacdo (AXB) 5 96,77 4 2.9467e+30* < 0,0001
Residuo 24 0 5
Total 35
Coeficiente de variacao (%) 9,0746
Média | 6,4 | Ndmero de observacdes 30

* =significativo a 5% de probabilidade

Tabela 15. Anova da interacdo de BAP e comprimento de onda na absorcdo de

magnésio.
CAUSAS DE VARIAQAO GL SQ QM F P
BAP (A) 1 19,51 19,51 4,49* 0,0447
Comprimento de onda (B) 5 1535,53 307,11 70,64* <0,001
Interacdo (AXB) 5 1098,87 219,77 50,56* <0,001
Residuo 24 104,33 4,35
Total 35
Coeficiente de variacéo (%) 9,82
Média | 23 | Nimero de observacées 30

* =gignificativo a 5% de probabilidade

Absor¢do de Calcio (mg L?)
300

264,67 Aa
245,33 Ab
250
189,33 Ba
200 171 Ac 154,33 Ad 171Bb
152,33 Ac151,67 Ad 52,33 Bc 155,33 A
150
114 Bd
100 72,67 Be
50
0
BRANCO ESCURO AZUL VERMELHO VERM+BRAN AZUL+VERM

#0,0mgL'BAP  #0,25 mgL!BAP

Figura 26: Absorcédo de célcio de melaleuca(mg L) em condicdes in vitro, no periodo
de 30 dias, com interac&o entre comprimento de onda e com e sem presenca de BAP.
Letras mailUsculas diferentes entre si demonstram diferenca, para o fator presenca e
auséncia de BAP no meio de cultura. Letras minusculas mostram as diferencas entre

0s espectros de luz.
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Absorcdo de Fésforo (mg L)
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Figura 27: Absorcdo de fésforo de melaleuca(mg L*) em condi¢des in vitro, no
periodo de 30 dias, com interacdo entre comprimento de onda e com e sem presenca
de BAP. Letras maiusculas diferentes entre si demonstram diferenca, para o fator
presenca e auséncia de BAP no meio de cultura. Letras mindsculas mostram as
diferencas entre os espectros de luz.

Absorcdo de Magnésio (mg L)
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35 33,67 Aa
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Figura 28: Absorcdo de magnésio de melaleuca(mg L*) em condi¢des in vitro, no
periodo de 30 dias, com interacao entre comprimento de onda e com e sem presenca
de BAP. Letras maiusculas diferentes entre si demonstram diferenca, para o fator
presenca e auséncia de BAP no meio de cultura. Letras mindsculas mostram as

diferencas entre os espectros de luz.
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Os resultados da absor¢éo de calcio (Figura 26) foram analisados utilizando o
teste de Duncan para determinar as médias. A maior absor¢éo de calcio (264,67 mg
L) foi obtida com a LEDs vermelha + branca, sem presenca de BAP no meio de
cultivo, com uma intensidade luminosa 104,51 ymol/m?s. Por outro lado, quando o
meio de cultivo foi suplementado com BAP e as mudas foram expostas a mesma fonte
de luz LEDs, foi observada uma absorcédo intermediéria de calcio (152,33 mg/L).
Resultados semelhantes foram obtidos por GEROVAC et al. (2016), que também
observaram uma maior absorcdo de célcio em luz LEDs vermelha com uma
intensidade luminosa de 105 pmol/m?2 s. Nos espectros de luz vermelha e branca, foi
observada uma tendéncia semelhante de absor¢gdo, com maior absorcdo nos
tratamentos sem presenca de BAP.

Os resultados da absorcao de fosforo (Figura 27), as médias foram analisados
usando o teste Duncan. A maior absorc¢do de fésforo (10 mg L) foi observada com a
LED vermelha + branca, sem presenca de BAP no meio de cultivo. Por outro lado,
guando o meio de cultivo foi suplementado com BAP e as mudas foram expostas a
mesma fonte de luz LEDs, foi registrada uma absor¢éo menor de fésforo (2 mg L1).

Nos demais espectros de luz apresentaram uma tendéncia semelhante ao
espectro de luz vermelha + branca. No entanto, no a luz LEDs azul, os resultados
foram opostos aos demais espectros, sendo a maior absorcdo (6,8 mg L?) com
presenca de BAP, enquanto na mesma fonte de luz sem adicdo de BAP ao meio de
cultivo resultou em uma absorcdo menor (6 mg L1).

Os resultados da absor¢cdo de Magnésio (Figura 28), as médias para absor¢ao
de magnésio foi desenvolta pelo teste Duncan. Observou-se que a maior absorcao de
magnésio (33,67 mg L) foi obtida com a luz LEDs vermelha, sem presenca de BAP

no meio de cultura. No entanto, quando a mesma fonte de luz com adigédo de BAP ao
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meio de cultivo, foi reportado uma média ligeiramente mais baixa de absorcao
magnésio (30,33 mg L?). Isso indica que a presenca de BAP teve um efeito moderado
na absorcdo de magnésio pelas mudas de melaleuca.

Em alguns casos, observou-se que o BAP pode estimular a absorcdo de
nutrientes pelas plantas. Por exemplo, estudos demonstraram que o BAP pode
aumentar a absorcéo de nitrogeno e fosforo em determinadas espécies de plantas, o
gue, por sua vez, pode promover um crescimento mais vigoroso e uma melhor
nutricdo das plantas (HOSSAIN et al., 2017; EL-TAYEB et al., 2021). No caso de
melaleuca aconteceo o contrario posto que, os explantes expostas com BAP a
absorcao de fosforo foram baixos em comparacdo com o0s explantes exposta sem
presenca de BAP.

No entanto, os efeitos negativos do BAP na absorcéo de nutrientes, em altas
concentracdes de BAP podem inibir a absorcéo de certos nutrientes (BALESTRASSE
etal., 2011; GARCIA-SANCHEZ et al., 2021) como foram observados na absorcéo de
fosforo em melaleuca. Além disso, o efeito das BAP na absorcao de nutrientes pode
depender de factores como a espécie vegetal, a concentracao e o tempo de exposicao
as BAP, bem como das condi¢cdes ambientais.

De acordo com SCHOEFS (2002), a absorcédo de magnésio tem correlacdo com
o teor de clorofila a e clorofila total. No entanto, no caso da melaleuca, essa correlacao
nao foi observada, pode-se visualizar na Figura 17, 19 e 27. Os resultados mostraram
gue a luz vermelha, sem a adicdo de BAP, resultou em um dos valores mais altos de
absorcdo de magnésio. Resultados semelhantes foram obtidos por SCHROETER-
ZAKRZEWSKA; KLEIBER (2014), no qual esses autores reportaram que no espectro
de luz LEDs vermelha a absorcdo de magnésio foram maiores (34,4 mg L) em

Michaelmas daisy. Nos espectros de luz branco e escuro tiveram 0 mesmo
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comportamento de consumo, onde a maior absorc¢éo foi para os tratamentos que nao
tiveram presenca de BAP, mas com presenca de BAP em luz branca o resultado foi
intermédio com luz vermelho e escuro.

Em relagdo aos espectros de luz LEDs azul, vermelha + branca e azul +
vermelha, os resultados foram opostos aos dos demais espectros. A maior absorgéo
de magnésio (28,83 mg L) foi observada no tratamento com luz LEDs vermelha +
branca e presenca de BAP, enquanto na mesma fonte de luz LEDs sem adi¢do de
BAP ao meio de cultivo, foi reportada uma média intermédia de absor¢do (17,83 mg
L't) em comparacdo aos tratamentos com luz LEDs azul e azul + vermelha.

Para a Correlacao e Analise de Componentes Principais foram modificados um
dos fatores, onde o comprimento de onda do escuro foi retirado para avaliar as quinze
variaveis do desenvolvimento de melaleuca, posto que no escuro melaleuca néo
deselvolvio, em fatorial 2 x 5. A correlacéo foi feita com Spearman ao nivel de 5% de

probabilidade a partir das médias (Figura 29).
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Figura 29: Coeficientes de correlagdo do desenvolvimento de melaleuca. Mg, P, Ca,
CE, PH, DIE, DEE, CLT, CLB, CLA, MS, MF, AA, CB e NB (Magnésio, fésforo, calcio,
Ph, Diametro de estdbmatos, Densidade de estdmatos, Clorofila total, Clorofila b,
Clorofila a, Massa seca, Massa fresca, Altura aérea, Comprimento de brotos, Numero

de brotos).
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Figura 30: Andlise dos componentes principais a partir da média dos fatores BAP e
comprimento de onda. BO, A0, VO, AVO, VBO (luz branco, azul, vermelho, azul +
vermelho, vermelho + branco sem BAP). B0,25, A0,25, V0,25, AV0,25, VBO0,25 (luz

luz branco, azul, vermelho, azul + vermelho, vermelho + branco com BAP).

Foram encontradas 23 correlagdes significativas (p < 0,0,5), das quais onze
foram negativas (por exemplo NB e CB; AA e MF) e treze positivas (por exemplo CB
e AA; MF e MS).

Setenta e seis correlagbes foram classificadas com valores abaixo de 0,35,
dezoito com valores entre 0,36 e 0,70 e onze com valores acima de 0,71. As
caracteristicas avaliadas in vitro e pos in vitro possuiram correlacdes de valores

elevados, como por exemplo CLA e CLT apresentando valor absoluto de 1,00 bem
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como entre MF e MS com valor absoluto de 0,98; assim como também CLA e CLB
com valor absoluto de 0,92; CLB e CLT com valor absoluto de 0,92; obtendo em todas
as correlagdes valores superiores a 0,69 em treze correlagdes positivas.

A analise de componentes principais (PCA) identificou a relacdo entre as quinze
varidveis avaliadas em melaleuca. Esta analise revelou que o primeiro componente
(PC1) explicou grande parte da variabilidade dos dados representando uma proporgao
de 50,29%, onde foi possivel observar uma separacdo dos acessos pertencentes ao
desenvolvimento de melaleuca, enquanto o segundo componente (PC2) contribuiu
com 14,56% da explicacéo de variacao dos dados (Figura 30).

As variaveis massa fresca (MF), massa seca (MS) y numero de brotos (NB),
estdo altamente correlacionada com a presenca de BAP no meio de cultura,
intercaladp com o cultivo em LEDs branca e vermelha.

6 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram uma forte interacdo entre a adicdo da
citocinina 6-BAP ao meio de cultura e os comprimentos de onda fornecidos pelos
LEDs utilizados no cultivo in vitro de melaleuca. O uso de 6-BAP teve efeitos
significativos, aumentando o numero de brotos/plantas, o que resultou em um
aumento na massa fresca e seca, reduzindo a altura dos brotos, inibindo a taxa de
enraizamento e diminuindo significativamente o teor de clorofila e a absorcdo de
nutrientes, como o fésforo, das plantas in vitro. A luz branca pode ser utilizada como

fonte de energia para o desenvolvimento das mudas.
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