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RESUMO

O uso de LEDs, como fonte de radiagdo no cultivo de plantas, tem despertado
consideravel interesse nos ultimos anos, por estes também possuirem vasto
potencial para a aplicacdo comercial. A espécie Conobea scoparioides
(Pataqueira) sendo nativa da Amazodnia brasileira, tendo uso reportado como
purgante, acaricida, antifingico, antimalérico, antitérmico e leishmanicida. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes comprimentos de luz LED
sobre o desenvolvimento in vitro da espécie Pataqueira. O estudo, conduzido no
Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa Amazonia
Oriental, utilizou explantes de plantas micropropagadas in vitro. Os explantes
(segmento nodal) da pataqueira, medindo aproximadamente 1 cm, foram
inoculados em frascos de 250 mL contendo 30 mL de meio MS (Murashige e
Skoog, 1962). Os meios foram suplementados com sacarose (30,0 g.L1), o pH
foi ajustado a 5,7 £ 0,1 e em seguida gelificados com ‘Phytagel’ (3,0 g.L1). Apos
a inoculacao, os frascos foram acondicionados em uma sala com temperatura
de 25 + 1°C em 4 diferentes comprimentos de onda: LED branca: tratamento 1:
26 pymol.m2.s1, LED verde: tratamento 2: 15 umol.m2.s1, LED azul: tratamento
3: 23 ymol.m?2.st, LED amarelo: tratamento 4: 13 umol.m=2.s1. O fotoperiodo foi
de 12 horas/dia. Durante 120 dias, as alturas das plantulas e o numero de brotos
foram mensalmente avaliados. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC). A diferenca das amostras foi calculada com a utilizacdo do
software BioEstat versdo 5.3. Na avaliacdo de 30 e 60 dias, ndo houve diferenga
estatistica na altura média das plantulas entre os tratamentos, para 90 dias o
tratamento branco tem melhor resultado média 5,13 cm, para 120 dias os
tratamentos verde e amarelo possuem melhor desempenho. Quanto ao niumero
médio de brotos, houve diferenca estatistica significativa se destacando os
tratamentos verde e amarelo. Para os teores de clorofila e carotenoides os
diferentes comprimentos de onda influenciam nesses parametros. Conclui-se
que os tratamentos verde e amarelo tiveram os melhores resultados nas
variaveis altura, brotacao, clorofila e carotenoides.

Palavras-chave: biotecnologia vegetal, plantas aromaticas, cultura de células
vegetais, plantas medicinais.

ABSTRACT

The use of LEDs, as a source of radiation in the cultivation of plants, has aroused
considerable interest in recent years, since they also have vast potential for
commercial application. The species Conobea scoparioides (Pataqueira) being
native to the Brazilian Amazon, having reported use as purgant, acaricide,
antifungal, antimalarial, antithermal and leishmanicide. The objective of this study
was to evaluate the effect of different lengths of LED light on the in vitro
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development of the species Pataqueira. The study, carried out at Embrapa
Eastern Amazon's Biotechnology and Genetic Resources Laboratory, used
explants from micro-propagated plants in vitro. The explants (nodal segment) of
the patacheira, measuring approximately 1 cm, were inoculated into 250 mL
bottles containing 30 mL of medium MS (Murashige and Skoog, 1962). The
media were supplemented with sucrose (30.0 g.L-1), the pH was adjusted to 5.7
+ 0.1 and then gelled with Phytagel (3.0 g.L-1). After inoculation, the bottles were
packed in a room with temperature of 25 £ 1°C at 4 different wavelengths: white
LED: treatment 1: 26 pmol.m-2.s-1, green LED: treatment 2: 15 ymol.m-2.s-1,
blue LED: treatment 3: 23 ymol.m-2.s-1, yellow LED: treatment 4: 13 pymol.m-2.s-
1. The photoperiod was 12 hours/day. During 120 days, the height of the
seedlings and the number of shoots were evaluated monthly. The experimental
design was entirely casualized (DIC). The sample difference was calculated
using BioEstat software version 5.3. In the 30 and 60 day evaluation, there was
no statistical difference in the mean seedling height between treatments, for 90
days the white treatment has better average result 5.13 cm, for 120 days the
green and yellow treatments have better performance. As for the average number
of shoots, there was a significant statistical difference, highlighting the green and
yellow treatments. For chlorophyll and carotenoids the different wavelengths
influence these parameters. It is concluded that the green and yellow treatments
had the best results in the variables height, sprouting, chlorophyll and
carotenoids.

Keywords: plant biotechnology, aromatic plants, plant cell culture, medicinal
plants.

1 INTRODUCAO

A espécie Conobea scoparioides (Cham. & Schitdl.) Benth. é uma
angiosperma pertencente a familia Plantaginaceae, sendo nativa da Amazonia
brasileira (COSTA et al., 2017; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023). Sendo
chamada popularmente de “pataqueira” ou “vassourinha-do-brejo” — esta ultima
denominacdo é devido ao seu habitat ser areas sazonalmente inundadas
(REBELO et al., 2009). Ela possui uma ampla distribuicdo desde o sul do México
até a Argentina, mas existe relatos de usos medicinais apenas na Coldémbia e no
Brasil (WENIGER et al., 2001; MINA; MONTANO, 2011). Seu uso é reportado
como purgante, acaricida, antifingico, antimalarico, antitérmico e leishmanicida
(WENIGER et al., 2001; MINA; MONTANO, 2011).

No Brasil, mais precisamente na regido amazobnica, a Pataqueira é

utilizada em forma de banho a partir da maceracdo da folha, visando o
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tratamento de gripe, e para tratar beribéri. (MAIA et al., 2000; MESQUITA;
TAVARES-MARTINS, 2018). A planta é utilizada para preparar banhos
aromaticos (Banho de Cheiro), que, geralmente, sdo usadas na festa anual de
Sé&o Jodo, e na passagem de ano para atrair bons acontecimentos, € uso no
tradicional Cirio de Nazaré, em Belém-PA (MAIA et al.,, 2000; FERREIRA,;
TAVARES-MARTINS, 2016; SANTOS et al., 2019). Bioprodutos de C.
scoparioides também sao utilizados como aromatizantes, antioxidantes,
fungicidas e como acaricidas na industria apicola e € a matéria-prima de 6leos
essenciais para formulacdo de perfume (MAIA; ANDRADE, 2009; MINA;
MONTANO, 2011). Além disso, o 6leo essencial apresentou capacidade
antioxidante e citotoxicidade em bioensaios de artémias (REBELO et al., 2009).

A auséncia de um sistema adequado de cultivo e a escassez de estudos
sobre métodos de propagacdo, geralmente, fazem com que a quantidade de
plantas existentes de C. scoparioides ndo seja suficiente para abastecer o
mercado consumidor (COSTA, 2016).

A micropropagacao continua sendo uma ferramenta importante para a
ampla producéo de mudas clonais de diversas e importantes espécies botanicas
e com resisténcia a pragas; e, em alguns casos, trata-se da Unica técnica que
suporta a manutencdo e promove o valor econdmico de espécies especificas
para a agricultura (CARDOSO et al., 2018). Ressalta-se que, para a cultura de
tecidos in vitro, a luz é fundamental no funcionamento do mecanismo
fotossintético das plantas, pois tem influéncia direta na composicdo dos
fotopigmentos (clorofilas e carotenoides), e, por isso, é usada na
micropropagagdo convencional, sob condicdes de Iluz artificial, ou na
micropropagacao com luz natural, em casa de vegetacgao, coberta com sombrite
(SILVA et al., 2008; DARKO et al., 2014).

As clorofilas s&o os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas
plantas e ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais
(STREIT et. al., 2005) e estdo ligadas a luminosidade em que a planta é
submetida. Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas e

consequentemente ao crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes é a
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clorofila, presente em todos o0s vegetais verdes. Atualmente 0s pigmentos
clorofilianos sé&o de grande importancia comercial, podendo ser utilizados tanto
como pigmentos como antioxidantes (SOUSA et. al., 2015).

Diante desse cenario, frisa-se que existem poucos estudos voltados para
o entendimento morfologico e fisioldgico dessa espécie vegetal no processo de
micropropagacgéo, e muitas lacunas existentes em relagédo aos efeitos da luz
sobre o seu desenvolvimento in vitro. Deste modo, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito de diferentes comprimentos de luz sobre o

desenvolvimento in vitro da espécie Pataqueira.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos
Genéticos (LBRG), da Embrapa Amazénia Oriental, localizada em Belém, estado
do Pard. Os explantes utilizados neste estudo foram obtidos de plantas
micropropagadas in vitro, pertencentes ao LBRG.

2.1 DIFERENTES COMPRIMENTOS DE ONDA

Foram realizados 4 tratamentos (diferentes comprimentos de onda). Os
explantes de pataqueira, medindo aproximadamente 1 cm, foram inoculados em
frascos de 250 mL contendo 30 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962).
Os meios foram suplementados com sacarose (30,0 g.L?), o pH foi ajustado a
5,7 £ 0,1 e em seguida gelificados com ‘Phytagel’ (3,0 g.L). Apds a inoculacéo,
os frascos foram acondicionados em uma sala com temperatura de 25 + 1°C em
4 diferentes comprimentos de onda: LED branca: tratamento 1: 26 ymol.m=2.s%,
LED verde: tratamento 2: 15 ymol.m2.s'%, LED azul: tratamento 3: 23 pmol.m=.s
!, LED amarelo: tratamento 4: 13 pmol.m2.s1. O fotoperiodo foi de 12 horas/dia.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 4
tratamentos e 5 repeticdes, aléem de que cada repeticdo teve trés explantes.
Durante 4 meses, mensalmente, foram avaliados a alturas das plantulas

(medicao direta com régua graduada) e o niumero de brotacdes.
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2.2 QUANTIFICACAO DE CLOROFILA E CAROTENOIDES

Apbs a 42 avaliagcdo, foram realizadas andlises para a quantificacdo de
clorofila e carotenoides a quantificacdo foi realizada de acordo com o método de
Lichthenthaler (1987). Foram utilizadas trés amostras de cada tratamento com
aproximadamente 100 mg do tecido foliar e 50 mg de CaCOs, em seguida foi
acrescentado 5 mL de acetona 80% como solvente para a maceragao com ajuda
do almofariz e pistilo de porcelana.

ApOs a maceracao, os extratos das amostras foram centrifugados a 6.000
rom, durante 10 minutos a 10°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
transferido cuidadosamente para tubetes envoltos de papel aluminio,
acrescentando mais acetona a 80% para completar o volume de 15 mL
(LICHTHENTHALER, 1987).

A leitura de absorbancia foi feita com um espectrofotbmetro em 3
comprimentos de onda diferentes: 663 nm, 646 nm, 470 nm. Para obter os
valores reais das concentragdes de clorofila e carotenoide em mg L, foram
necessarios realizar o calculo com as seguintes formulas (LICHTHENTHALER.,
1987).

Clorofilaa = Ca=12,25 As63,2 — 2,79 As46,8

Clorofilab = Cp = 21,50 Ae46,8 — 5,10 Ass3,2

Clorofilas totais = Ca+b) = 7,15 Aes3,2 + 18,71 As4s,8

Carotendides (xantofilas + carotenos) = (1000 As70 — 1,82 Ca — 85,02 Cp) / 198 (1)

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca das amostras foi calculada com a utilizagdo do software
BioEstat versdo 5.3. (AYRES et al., 2007). Para verificar a normalidade dos
dados, foi usado o teste de Shapiro-Wilk. As médias foram comparadas pelo
teste ndo-parameétrico Kruskal-Wallis (Dunn). O valor do nivel de significancia foi
de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a altura estdo na Tabela 1, os valores [2,78 cm;
2,41 cm; 2,04 cm; 2,84 cm] da primeira coluna referente aos tratamentos branco,
verde amarelo e azul resultaram em média 2,5 cm. De mesmo modo, os valores
[4,71 cm; 3,8 cm; 4,38 cm; 3,88 cm] da segunda coluna tiveram média de 4,2
cm.

Os valores de 30 dias e 60 dias, para todos os tratamentos, obtiveram
alturas médias proximas, ndo apresentando diferenca estatistica entre si,
entretanto, na avaliacdo de 90 dias a altura média do tratamento de azul
apresentou diferenca estatistica significativa entre os demais tratamentos
(Tabela 1). Essa diferenca estatistica significativa se manteve em 120 dias de
avaliacao.

Importante salientar que o comprimento de onda branco apesar de ter
seus explantes descartados por senescéncia em 120 dias de avaliacdo, o
mesmo ja havia alcancado a altura equivalente aos explantes dos tratamentos
verde e amarelo, na avaliacdo de 90 dias. Assim, apesar de nao haver diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos branco, verde e amarelo, o
tratamento de 26 pmol. m2.s? (branco) foi o primeiro a ser descartado por

senescéncia.

Tabela 1. Valores médios da altura (cm) de Conobea scoparioides nos 30, 60, 90 e 120 dias.

Altura (cm)
Tratamentos 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
BRANCA 2,78 £ 0,80a 4,71 + 1,68a 5,13 + 1,44a
VERDE 2,41 +£0,72a 3,8+1,09a 4,75+ 1,29a 5,4 +1,38a
AMARELO 2,04 £ 0,85a 4,38 +1,40a 5,56+ 1,66a 6,11 + 0,95a
AZUL 2,84 + 1,04a 3,88 + 1,24a 3,79 +1,45b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
paramétrico Anova 1 critério (Tukey) (p>0,05).
Fonte: Autores (2023).

Stefanel e colaboradores (2020), cultivaram in vitro Eugenia involucrata,
no que tange altura foi observado que os resultados mais significativos
ocorreram com os tratamentos de luz branco e azul. Podemos inferir que a luz
branca tem resultado positivo em ambas as espécies Eugenia involucrata e

pataqueira, pois o tratamento branco teve a maior altura média em relacao aos
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demais tratamentos apds 60 dias. O resultado do tratamento azul ser divergido
se deve a uma espécie ter mais afinidade (Eugenia involucrata) com esse
comprimento de onda do que a outra espécie (pataqueira), observacdo ja
ocorrida em outros trabalhos (FACANHA et al., 2018).

Outro ponto a ser observado é a questdo da maior irradiancia obter as
maiores alturas nos explantes, (CARVALHO et al., 2023) e reforgado no nosso
experimento pelo tratamento branco (26 pmol.m2.s1). Ao final de 120 dias, as
plantas do tratamento branco foram descartadas por senescéncia. Em relacao
ao descarte do tratamento azul em 120 dias ocorrido também por senescéncia,
€ importante salientar que o mesmo ocorreu por inadequacao das plantulas ao
comprimento de onda azul afetando o crescimento e desenvolvimento das
plantulas in vitro comprometendo a fotossintese.

Podemos sinalizar também que o tratamento branco propde um ambiente
para um crescimento e desenvolvimento mais rapido da espécie Conobea
scoparioides, enquanto que para um tempo de desenvolvimento mais tardio os
tratamentos verde e amarelo possuem os maiores resultados de crescimento.

No que tange ao numero de brotacdes constante na Tabela 2, ndo ocorreu
diferenca significativa entre os 4 tratamentos durante os 60 primeiros dias.

Para 90 dias os tratamentos branco e verde obtiveram maiores médias

gerais em detrimentos dos demais tratamentos, mas sem diferenca significativa.

Tabela 2. Valores médios do niumero de brotos de Conobea scoparioides nos 30, 60, 90 e 120

dias.
Brotos
Tratamentos 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
BRANCA 1,6 £ 0,74a 2,53+1,13a 3,4+ 1,24a
VERDE 1,4+0,63a 24+1,12a 3,27 +1,28a 4,13+ 1,5a
AMARELO 1,27 + 0,46a 2 +0,85a 2,47 £ 0,83b 2,93 +0,70b
AZUL 1,47 + 0,52a 1,8 +0,68a 2,07 £ 0,59b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (Dunn) (p<0,05).
Fonte: Autores (2023).

Ao final do experimento, em 120 dias de avaliacdo, as brotagcdes com
maior média geral foram do tratamento verde com 4,13 + 1,5, destacando-se

com 40% de vantagem sobre o tratamento amarelo que também resistiu.
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Lembrando que o tratamento branco também vinha em forte desenvolvimento
durante 90 dias no que tange brotacdo até seu declinio por senescéncia.

Como inferéncia dos resultados apds completados os 120 dias, tanto para
brotagdo quanto para os valores de altura, os explantes dos tratamentos branco
e azul tiveram descontinuidade por senescéncia.

No que se relaciona a brotacéo o resultado do tratamento branco foi muito
inferior ao resultado para fonte luminosa lampada fluorescente branca e MS
completo (FERREIRA et al., 2022). As irradiancias entre esses tratamentos eram
equivalentes, os resultados para altura entre esses tratamentos foram similares
e retomando a discurs&o anterior (CARVALHO et al., 2023), logo podemos inferir
que uma maior irradiancia afeta diretamente proporcional a variavel altura, mas
nao diretamente a variavel numero de brotagdes.

Carvalho e colaboradores (2023) relacionam as irradiancias utilizadas e o
namero de brotacéo da espécie D. ambrosioides, utilizando a equacao proposta
para a irradiancia do tratamento branco (26 pmol. m2.s'') chegamos ao nimero
de brotacdo 1,68 que é justamente o resultado para 12 avaliagdo levando-se em
conta o desvio padrdo, 0 que sugere uma similaridade entre os resultados

obtidos em ambos os trabalhos e comportamento das espécies.

3.1 AVALIACAO DA QUANTIFICACAO DE CLOROFILA E CAROTENOIDES

Teores de clorofila e carotenoides sao utilizados paras estimar o potencial
fotossintético das plantas, pela sua ligagéo direta com a absorgao e transferéncia
de energia (DIAS et al, 2016).

Clorofila € pigmento responsavel por atuar no processo de fotossintese
das plantas, pela Figura 1 o resultado de clorofila a de maior destaque foi no
tratamento branco com média 4,45 g/Kg MF, ja no que tange clorofila b o
tratamento amarelo foi que obteve melhor resultado com média 3,63 g/Kg MF.
No resultado de clorofila total & possivel observar que a média dos tratamentos
nao teve diferenga significativa com destaque para o tratamento amarelo 6,3
g/Kg MF.
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Os carotenoides exercem funcao fotoprotetora nas plantas contra
possiveis danos oxidativos, pela Figura 1 € possivel observar que tratamento
branco tem a maior média de 1,88 g/Kg MF, e portanto protegeria melhor a

plantula de efeitos oxidativos.

Figura 1. Grafico do quantitativo de clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofilas totais.

Branco Amarelo B Azul B Verde

T

Clorofila a (g/kg MF) Clorofila b (g/Kg MF) Carotenoides (g/Kg MF) Total (g/Kg MF)
Fonte: Autores (2023).

w

[

=

Silva e colaboradores (2023) observa que os valores de carotenoides sao
menores que os valores de clorofila a e clorofila b, reforcado nesse experimento.
Ainda sobre a mesma referéncia, o maior nivel de producdo de clorofila a
acompanhou o tratamento de maior irradiancia também, 26 pmol. m2.s’
(branco), ou seja, assim como H. teretiusculum e H. cavernicola a espécie
Conobea scoparioides tende a ter uma maior producao de clorofila a na presenca
de uma irradiancia maior.

Uma observacao sobre os resultados obtidos € que o tratamento branco
parece ser 0 mais indicado quando se objetiva maior producéo de clorofila a e

carotenoides, apesar de nao ter a maior média de clorofila total.
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4 CONCLUSAO

Diferentes comprimentos de onda tanto no crescimento quanto na
brotacdo da espécie C. scoparioides, aparecendo resultados mais significativos
em verificacdo de 120 dias. Os tratamentos verde e amarelo tiveram a maiores
meédias para altura. Sobre brotacao, o tratamento verde se destacou tendo maior
média.

Os diferentes comprimentos de ondas também afetam os teores de
clorofila a e clorofila b e carotenoides na espécie avaliada. Para a clorofila total

o tratamento amarelo possui a maior concentracao ocorrida.
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