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Diodos emissores de luz e concentractes de BAP na multiplicagéo in vitro
de morangueiro

Light-emitting diodes and BAP concentrations in the in vitro strawberry multiplication

Paulo Sérgio Gomes da Rocha' Roberto Pedroso de Oliveira™ Walkyria Bueno Scivittaro'
Ulisses Lyra dos Santos"

RESUMO

Realizou-se um estudo para avaliar o efeito de
fontes de luz na micropropagacéo de morangueiro, com niveis
crescentes de BAP no meio de cultivo. Para tanto, inocularam-
se gemas de brotacdes da cultivar ‘Sabrosa’ em meio MS com
30g L* de sacarose, 100mg L* de mio-inositol, 7g L™ de agar
e BAP (0; 0,3; 0,6; 0,9; e 1,5mg L1), em pH 5,8. Os explantes
foram cultivados a 25+2°C, com 16 horas de fotoperiodo e
luminosidade de 20umol m™? s, esta Ultima fornecida por
diferentes fontes de luz (LED azul-EDEB 3LA1, LED verde-
EDET 3LAL, LED vermelho-EDER 3LA3, IAmpada fluorescente
Growlux e lampada fluorescente branca). Os tratamentos foram
dispostos em delineamento inteiramente ao acaso em um
fatorial 5x5 (concentragdes de BAP x fontes de luz), com seis
repeticdes. O experimento foi repetido em trés subcultivos
sucessivos de 35 dias cada. Nestes avaliaram-se o nimero de
brotacdes por explante e a altura das brotacbes. Ao final do
terceiro subcultivo, determinaram-se, ainda, as concentragdes
de carotenoides e de clorofilas a e b, independentemente do
nivel de BAP. Maior nimero de brotacdes por explante foi
obtido sob LEDs vermelhos e verdes. Concentracfes de BAP
no meio de cultura entre 0,82 e 1,22mg L, dependendo da
fonte de luz, proporcionaram maior multiplicagao in vitro de
brotacgdes. Sob todas as fontes de luz foram obtidas brota¢des
de maior comprimento em meio isento de BAP. Brotacdes
cultivadas sob LEDs vermelhos apresentaram maior quantidade
de pigmentos fotossintéticos, enquanto aquelas sob LEDs verdes
e lampadas Growlux apresentaram a menor.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa, 6-benzilaminopurina,
cultura de tecidos, fontes de luz, qualidade
da luz, micropropagagéo.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the
effect of different sources of light in strawberry

micropropagation, under increasing levels of BAP in culture
medium. ‘Sabrosa’ shoots were inoculated in MS medium
supplemented with 30g L* sucrose, 100mg L* myo-inositol, 7
agar g L't and BAP (0; 0.3; 0.6; 0.9; e 1.5mg L), pH 5.8. The
explants were cultivated at 25+2°C, 16 hours photoperiod and
20umol m? s, The luminosity was supplied by different sources
of light (blue-EDEB 3LA1 LED, green-EDET 3LAl LED, red-
EDER 3LA3 LED, Growlux fluorescent lamp and white
fluorescent lamp). The experimental design was a factorial
entirely randomized (5 concentrations of BAP x 5 light sources)
with six replications. The experiment was repeated in three
successive subcultures of 35 days each, being evaluated the
shoot number per explant and shoot height. The carotenoids
and chlorophyll a and b determinations were carried out after
the third subculture, independently of BAP concentration. Shoot
number per explant was higher under red and green LEDs.
BAP concentrations between 0.82 and 1.22mg L* in culture
medium showed higher multiplication rate depending on the
light source. Shoot length was highest in culture medium without
BAP under all light sources. Shoots cultivated under red LEDs
showed higher concentration of photosynthetic pigments, while
those under green LEDs and Growlux light bulbs showed the
lowest.

Key words: Fragaria x ananassa, 6-benzylaminopurine, tissue
culture, light source, light quality, micropropagation.

INTRODUGAO

A cultura do morangueiro (Fragaria x
ananassa Duch.) apresenta grande importancia
econbmica e social para milhares de produtores de base
familiar dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio
Grandedo Sul (OLIVEIRA& SCIVITTARO, 2009). Entre
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as cultivares disponiveis para plantio no Brasil, a
‘Sabrosa’ é uma das mais recentemente introduzidas.
As plantas dessa cultivar sdo vigorosas, compactas e
de hébito de crescimento ereto, sendo o sistema
radicular resistente a patégenos; os frutos sdo muito
atrativos, de formato cbnico, coloracdo vermelha
brilhante, polpa firme e sabor agradavel, com grande
quantidade de aglcares (INOTALIS, 2009).

Técnicas de micropropagacdo tém se
mostrado alternativas viaveis para a produgdo massal
de plantas, sendo o morangueiro uma das principais
espécies trabalhadas no Brasil e no exterior (OLIVEIRA
& SCIVITTARO, 2009). Entre os reguladores vegetais
utilizados na multiplicacdo in vitro de morangueiro, a
6-benzilaminopurina (BAP) tem sido a de maior uso
comercial (BRAHM & OLIVEIRA, 2004).

A partir dos avancos tecnolégicos ocorridos
nos anos 90, os diodos emissores de luz (LEDSs)
passaram a ser utilizados comercialmente nas industrias
automobilisticas, nos centros cirdrgicos, nos projetos
arquitetdnicos, nas televisdes, etc, (STEELE, 2007). Nos
altimos anos, seu uso estendeu-se para ambientes de
cultivo de plantas micropropagadas (NHUT et al., 2003).
No Brasil, ainda néo existem estudos com LEDs na
multiplicagdo in vitro de plantas, embora, no exterior,
existam relatos de caracteristicas diferenciadas e dos
beneficios dessa fonte de luz (NHUT et al., 2003).

Os LEDs destacam-se das demais fontes de
luz por possuirem alta eficiéncia no processo de
geracdo de luz com baixa producéo de calor, pelo longo
periodo de vida, pelo comprimento de onda especifico,
pela massa e pelo volume pequenos (YEH & CHUNG,
2009). Contudo, as lampadas fluorescentes brancas
ainda sdo as mais difundidas e utilizadas em laboratérios
de cultura de tecidos de plantas.

A qualidade da luz, ou seja, o comprimento
de onda especifico, a densidade de fluxo de fétons e o
fotoperiodo influenciam a morfogénese das plantas
cultivadas invitro (LIAN etal., 2002). Estudos sobre a
qualidade da luz fornecida por LEDs foram realizados
em crisdntemo (SILVA & DEBERG, 1997), bananeira
(DUONG et al., 2002) e copo-de-leite (CHANG et al.,
2003), buscando-se o refinamento das técnicas de
micropropagacao e das condi¢des de cultivo utilizadas
na obtengdo de mudas de melhor qualidade e a valores
mais competitivos.

A luz é a fonte de energia para 0 processo
de fotossintese, o qual regula o desenvolvimento das
plantas, sendo os pigmentos, notadamente as
clorofilas, importantes na captacdo da energia luminosa
e em sua transformac&o em energia quimica (NHUT et
al.,2003).

Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho
foi avaliar o efeito de fontes de luz na multiplicacéo in
vitro de morangueiro, cultivar ‘Sabrosa’, com niveis
crescentes de BAP no meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laborat6rio
de Cultura de Tecidos da Embrapa Clima Temperado,
em Pelotas, Rio Grande do Sul (RS), partindo de
explantes provenientes da cultura de meristemas de
morangueiro. No experimento, utilizaram-se gemas de
brotacdes com trés folhas de morangueiro da cultivar
‘Sabrosa’, medindo 1,5+0,3cm de altura, provenientes
de dois subcultivos sucessivos de 35 dias em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), contendo 0,3mg L
de BAP, em sala de crescimento com lampadas
fluorescentes brancas.

As brotagBes foram introduzidas em frascos
de vidro, com capacidade de 250mL (6,5cm de didmetro
e 13cm de altura), contendo 40mL de meio MS acrescido
de 100mg L* de mio-inositol, 30g L* de sacarose, 7g L*
de agar e cinco concentracdes de BAP, estas Ultimas
descritas a seguir, sendo o pH ajustado para 5,8 ap6s a
adicdo do agar. A autoclavagem foi realizada a
temperatura de 121°C, a 1,5atm, por 20 minutos. Nessas
condicdes, foram conduzidos trés subcultivos
sucessivos de 35 dias, com fontes variaveis de luz,
fotoperiodo fixo de 16 horas, temperatura de 25+2°C e
intensidade luminosa de 20pumol m? s. Cada subcultivo
de explantes de morangueiro constituiu um
experimento, no qual foram avaliadas as combinactes
de concentragBes de BAP no meio MS (0; 0,3; 0,6; 0,9;
e 1,5mg L*) com fontes de luz [LED azul-EDEB 3LA1
470nm, LED verde-EDET 3LA1530nm, LED vermelho-
EDER 3LA3 630nm, lampada fluorescente Growlux e
Id&mpada fluorescente branca (tratamento controle)]. Em
cada subcultivo, os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente ao acaso, em um fatorial 5x5,
com seis repeti¢des. As unidades experimentais foram
constituidas por frascos contendo cinco explantes.
Apds cada subcultivo, avaliaram-se o ndmero e o
comprimento médio das brotagdes formadas por
explante.

Ao final do terceiro subcultivo,
independentemente da concentracdo de BAP do meio
de cultura, coletaram-se amostras de folhas das
brotaces obtidas sob diferentes fontes de luz (100mg
de tecido foliar), para quantificar os teores de
carotenoides e de clorofilas a e b, em extrato acetdnico
(80%). Nessa coleta, amostraram-se todas as folhas
produzidas in vitro pelas plantas, independentemente
da posicdo. A quantificacdo dos pigmentos foi realizada
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por espectrofotometria (clorofila a=663nm, clorofila
b=645nm e carotenoides=470nm), segundo
LICHTENTHALER (1987).

Os resultados relativos a cada subcultivo
foram submetidos a analise de variancia, comparando-
se as médias do fator fonte de luz pelo teste de Duncan
e do fator concentracdo de BAP no meio de cultivo
MS, por anélise de regressao polinomial. Os dados da
variavel nimero de brotac6es foram transformados em
raiz quadrada de (x+0,5). Para as andlises estatisticas,
foram adotados 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos trés subcultivos, determinou-se a
significancia da interacdo entre os fatores fonte de luz
e concentragdo de BAP no meio de cultivo para as
varidveis nimero e comprimento das brotacfes de
morangueiro.

Apenas nos trés subcultivos conduzidos
na auséncia de BAP ndo houve efeito da fonte de luz
no numero de brotacg@es obtidas por explante. Nesses
casos, 0 nimero de brotacdes por explante foi pequeno,
variando, em media, de 1,0 a 2,4, com reducdo ao longo
dos subcultivos (Figura 1). A reducgdo do nimero de
brotacGes verificada ao longo dos trés subcultivos
provavelmente se deve a gradativa reducdo do nivel
de BAP existente nos tecidos, haja vista que 0s
explantes foram previamente cultivados em meio MS
com 0,3mg L* de BAP (efeito residual). Por outro lado,
subcultivos sucessivos de explantes em meio com altas
concentracbes de BAP causam redugdo da taxa de
multiplicacdo (OLIVEIRA et al., 2001), conforme
observado no tratamento com uso de 1,5mg L de BAP,
no meio de cultura (Figura 1).

Independentemente da concentracéo de
BAP nomeio de cultivo, verificou-se maior nimero de
brota¢Bes de morangueiro nos trés subcultivos sob os
LEDs azuis, vermelhos e verdes do que sob as [ampadas
fluorescentes brancas e Growlux (Figura 1). LIAN etal.
(2002) j& haviam comprovado maior massa fresca e seca
de explantes de lirio oriental da cultivar ‘Pesaro’ (Lilium
sp.) cultivados sob LEDs vermelhos e azuis do que
sob lampadas fluorescentes. Tais resultados sugerem
a necessidade de revisdo da indicacdo do uso
generalizado de lampadas fluorescentes brancas em
salas de crescimento de laboratorios de cultura de
tecidos. Para TAIZ & ZEIGER (2004), a menor eficiéncia
de multiplicacéo e crescimento na presenca de lampadas
fluorescentes brancas decorre do fato destas emitirem
diferentes comprimentos de onda entre 350 e 750nm, e
somente entre 400 e 700nm sdo considerados mais
importantes para a fotossintese. Quanto as lampadas

fluorescentes Growlux, estas emitem radiacdo luminosa
nos espectros vermelho distante, amarelo e azul, sendo
recomendadas principalmente para induzir
florescimento (SYLVANIA, 2009). No entanto, na
multiplicacdo e no desenvolvimento in vitro de
explantes de morangueiro, essas lampadas também
foram menos eficientes do que as fontes de luz com
base em LEDs, o que demonstra a necessidade de
adequagdo do tipo de fonte de luz para cada fase de
desenvolvimento da espécie.

Além da iluminagéo das salas de crescimento
de laboratérios de cultura de tecidos por LEDs
proporcionar maior desenvolvimento dos explantes de
morangueiro, estas sdo particularmente vantajosas pela
maior vida Gtil, que pode chegar a 100.000 horas de
uso, enquanto que as lampadas fluorescentes
apresentam vida atil média de 8.000 horas (YEH &
CHUNG, 2009). Em acréscimo, os LEDs séo isentos de
substancias toxicas, como o merc(rio, e apresentam
elevada eficiéncia na conversdo de luz (STEELE, 2007).
Normalmente, esses fatores compensam o maior custo
de instalagdo de uma sala de crescimento com LEDs do
que com lampadas fluorescentes (YEH & CHUNG, 2009).

Nos trés subcultivos e para todas as fontes
de luz, observou-se resposta quadratica da variavel
numero de brotacdes de morangueiro ao aumento da
concentragéo de BAP no meio de cultura, tendo sido
realizado o teste F para estimar a significancia (Figuras
1A, 1B e 1C). O nimero maximo de brotagdes por
explante verificado no primeiro (8,4), no segundo (9,0)
e no terceiro (6,1) subcultivo foi obtido com o uso de
concentracdes estimadas de 1,22; 0,97; € 0,82mg L* de
BAP, em cultivos sob LEDs vermelho, verde e vermelho,
respectivamente. As concentracGes de BAP que
otimizaram o nimero de brotagSes de morangueiro
obtidas por explante nos trés subcultivos realizados
foram préximas aquela recomendada para a espécie, de
1mg L* de BAP (BRAHM & OLIVEIRA, 2004).

Dessa forma, os LEDs vermelho-EDER 3LA3
e verde-EDET 3LAL foram as fontes de luz que
promoveram maior nimero de brotag@es por explante
de morangueiro. Até o momento, existem poucas
informacdes sobre os efeitos da iluminacdo por LEDs
na cultura de tecidos de plantas. Contudo, sabe-se que
a luz vermelha geralmente emite um espectro proximo
ao da absorcdo méxima das clorofilas e fitocromos,
sendo importante para o desenvolvimento do aparato
fotossintético e para a acumulag8o de amido (SAEBO
etal., 1995). A luz verde ¢ absorvida por fitocromos e
criptocromos, que, possivelmente, influenciam eventos
induzidos pela luz (FOLTA, 2004).

Em relacdo a multiplicacio dos explantes de
morangueiro cultivados sob I1&mpadas fluorescentes
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Figura 1 - NUmero de brotagdes por explante de morangueiro da cultivar ‘Sabrosa’
(Fragaria x ananassa Duch.) aos 35 (1A), 70 (1B) e 105 dias (1C), em
funcdo da concentracdo de BAP no meio MS, para as fontes de luz: LED
azul (@), LED verde (W), LED vermelho (), lampada fluorescente
branca (®) e lampada fluorescente Growlux (-).

brancas (tratamento controle), 0 maior nimero de
brotagdes por explante nos trés subcultivos (5,9; 7,4; e
4,5 brotag@es por explante) foi obtido nas respectivas
concentragOes estimadas de BAP: 0,94; 1,00; e 0,98mg

L (Figura 1A, 1B e 1C). As taxas de multiplicacdo
obtidas em cada subcultivo sob luz fluorescente branca,
embora tenham sido menores do que as verificadas
com os LEDs, encontram-se em niveis semelhantes aos
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descritos na literatura para morangueiro (BRAHM &
OLIVEIRA, 2004).

Quanto ao comprimento das brotagdes,
verificou-se, nos trés subcultivos, comportamento
quadratico quanto ao aumento da concentracéo de BAP.
As brotacgfes de maior comprimento foram obtidas no

meio de cultura sem BAP e cultivadas sob os LEDs
verde-EDET 3LA1 (49,7mm), vermelho-EDER 3LA3
(40,9mm) e LED azul-EDEB 3LA1 (48,2mm),
respectivamente, no 12, no 22 e no 3¢ subcultivo (Figura
2A, 2B e 2C). De forma geral, independentemente da
fonte de luz, o aumento da concentragéo de BAP no
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Figura 2 - Comprimento de brotacdes de morangueiro da cultivar “Sabrosa’ (Fragaria
x ananassa Duch.) aos 35 (1D), 70 (1E) e 105 dias (1F) de cultivo, em
fungdo da concentracdo de BAP no meio MS, para as fontes de luz: LED
azul (@), LED verde (m), LED vermelho (3), lampada fluorescente
branca (@) e lampada fluorescente Growlux (-)
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meio de cultura afeta negativamente o crescimento das
brotacdes por induzir a sua proliferacdo (BRAHM &
OLIVEIRA, 2004). Em funcdo das brotagdes
concorrerem entre si pela absorgao de sais e vitaminas
presentes no meio de cultivo, estas tendem a ser
menores (OLIVEIRA et al., 2001). A superioridade dos
LEDs em relagdo as lampadas fluorescentes brancas
quanto a obtencdo de maior comprimento das brotagfes
havia sido demonstrada em crisdntemos
(Chrysanthemum sp.) (KIM et al., 2004) e em copo-de-
leite (Zantedeschia albomaculata) (CHANG et al.,
2003). Esses autores obtiveram maior comprimento de
brotacdes sob LEDs vermelhos em crisantemos e sob
LEDs vermelhos e azuis em copo-de-leite,
demonstrando haver diferenca de resposta entre
espécies, mas tendéncia de superioridade dos LEDs
vermelhos.

Quanto ao conteudo de pigmentos
fotossintéticos, maiores quantidades de clorofilas a
(2,70mg g*) e b (0,87mg g*) foram determinadas nas
brotacbes de morangueiro cultivadas sob LEDs
vermelho-EDER 3LA3. Contrariamente, o cultivo sob
LEDs verde-EDET 3LA1 e lampadas Growlux
proporcionou as menores quantidades desses
pigmentos, sendo o efeito decorrente das demais fontes
de luz (LEDs azul-EDEB 3LA1l e lampadas
fluorescentes) intermedidrio aos demais (Tabela 1).

O conteldo de carotenoides das brotacoes
cultivadas sob os LEDs vermelho-EDER 3LA3 também
foi elevado (1,33mg L* g), superando aqueles
proporcionados nos cultivos realizados sob LED verde-
EDET 3LAL e lampada Growlux, com menores
quantidades de carotenoides. As quantidades de
carotenoides determinadas sob LEDs azul-EDEB 3LA1
e lampadas fluorescentes foi intermediério ao das
demais fontes de luz (Tabela 1). As clorofilasaeb e 0s

carotenoides (pigmentos acessorios) sdo pigmentos
importantes no processo de fotossintese, estando
diretamente relacionados a multiplicacdo celular e ao
crescimento das plantas. As clorofilas sdo responsaveis
pela absorg¢do e pelo envio de energia luminosa para
0s centros de reacdo, enquanto os carotenoides atuam
como fotoprotetores (TAIZ & ZEIGER, 2004). NHUT
et al. (2003) também observaram efeito positivo da
iluminacéo proporcionada por LEDs vermelhos, sendo
obtida maior quantidade de clorofila em brotacdes de
morangueiro da cultivar ‘Akihime’ cultivadas sob 70%
de LEDs vermelhos e 30% de LEDs azuis. Aluz verde &,
geralmente, considerada como um tipo de luz de
pequena importdncia para a fotossintese,
principalmente devido ao baixo coeficiente de absor¢éo
(KIM et al., 2004), fato que pode explicar 0 menor
contelido de carotenoides sob LEDs verdes.

CONCLUSAO

Os LEDs apresentam elevado potencial para
serem utilizados como fonte de luz na micropropagacéo
de morangueiro, sendo os LEDs vermelho-EDER 3LA3
e verde-EDET 3LAL 0s que promovem maior nimero
de brotaces por explante. Os LEDs vermelho-EDER
3LA3 também proporcionam maior quantidade de
clorofilas a e b nas brotages cultivadas in vitro.

Maior nimero de brotagdes por explante é
obtido com o uso de concentracfes de 1,22; 0,97; e
0,82mg L* de BAP em cultivos sob LEDs vermelho,
verde e vermelho, respectivamente.
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Tabela 1 - Contetdo (mg g) de carotenoides e de clorofilas a e b em brotagdes de morangueiro da cultivar ‘Sabrosa’ (Fragaria x ananassa
Duch.), em fungdo da fonte de luz. Avaliagdo realizada ao final do terceiro subcultivo.

Fonte de luz Carotenoides Clorofilaa Clorofila b
mg g*

LED azul-EDEB 3LA1 1,20 abc* 2,36b 0,70¢c
LED verde-EDET 3LA1 0,99c¢c 182¢c 0,58d
LED vermelho-EDER 3LA3 1,33a 2,70a 0,87a
Lampada fluorescente branca 1,32ab 2,39b 0,80b
Lampada fluorescente Growlux 1,03 be 1,89¢c 0,63 ¢
CV (%) 47 31 21

* Médias ndo seguidas de mesma letra nas colunas diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
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