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RESUMO

Espécie endémica do Nordeste brasileiro, o Melocactus zehntneri tem importante valor
medicinal, sendo também explorada para uso ornamental. O cultivo in vitro de plantas
apresenta inimeras vantagens frente as técnicas comumente utilizadas, apesar do elevado
custo de manutencdo. Buscando alternativas de minimizar tais custos, o presente trabalho
objetivou avaliar o crescimento in vitro e ex vitro de M. zehntneri com o uso de diferentes
fontes de luz e de esterilizacdo do meio de cultura. Para a germinacgdo in vitro e crescimento
inicial das plantulas, foi utilizado meio de cultura simplificado, o qual foi esterilizado
fisicamente por autoclavagem (EF), ou quimicamente (EQ) pela adi¢do de hipoclorito de
célcio (0,01%). Os cultivos foram mantidos sob fontes de luz fluorescente - FL e Diodo
Emissor de Luz — LED, durante 200 dias. Posteriormente, as plantas foram aclimatizadas em
casa de vegetacdo, onde permaneceram por 130 dias. Ao final da fase in vitro foi avaliado o
percentual de germinacdo, ocorréncia de contaminagdo, os parametros de crescimento € 0s
teores de pigmentos fotossintéticos. Estas duas ultimas varidveis também foram examinadas
apOs a etapa ex vitro, além da taxa de sobrevivéncia das plantas. O uso de LEDs apenas
antecipou o inicio da germinacdo, ndo diferindo de FL quanto ao percentual. Na fase in vitro,
o tratamento LED + EF apresentou maior crescimento. Os grupos tratados com LED
influenciaram positivamente a biossintese dos pigmentos. O tratamento LED + EQ produziu
menores teores de carotenoides do que LED + EF. No ambiente ex vitro, a taxa de
sobrevivéncia das plantas foi de 100% e aquelas provenientes dos tratamentos exXpostos aos
LEDs apresentaram melhor desenvolvimento. Para o teor de pigmentos, o tratamento com
LED aumentou o contetiido de carotenoides. Os resultados evidenciam que a qualidade da luz
interfere de modo positivo no crescimento de M. zehntneri de forma mais evidente que o tipo
de esterilizacdo do meio de cultura. Desse modo, recomenda-se o uso da combinagdo de
fatores LED + EQ, os quais propiciaram a obtencdo de plantas de melhor qualidade, além de
permitirem a reducdo de custos.

Palavras-chave: Cactaceae. Cultivo in vitro. Luz de LED. Hipoclorito de calcio.

Aclimatizacao.



ABSTRACT

Endemic species of the Brazilian Northeast, Melocactus zehntneri has important medicinal
value and it is also exploited for ornamental use. The in vitro cultivation of plants presents
numerous advantages over the commonly used techniques, despite the high maintenance cost.
The present paper aims to evaluate the in vitro and ex vitro growth of M. zehntneri with the
use of different sources of the culture medium’s light and sterilization. For the in vitro
germination and initial growth of the seedlings, simplified culture medium was used, which
was physically sterilized by autoclaving (EF), or chemically (EQ) by the addition of calcium
hypochlorite (0.01%). Cultures were maintained under fluorescent light sources - FL. and LED
Light Emitting Diode for 200 days. Subsequently, the plants were acclimatized in a
greenhouse, where they remained for 130 days. At the end of the in vitro phase the percentage
of germination, occurrence of contamination, growth parameters and photosynthetic pigment
contents were evaluated. These last two variables were also examined after the ex vitro step,
in addition to the plant survival rate. The use of LEDs only anticipated the beginning of
germination, not differing from FL as the percentage. In the in vitro phase, the LED + EF
treatment presented higher growth. The groups treated with LED positively influenced
pigment biosynthesis. The LED + EQ treatment produced lower levels of carotenoids than
LED + EF. In the ex vitro environment, the survival rate of the plants was 100% and those
from the treatments exposed to the LEDs presented better development. For the pigment
content, LED treatment increased the carotenoid content. The results show that the quality of
light positively interferes with the growth of M. zehntneri more clearly than the sterilization
type of the culture medium. In this way, it is recommended to use the combination of LED +
EQ factors, which allowed to obtain better quality plants, besides besides allowing the
reduction of costs.

Keywords: Cactaceae. in vitro culture. LED light. Calcium hypochlorite. Acclimatization.
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1. INTRODUCAO

As cactdceas sdo plantas adaptadas as condi¢des da Regido Semidrida, cultivadas no
mundo inteiro e amplamente utilizadas por suas propriedades medicinais (ANDRADE et al.,
2006). Também sdao muito requisitadas pelos agropecuaristas, na época da seca, como uma
alternativa para alimentacdo dos animais e consumo préprio (DAMASCENO et al., 2010;
SILVA et al., 2005; LIMA, 2002), além de servirem como ornamento em vasos ou jardins
decorativos. Melocactus zehntneri (Britton & Rose) Luetzelburg, popularmente conhecido
como coroa-de-frade, ¢ uma espécie endémica do Brasil, sendo encontrado do sul da Bahia ao
norte do Ceard (TAYLOR et al., 2015) e bastante aplicado segundo tais potencialidades
(NUNES et al., 2015; PAULINO et al., 2011; ARAUIJO et al., 2010; LIMA-SILVA et al.,
2009).

A producdao de mudas in vitro destaca-se, em comparacdo com outras técnicas
comumente utilizadas, por apresentar vantagens como a uniformidade genética das plantas e
pela possibilidade de gerar mudas livres de pragas e doencas (SANTOS-SEREJO et al.,
2006). Apesar de tais vantagens, o cultivo in vitro apresenta elevado custo de manutencdo, o
que pode inviabilizar a sua utilizacdo em larga escala. Neste sentido, diversas alternativas
voltadas a redugdo do custo de producdo das mudas tém sido testadas e vém apresentando
resultados positivos, como por exemplo, a substituicio de alguns componentes do meio de
cultura, a aplicagdo da esterilizacdo quimica, o emprego de biorreatores, € o uso de diodo
emissor de luz (light emitting diode-LED) na sala de crescimento (RIBEIRO et al., 2013;
GUPTA; JATHOTU, 2013; FERREIRA et al., 2016; GUIMARAES et al., 2016).

A utilizacdo de esterilizacio quimica dos meios nutritivos, fazendo-se uso do
hipoclorito de sédio ou de célcio, é uma alternativa a esterilizacdo fisica por autoclavagem
que apresenta grande potencial, uma vez que diminui o tempo da esterilizacdo e reduz os
custos de manutencdo e consumo de energia, possibilitando também o uso de frascos de
plastico, além de ndo promover a degradacdo de determinados componentes do meio
(TEIXEIRA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008). Esta € uma técnica que ndo apresenta, até o
momento, qualquer restricio para o seu uso como esterilizante de meios nutritivos para
plantas (RIBEIRO et al., 2013), sendo comumente empregada no cultivo in vitro de banana
(TEIXEIRA et al., 2006), cana-de-agicar (TIWARI et al., 2012), eucalipto (BRONDANI et
al., 2013), abacaxi (OLIVEIRA et al., 2015), entre outras espécies.

Outro processo que demanda alto consumo de energia elétrica € a manutencao das

plantas nas salas de crescimento. Ainda que mais difundida e utilizada em laboratdrios de
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cultura de tecidos vegetais, o uso de lampadas fluorescentes vem dando espacgo para os LEDs
(NHUT et al., 2003). A qualidade do espectro de luz emitido pelos LEDs vem influenciando
nas diferentes respostas de crescimento e desenvolvimento observadas em plantas cultivadas
in vitro (GUPTA; JATHOTU, 2013; BELLO-BELLO et al., 2017), além de contribuir no
desempenho das plantas quando de sua transferéncia ao ambiente ex vitro (FERREIRA et al.,
2017). Ademais, os LEDs apresentam maior resisténcia e durabilidade, baixa produgdo de
calor e elevada eficiéncia na conversdo de energia elétrica em luminosa.

Diante da importancia da aplica¢do das técnicas de cultivo in vitro para estudos de
germinacdo, propagacdo e conservacdo de cacticeas (SILVA et al., 2011), especialmente
aquelas espécies que sofrem com o impacto do extrativismo e que ndo apresentam a emissao
de brotamentos quando em condi¢des naturais, como é o caso do género Melocactus, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos agentes externos (esterilizagdo do meio de
cultura e fonte de luz) na germinacio e crescimento in vitro de M. zehntneri, bem como a sua

influéncia na aclimatizacdo das plantulas obtidas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do tipo de esterilizacdo do meio de cultura e da fonte de luz no

crescimento in vitro e ex vitro do Melocactus zehntneri.

2.2. Objetivos Especificos

e Analisar a influéncia do espectro de luz e do tipo de esterilizacdo no meio de

cultura na germinacao in vitro de M. zehntneri;

e Quantificar os parametros de crescimento e os teores de pigmentos fotossintéticos
das plantulas cultivadas sob diferentes fontes de luz e tipo de esterilizacdo, nas

fases in vitro e ex vitro;

e Auvaliar a influéncia dos fatores (tipo de esterilizacdo do meio e fonte de luz) aos
quais as plantulas foram expostas durante o cultivo in vifro na aclimatizacio das

mesmas.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Melocactus zehntneri

A Regido Semidrida do Brasil apresenta grande diversidade em seus aspectos
geomorfolégicos e fitofisiondmicos, com predominincia da vegetacdo hiperxerofitica da
Caatinga (ALVES, 2009; MORO et al.,, 2016). As cactdceas t€ém importantes caracteres
adaptativos aos ambientes com pouca disponibilidade de d4gua, sendo geralmente
caracterizadas pela reducdo dos ramos laterais em aréolas (onde se encontram regides
meristemadticas), suculéncia, caule fotossintetizante, auséncia de folhas, presenca de espinhos
e flores com estames e tépalas numerosos (NOBEL, 2002; TAYLOR; ZAPPI, 2004). Estudos
da vegetacdo semidrida do Brasil demostram que as cactdceas constituem uma familia com
mais de 1300 espécies, e que estas desempenham papel importante na sustentabilidade da
Caatinga em épocas de secas prolongadas, principalmente como fonte de alimentagcdo para a
fauna local e para a sobrevivéncia do sertanejo (COELHO et al., 2015).

No Bioma Caatinga, podem ser encontradas varias espécies de Melocactus, conhecidas
popularmente como cabeca-de-frade ou coroa-de-frade, que sdo amplamente utilizadas pela
populacdo local para diversas finalidades, desde a culindria e medicina popular, pelo seu
potencial farmacolégico (ANDRADE et al., 2006; NUNES et al., 2016), até a exploracdo do
potencial forrageiro e, principalmente, paisagistico (ROCHA et al., 2002; LUCENA et al.,
2012b). O género Melocactus compreende 36 espécies (ANDERSON, 2001) de pequenos
cactos globosos, comuns em regides aridas e semidridas de zonas tropicais e subtropicais das
Américas. Embora de ampla distribui¢ao pela América Central e do Sul, a maior concentracao
de taxons e o centro de diversidade se localiza no leste do Brasil, particularmente no estado da
Bahia (TAYLOR; ZAPPI, 2004). As plantas do género s@o caracterizadas por possuirem uma
pequena haste globosa ligeiramente alongada, ndo ramificada, parte fértil do caule
diferenciada em uma estrutura de cor vermelha, o cefdlio terminal, que contém a gema apical,
responsavel pelo crescimento (NANO, 2011; GORELICK, 2014). Os frutos sdo bagas
pequenas e as sementes sao dispersas localmente por lagartos e formigas (FONSECA, 2004).

Espécie endémica do nordeste do Brasil, o Melocactus zehntneri (TAYLOR; ZAPPI,
2004) ocorre em todos os estados da regido, com excecdo do Maranhdo e é uma das muitas
espécies vegetais que se encontram ameacadas pela exploracdo e pela pressdo antrépica sobre
os seus habitats (HUNT, 2006). Possui grande variabilidade fenotipica, apresentando cladédio
globoso, eventualmente alongado, ndo ramificado, com 10 a 14 costelas inteiras. Tem

espinhos cilindricos, conspicuamente curvados e pungentes; cefdlio apical com tricomas
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brancos e cerdas rosadas a vermelhas. Flores com colora¢do magenta e frutos com pericarpo
rosado e polpa funicular translicida, contendo pequenas sementes (MENEZES et al., 2013).
Habita formacdes savanicas ou campestres, sem qualquer especificidade de substrato
(TAYLOR; ZAPPI, 2004; MENEZES et al., 2011).

Estudos envolvendo M. zehntneri vém sendo desenvolvidos especialmente quanto aos
seus aspectos etnobotanicos (CHAVES; BARROS, 2015; LUCENA et al., 2015) ou com
enfoque farmacolégico, com o objetivo de identificar e quantificar compostos bioativos
(NUNES et al., 2016; BRANDAO et al., 2016). Devido ao considerivel grau de ameaca
sofrido por esta espécie, ocasionado pela degradac@o de seus habitats e pela coleta e comércio
ilegal, bem como pelo seu valor ornamental e pelo fato de ndo apresentar emissdo de
brotamentos quando em condi¢Oes naturais, hd um crescente interesse em acdes de

conservagdo e em estudos de propagacdo da mesma.

3.2. Cultivo in vitro de plantas

O cultivo in vitro de plantas envolve um conjunto de técnicas que tem na
totipotencialidade das células vegetais a sua base, ou seja, na capacidade de regeneracdo de
um individuo completo a partir das células individualizadas, uma vez que estas possuem todas
as informagdes genéticas necessarias para tal (FRAGUAS et al., 2004). Através do isolamento
de tecidos ou 6rgdos vegetais e seu cultivo em meio nutritivo, em condi¢des assépticas e em
ambiente controlado, o cultivo in vitro tem auxiliado programas de melhoramento, e € parte
integrante de vdrios sistemas de producdo de plantas. Ademais, como ciéncia, é de suma
importancia para a compreensdo de aspectos morfolégicos, fisioldgicos, genéticos e
fitossanitdrios das plantas (CARDOSO, 2014).

Entre as suas principais técnicas estdo a micropropagacdo, que apresenta maior
aplicabilidade; a limpeza clonal, utilizada para producdo de plantas livres de patégenos; o
cultivo de protoplastos, anteras e embrides zigéticos; e a conservacdo de germoplasma
(SILVA; FERREIRA, 2016). Desse modo, o cultivo in vitro possibilita uma versatilidade de
aplicacdes na biotecnologia vegetal e tem sido utilizado em diversos trabalhos, abrangendo
diferentes metodologias e propiciando o desenvolvimento de novos protocolos, com o
objetivo principal de prover um ambiente favordvel ao crescimento e desenvolvimento da
espécie estudada, ja que muitas delas t€ém nesse método seu principal meio de propagacao.

A germinagdo in vitro também vem sendo aplicada para diferentes espécies,
procurando solucionar problemas como a ocorréncia de germinagdo irregular, sementes

recalcitrantes e obtencdo de plantas matrizes sauddveis para servirem como fonte de explantes
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para a multiplicacdo, além de atuar como ferramenta de selec@o para a tolerancia a condi¢des
de estresse (FERREIRA et al., 2016; MURUGAN et al., 2016; SILVA; FERREIRA, 2016;
SINGH et al., 2017). Quando comparada a germinacdo em condi¢des naturais, a germinacgao
in vitro apresenta como vantagens a reducio do tempo necessdrio a ocorréncia do processo, o
aumento da taxa de germinagdo, além da sua sincronizagdo, e evita problemas como o aborto
embrionario (ALTAFIN et al., 2003).

Diferentes fatores podem exercer influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento de
das plantas cultivadas in vitro, tais como o genétipo, a origem de explantes, os componentes
nutricionais do meio, a presencga e concentra¢do de reguladores de crescimento e o ambiente
de cultivo (CHEN et al., 2012; ZHAO et al. 2013; CARLONI et al., 2014). Portanto, a analise
quantitativa dos parametros de crescimento das plantas, além de outras andlises
morfofisiologicas e bioquimicas € uma ferramenta acessivel e precisa para se avaliar o
desenvolvimento vegetal, assim como a influéncia das diferentes condicdes as quais as
plantas sdo submetidas durante o cultivo in vitro (PEIXOTO et al., 2004).

Apos o desenvolvimento das plantulas, estas poderdo ser aclimatizadas. Esta fase
refere-se ao processo de adaptacdo gradual das plantas quando estas sdo transferidas do
ambiente in vitro para o ex vitro, devendo ser realizado com bastante cuidado, uma vez que
pode tornar-se um obsticulo ao éxito no cultivo in vitro (SILVA; FERREIRA, 2016).
Salienta-se também que a aclimatizacdo poderd ser facilitada a depender das condicdes de
cultivo in vitro e que plantas melhor desenvolvidas apresentam maiores chances de

sobrevivéncia quando transferidas para o ambiente ex vitro.

3.3. Fatores que influenciam no cultivo in vitro
3.3.1. Luz

A luz € um fator ambiental fundamental para as plantas, pela acdo direta ou indireta na
regulacdo de algumas caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas, de desenvolvimento e de
constituicdo quimica, as quais podem ser influenciadas pela qualidade da luz, e ndo apenas
pela presenca ou auséncia dela (HUCHE-THELIER et al., 2016; NASCIMENTO et al.,
2013). Consequentemente, a qualidade da luz surge como uma ferramenta na manipulacdo da
inducdo de balancos fisioldgicos favordveis a respostas especificas no crescimento e
morfogénese das plantas (MORINI; MULEO, 2003).

No cultivo in vitro de plantas, a fonte de luz comumente utilizada nas salas de
crescimento € a lampada fluorescente branca (KIM et al., 2004). Entretanto, pelo seu

potencial para aplicacdo comercial, os diodos emissores de luz (LED) representam um avanco
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nas condi¢des de cultivo dos explantes, pois possuem potencial para melhorar a efici€éncia de
irradiacdo e a qualidade das plantas produzidas (ROCHA et al., 2010; AMOOZGAR et al.,
2017). Dentre as vantagens proporcionadas pelos LEDs, destacam-se: comprimento de onda
especifico, pequena massa e volume, maior eficiéncia na conversdao de energia elétrica em
luminosa, longo periodo de vida e baixo aquecimento, fato que contribui para a aquisi¢ao de
sistemas de resfriamento menos potentes e que, consequentemente, consumirdo menos
energia elétrica (ROCHA et al., 2010; GUPTA; JATOTHU, 2013).

A irradiancia fornecida na sala de crescimento causa alteragdes fotomorfogé€nicas nas
plantas, principalmente, na formacdo dos tecidos do mesofilo e no mecanismo de abertura e
fechamento dos estdmatos, afetando seu desenvolvimento e funcionalidade (REZENDE et al.,
2008). Alguns estudos revelam ainda que, com a variagdo na qualidade da luz, pode-se
manipular o crescimento in vitro de diversas espécies, de maneira alternativa a adi¢do de
reguladores de crescimento ao meio de cultura (BRAGA et al., 2009). De fato, o uso de LEDs
vem demonstrando beneficios para diferentes espécies cultivadas in vitro, seja na formacao de
brotagdes, inducdo da embriogé€nese somdtica, rizogénese (GUPTA; JATOTHU, 2013),
promocao do crescimento e da biossintese de clorofila (BELLO-BELLO et al., 2017), bem
como no aumento da taxa de sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizagdo (FERREIRA
et al., 2017).

Guimaraes et al. (2016), constataram que as lampadas de LEDs propiciaram melhor
desenvolvimento das plantulas de mandacaru e menor taxa de perda de dgua no cladédio
quando comparadas com as fluorescentes. O uso de LED também contribuiu para o
desenvolvimento das brotacdes de bananeira (OLIVEIRA et al., 2012), de cana-de-agicar
(FERREIRA et al.,, 2017) e de antirio (BUDIARTO, 2010). A menor eficiéncia no
crescimento e desenvolvimento das plantas na presenga de lampadas fluorescentes decorre do
fato destas emitirem diferentes comprimentos de onda entre 350 e 750 nm, enquanto somente
aqueles entre 400 e 700 nm sdo considerados importantes para a fotossintese e

fotomorfogénese (ROCHA et al., 2010).

3.3.2. Meio de cultura

Um dos fatores que exerce influéncia no cultivo in vitro é o meio nutritivo onde os
explantes sdo mantidos. Os seus constituintes sdo baseados nas exigéncias das plantas quanto
aos nutrientes minerais, podendo-se realizar algumas modificagdes, a fim de atender

necessidades especificas. Tem como componentes essenciais: &gua, macronutrientes,
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micronutrientes, vitaminas, aminodcidos ou suplementos de nitrogénio, fontes de carbono e
reguladores de crescimento (SILVA; FERREIRA, 2016).

Embora a propagacdo vegetativa in vitro apresente indmeras vantagens em relacio a
convencional, as mudas obtidas possuem um custo mais elevado, devido a diversos fatores,
como a infraestrutura dos laboratérios de producdo, a necessidade de mao de obra capacitada
e os gastos com reagentes quimicos e energia elétrica (SOUZA; JUNGHANS, 2006). Outro
problema que eleva os custos de produgao se refere a contaminagao, ja que o meio de cultura
¢ rico em nutrientes e propicio para o crescimento microbiano (OYEBANIJI et al., 2009). Na
tentativa de reduzir tais gastos uma etapa importante e passivel de ser modificada é a
esterilizacao.

A autoclavagem (esterilizagdo a vapor) € o procedimento mais comumente utilizado e
utiliza altas temperaturas (121°C) e pressdo (1 atm) por periodos de 15 a 30 minutos, para a
eliminagdo de microrganismos do meio de cultura e do recipiente de cultivo das plantas
(TORRES et al.,, 1998). No entanto, além de apresentar alto consumo energético, a
esterilizacdo do meio de cultura envolvendo calor pode resultar em reacdes indesejdveis. Por
exemplo, muitas proteinas, vitaminas e hidratos de carbono sdo termoldbeis e podem se
decompor durante a autoclavagem, alterando sua qualidade e prejudicando o desempenho
morfogénico dos tecidos cultivados (TEIXEIRA et al., 2005; VETTEN et al., 2014; SHI et al.,
2010).

Na busca por novas alternativas que minimizem 0s custos, a autoclavagem tem sido
substituida por procedimentos fisicos, como o micro-ondas (TEIXEIRA et al., 2005a, 2005b),
e quimicos, pelo uso do hipoclorito de s6édio ou de cédlcio (TEIXEIRA et al., 2006, 2008;
HERMAYANI et al., 2016) e do peréxido de hidrogénio (YANAGAWA et al., 1995). Os
compostos clorados possuem um amplo espectro de atividade biocida e s3o adicionados ao
meio de cultura em baixas concentracdes, sendo os mais utilizados o hipoclorito de sédio
(NaClO) e o hipoclorito de célcio (Ca(ClO)2), que € menos téxico para os tecidos vegetais
(RIBEIRO et al., 2008). A esterilizacdo quimica ndo apresenta, até o momento, qualquer
restricdo para o seu uso em meios de cultura para plantas (RIBEIRO et al., 2013), existindo,
inclusive, relatos de que pode atuar como fator para a redu¢do da hiperidricidade dos tecidos
(NEPOMUCENQO et al., 2014).

Teixeira et al. (2006) estabeleceram um protocolo de preparo de meios de cultura que
utiliza o hipoclorito de sédio como esterilizante, 0 que permitiu a eliminagdo da contaminagdo
e o aumento do nimero de ramos e da massa fresca do abacaxizeiro. Nepomuceno et al.

(2014), observaram que a esterilizacdo do meio com hipoclorito de sédio pode ser utilizada
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para o estabelecimento in vitro de Hyptis leucocephala e H. platanifolia, nao interferindo na
sua germinacdo. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados no cultivo de
Cypripedium macranthos (MIYOSHI et al., 1998) e de Phalaenopsis amabilis MWEETWA
et al., 2008), em que a adicdo do hipoclorito de cdlcio ndo apresentou efeito negativo sobre a

semente.

3.4. Cultivo in vitro de cactaceas

Muitas espécies de cactos estdo ameacadas devido a coleta excessiva para fins
comerciais, e grande parte da familia estd incluida na Conveng¢do sobre Comércio
Internacional de Espécies de Fauna e Flora Ameacadas de Extin¢ao (CITES) (SAJEVA et al.,
2012). Geralmente, as espécies mais ameacadas sdo de crescimento lento e ndo sdo facilmente
propagadas por métodos convencionais. Desse modo, o cultivo in vitro pode desempenhar um
papel fundamental para reduzir a exploracdo das populagdes selvagens e contribuir para a
conservagao ex situ, uma vez que suas técnicas permitem a propagacao maciga a partir de uma
pequena quantidade de material vegetal (LEMA-RUMINSKA e KULUS, 2014).

O cultivo in vitro vem sendo aplicado para a germinagdo, multiplicacdo e conservagao
de diferentes espécies de cactdceas (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014; PEREZ-MOLPHE-
BALCH et al., 2015; SILVA; FERREIRA, 2016). Para as distintas técnicas aplicadas s@o
testadas diferentes formulagdes de meio de cultura, tipos e concentragdes de reguladores de
crescimento, tipos de explantes, formas de assepsia do material vegetal, condi¢cdes de
incubacdo, entre outros fatores (SILVA; FERREIRA, 2016).

A germinacao in vitro € importante do ponto de vista biol6gico, uma vez que permite a
manutencdo da variabilidade genética das populagdes, além de aumentar a disponibilidade de
mudas para fins de comercializacdo ou uso em programas conservacionistas (ANSELMO et
al., 2010). Geralmente sdo obtidas taxas de germinagdo de 70 a 100%, dependendo da espécie
(BALCH et al., 2015) e, apesar de apresentar um custo mais elevado, a germinacao in vitro
permite um desenvolvimento mais rdpido das plantas quando comparado com aquelas obtidas
por germinagdo em viveiros ou sistemas naturais (CORREIA et al., 2011). Em geral, as
sementes representam um material excelente porque podem ser submetidas a concentragdes
elevadas de solucdes desinfestantes para a eliminacdo de contaminagdes microbianas e, deste
modo, podem ser obtidas plantas assépticas (LEMA-RUMINSKA e KULUS, 2014).

Diferentes fatores podem ser estudados durante a germinacdo in vitro. Reis et al.
(2012) testaram o efeito de diferentes tratamentos pré-germinativos em sementes de

Pilosocereus aurisetus armazenadas por 19 meses, obtendo maiores percentuais de
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germinacdo no tratamento controle ou quando utilizada a embebicao em 4dgua por 24 horas. Ja
Dias et al. (2013), investigando o efeito de diferentes reguladores de crescimento adicionados
ao meio de cultura, verificaram que o maior nimero de sementes emergidas de Melocactus
bahiensis foi obtido quando utilizada a concentracdo de 0,1 mg L de 4cido naftaleno acético;
enquanto Resende et al. (2009) obtiveram maior percentual de germinacdo in vitro de
Melocactus glaucescens utilizando o meio com 25% da concentragdo dos sais de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e redugdo da sacarose.

Ap6s o desenvolvimento das plantulas obtidas in vitro, estas poderao ser
aclimatizadas, mantidas em meio de crescimento lento com finalidade de conservacido ou
utilizadas como material inicial para a micropropagacdo. Cladédios mais desenvolvidos
possibilitam a extragdo de um maior nimero de explantes, caso a plantula seja utilizada como
matriz para a micropropagacao (SILVA; FERREIRA, 2016). Civatti et al. (2017) obtiveram
plantulas de duas espécies de Micranthocereus por germinacao in vitro e as utilizaram para a
multiplicacdo, conseguindo até seis brotacdes por explante. Do mesmo modo, Guimaraes
(2016), alcangou taxas de multiplicagdo de 4,6 brotos por explante, a partir de segmentos de

cladddios retirados de plantas de Cereus jamacaru germinadas in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal e Condicoes de cultivo in vitro

O presente experimento foi conduzido no Laboratério de Cultivo in vitro de Plantas
(LaCIP), do Instituto Nacional do Semidrido (INSA), localizado em Campina Grande,
Paraiba, a partir de frutos de Melocactus zehntneri (Figura 1A), coletados no Cactario
Guimaraes Duque (INSA).

Ap6s a retirada da polpa, feita com o auxilio de peneira metdlica e d4gua corrente, as
sementes foram submetidas a desinfestacdo, por meio de lavagem em &dgua e detergente
neutro, imersdao em alcool 70%, durante um minuto, e posteriormente em hipoclorito de sédio
(NaOCl 2,5%) adicionado de 1 mL de Tween 20, onde permaneceram sob agitacdo durante 15

minutos.

Figura 1 - Introdugdo de Melocactus zehntneri ao cultivo in vitro: (A) planta contendo frutos; (B) sementes
apds assepsia em camara de fluxo laminar.

FONTE: Préprio autor, 2017

Em camara de fluxo laminar foi realizado o triplice enxdgue em 4dgua destilada estéril
e a inoculacdo das sementes (Figura 1B) em meio de cultura simplificado, composto pelos
fertilizantes Calcinit (0,84 g L) e Kristalon (0,74 g L'!), usados em substitui¢io aos macros e
micronutrientes comumente utilizados, e suplementado com 1 mL de vitaminas do meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 3% de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 e o meio
solidificado com 6 g L' de dgar. Foram testadas ainda duas formas de esterilizacdo do meio
de cultura: a esterilizacdo fisica (EF), fazendo-se uso da autoclave (120 °C e 1 atm, por 20
minutos), e a esterilizacdo quimica (EQ), pela adi¢cdo de hipoclorito de célcio (Ca(ClO)2

0,01%) ao meio.
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Os materiais destinados ao uso nos tratamentos com esterilizacdo quimica (vidrarias,
frascos de cultura e tampas) primeiramente foram lavados com detergente em dgua corrente e
enxaguados com dgua destilada. Posteriormente, foram mergulhados em uma solucio de dgua
destilada adicionada de 0,003% de NaClO e deixados para secar na camara de fluxo laminar
com a luz UV ligada.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h de luz,
temperatura de 25 + 2°C e expostos a diferentes fontes de luz: lampadas fluorescentes brancas
(FL) e diodos emissores de luz brancos (LED), com intensidades luminosas de 47 e 50 umol

m? s’!

, respectivamente, ambos da marca Philips. Foram realizados dois subcultivos, em
intervalos de 70 dias, em que as plantulas foram transferidas para as mesmas condicdes as
quais foram expostas inicialmente. Ao final de 200 dias de cultivo in vitro, quando as plantas
apresentavam tamanho adequado para serem aclimatizadas, foram realizadas avaliacdes

biométricas e quantificados os teores de pigmentos fotossintéticos.

4.2. Aclimatizacao

As plantas enraizadas foram lavadas em dgua corrente, para a remog¢ao dos residuos do
meio de cultura, e transplantadas para bandejas de polipropileno com 98 células contendo
substrato Basaplant®. As plantas permaneceram em casa de vegetacdo durante 130 dias, sendo
os 40 primeiros dias em ambiente protegido com malha para 50% de redugdo da luz (tela
sombrite 50%), com rega semanal. Posteriormente, foi observada a taxa de sobrevivéncia e

novas avaliagdes realizadas.

4.3. Avaliacoes biométricas

A medida da altura e didmetro do cladédio, bem como do comprimento da raiz
principal foi realizada com o auxilio de régua milimetrada. A massa da matéria fresca da parte
aérea e radicular foi obtida em balanca analitica, enquanto a matéria seca foi obtida apds a

secagem em estufa (65 °C por 48h) e posterior pesagem.

4.4. Determinacio do teor de pigmentos fotossintéticos
Para a determinacdo do contetido de clorofila (chl a e b) e carotenoides, amostras do
cladédio (0,1 g) foram maceradas em acetona 80%. Apos filtragem, o extrato obtido foi

utilizado para a quantificacio dos pigmentos em espectrofotometro UV-visivel, nos
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comprimentos de onda de 663 e 647 nm para clorofilas e 470 nm para carotenoides, de acordo

com Lichtenthaler (1987).

4.5. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2 (tipo de esterilizacdo x fonte de luz). Na etapa in vitro foram utilizadas 10
repeticdes por tratamento, sendo a repeticdo composta por um frasco contendo 10 sementes,
enquanto na etapa de aclimatizacdo foram utilizadas 17 repeticdes (plantas) por tratamento.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de cometer erro tipo 1, utilizando o programa estatistico

Sisvar, versao 5.6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da luz e tipo de esterilizaciao sobre a germinacio e o crescimento in vitro

O inicio da germinagdo variou nas diferentes fontes de luz. Nos tratamentos expostos
aos LEDs a germinac¢do iniciou aos cinco dias, enquanto nos tratamentos expostos a luz
fluorescente iniciou aos nove dias. Apds 15 dias de cultivo in vitro, o percentual de
germinagdo foi de 100% para o tratamento LED + EF e 98% para os demais. Aos 30 dias,
todos os tratamentos apresentavam 100% de germinacdo. A luz é um fator abidtico que afeta
amplamente a germinacdo das sementes de cacticeas, uma vez a maioria apresenta
fotoblastismo positivo, como € o caso do género Melocactus (MEIADO, 2012). Contudo,
neste estudo, o espectro luminoso emitido pelos LEDs apenas antecipou o inicio da
germinacdo, ndo havendo diferenca significativa quanto ao seu percentual.

O meio de cultura simplificado também foi eficiente e propiciou percentuais de
germinacdo maiores do que os observados com o uso de meio MS para esta mesma espécie
(GUIMARAES et al., 2016). Nio foi observada a presenca de contaminacio microbiana, o
que garante a efetividade do uso de hipoclorito de calcio (0,01%) como agente esterilizante do
meio de cultura. Destaca-se também que a esterilizacdo quimica nao interferiu na germinacao
das sementes e, portanto, ndo apresentou efeito fitotéxico. Tais resultados corroboram aqueles
reportados por Resende (2010), sobre a viabilidade do uso de hipoclorito em baixas
concentracdes como agente esterilizante do meio de cultura para a germinacdo de Melocactus
glaucescens. De acordo com Mweetwa (2008), o uso de hipoclorito de célcio promoveu a
germinacdo de sementes em Phalaenopsis porque a sarcotesta foi corroida, tornando-se mais
permedvel a dgua e nutrientes.

Em relacdo aos pardmetros de crescimento, de modo geral, a iluminacio proveniente
dos LEDs apresentou melhor desempenho quando comparada com das fluorescentes brancas,
bem como o uso da EF em relacdo a EQ, (Tabela 1, Figura 2). Quanto a parte aérea, o uso de
LED + EF garantiu melhores resultados em comparacdo a FL. + EF, exceto para a altura e a
massa fresca, em que ndo houve diferenca entre os tratamentos. J4 a aplicacdo da esterilizacao
quimica propiciou a reducdo no acimulo de massa fresca e seca da parte aérea. A presenca de
compostos clorados no meio de cultura também influenciou negativamente o crescimento e
desenvolvimento das orquideas Laelia tenebrosa e Cattleya kerri (FONTES, 2011). Segundo
Nepomuceno et al. (2014), o meio esterilizado quimicamente apresenta consisténcia mais
firme do que o meio autoclavado, diminuindo assim a disponibilidade de 4dgua e nutrientes

para as plantas, o que pode afetar o seu crescimento.
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Tabela 1 - Crescimento da parte aérea e das raizes de plantulas de Melocactus zehntneri aos 200 dias de cultivo
in vitro sob o efeito da fonte de luz (FL e LED) e do tipo de esterilizacdo do meio de cultura (EF e EQ).

FL LED
Variaveis
EF EQ EF EQ
Altura (cm) 1,77 aA 1,65 aA 1,77 aA 1,45 bB
Diametro (cm) 1,13 bA 0,95 bA 1,35 aA 1,28 aA
MFPA (g) 0,477 aA 0,384 bB 0,452 aA 0,421 aB
MSPA (g) 0,0112 bA 0,0083 bB 0,0215 aA 0,0171 aB
CRP (cm) 3,12 aA 2,77 aB 3,30 aA 2,80 aB
MEFR (g) 0,034 bA 0,026 bA 0,070 aA 0,059 aB
MSR (g) 0,0035 bA 0,0024 bB 0,0051 aA 0,0046 aB

Médias seguidas por letras distintas, mintsculas para fonte de luz e maidsculas para tipo de esterilizacdo,
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Comprimento da raiz principal (CRP), massa fresca da parte

aérea (MFPA), massa fresca das raizes (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes
(MSR).

FONTE: Préprio autor, 2017

Figura 2 - Aspecto das plantulas de Melocactus zehntneri aos 200 dias de cultivo in vitro sob o efeito da fonte
de luz (FL e LED) e do tipo de esterilizacdo do meio de cultura (EF e EQ). Barra= 1 cm.

FL + EF FL+ EQ LED + EF LED + EQ

FONTE: Préprio autor, 2017

No crescimento radicular, observou-se a interferéncia da luz para a massa fresca e
seca, demonstrando o efeito positivo do espectro emitido pelo LED (Tabela 1, Figura 3). Este
resultado estd de acordo com o obtido por Guimaraes (2016), que observou maior influéncia
da fonte de luz (LED) no crescimento das raizes de Cereus jamacaru cultivado in vitro em
meios de cultura simplificados. Quanto ao tipo de esterilizacdo, os tratamentos com EF
apresentaram médias superiores, exceto para a massa fresca com o uso de FL, em que ndo

houve diferenca estatistica. A adi¢do de doses crescentes de dgua sanitdria comercial ao meio
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de cultura resultou na diminui¢do do nimero de raizes de Cattleya kerry cultivada in vitro
(FONTES, 2011); enquanto que para massa seca das raizes do abacaxizeiro ‘Vitoria’, os
tratamentos com esterilizacdo quimica apresentaram médias superiores aquelas encontradas

no meio autoclavado (OLIVEIRA et al., 2015).

Figura 3 - Aspecto das raizes de Melocactus zehntneri aos 200 dias de cultivo in vitro sob o efeito da fonte de
luz (FL e LED) e do tipo de esteriliza¢do do meio de cultura (EF e EQ).

FONTE: Préprio autor, 2017

Os resultados encontrados neste trabalho apontam a combinagdo de fatores (luz e
esterilizacdo) como determinante para o crescimento das plantas, sendo o uso de LED + EF o
mais indicado. Ressalta-se, sobretudo, o efeito da qualidade da luz emitida pelo LED, em
ambos os tipos de esterilizacdo, que resultou em um melhor desenvolvimento das plantas na
fase in vitro, as quais se apresentam morfologicamente mais semelhantes aquelas encontradas
na natureza, inclusive com costelas e espinhos maiores e mais desenvolvidos quando
comparados com as plantas mantidas sob luz fluorescente (Figura 2).

De fato, a luz € um fator que influencia consideravelmente na multiplicacdo celular e
no crescimento dos tecidos vegetais cultivados in vitro (ARAUJO, 2009). Segundo Rocha et
al. (2010), a menor eficiéncia no crescimento das plantas na presenca de lampadas
fluorescentes decorre do fato destas emitirem diferentes comprimentos de onda, muitos dos
quais ndo sao considerados importantes para a fotomorfogénese. Este € um fator relevante,
uma vez que um cladédio melhor desenvolvido pode favorecer a sobrevivéncia da planta
durante a aclimatizagao.

O teor de pigmentos fotossintéticos variou em resposta as diferentes fontes de luz,
representado no grafico da Figura 4. Verificou-se que as plantulas expostas ao LED obtiveram

médias superiores de clorofila a, clorofila b e carotenoides quando comparadas com as
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expostas a FL. Por estar envolvido na biossintese de clorofila, na abertura estomética e no
desenvolvimento dos cloroplastos (VIEIRA, 2015), o espectro azul, presente no LED branco,
possivelmente contribuiu para os maiores teores de clorofila encontrados.

Quanto aos carotenoides, sua presenca pode conferir vantagens durante a
aclimatizacdo, pois atua na fotoprotecdo das moléculas de clorofila, dissipando o excesso de
energia luminosa (RAMEL, et al., 2013; BARBOSA et al., 2014). Victorio et al. (2007)
encontraram médias inferiores de pigmentos fotossintéticos no cultivo in vitro de Phyllanthus
tenellus, quando expostos a luz fluorescente branca. Tal resposta também foi relatada para
Stevia rebaudiana cultivada sob FL em relacdo ao cultivo em diferentes espectros de LEDs

(RAMIREZ-MOSQUEDA et al., 2016).

Figura 4 - Teor de pigmentos fotossintéticos em plantulas de Melocactus zehntneri aos 200 dias de cultivo in
vitro sob duas fontes de luz (FL e LED) e dois tipos de esterilizacdo do meio de cultura (EF e EQ). Médias
seguidas de letras iguais, mindsculas para fontes de luz e maiusculas para tipos de esterilizacdo, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<=0,05).
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FONTE: Préprio autor, 2017

O tipo de esterilizagdo também exerceu influéncia sobre a biossintese dos pigmentos,
verificando-se maiores teores de clorofila » e menores de carotenoides nos tratamentos com
EQ em relacdo aos tratamentos com EF. Nao foram encontrados relatos na literatura cientifica
acerca da acdo que o tipo de esterilizacdo pode exercer sobre a biossintese de pigmentos.
Contudo, é importante ressaltar que o comportamento foi semelhante para os tratamentos,

independentemente da fonte de luz utilizada, sugerindo que o uso de Ca(ClO)2 no meio de

cultura pode alterar o conteudo de clorofila b e carotenoides nas plantas mantidas in vitro.
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5.2. Efeito da luz e tipo de esterilizaciao sobre a aclimatizacio e o crescimento ex vitro

A taxa de sobrevivéncia das plantas levadas ao ambiente ex vitro para a etapa de
aclimatizacdo foi de 100% e, aos 130 dias, as plantas apresentavam desenvolvimento normal
(Figura 5). Apesar de ser considerada uma etapa critica do cultivo in vitro, a aclimatizac¢do das
diferentes espécies de cactdceas tem sido realizada com éxito, uma vez que a suculéncia do
caule minimiza o estresse ocasionado na planta pela perda de dgua (LEMA-RUMINSKA;

KULUS, 2014).

Figura 5 - Aclimatizacdo de Melocactus zehntneri: (A) plantas no inicio do processo; (B e C) plantas
provenientes dos tratamentos FL + EF e LED + EF, respectivamente, aos 130 dias de aclimatizacao.

FONTE: Préprio autor, 2017

Quanto aos parametros de crescimento, observou-se que o tratamento FL + EQ obteve
médias inferiores em relagdo aos demais tratamentos para a maioria das varidveis analisadas
na Tabela 2. Em contrapartida, médias superiores foram verificadas no tratamento LED + EQ,
exibindo valores de diametro e massa seca da parte aérea superiores ao LED + EF, que havia
se apresentado como o melhor tratamento in vitro. Este comportamento se deve,
provavelmente, ao fato das plantas provenientes da esterilizacdo quimica ndo estarem mais
sob influéncia dos compostos clorados, constituintes do meio de cultura utilizado, e
demonstra, sobretudo, os efeitos benéficos da iluminac¢do por LEDs, usada durante o cultivo
in vitro, no processo de aclimatizacdo. Tal efeito ja foi descrito para Saccharum officinarum,

garantindo, inclusive, maior taxa de sobrevivéncia das plantas (FERREIRA et al., 2017).
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Tabela 2 - Crescimento da parte aérea e das raizes de plantulas de Melocactus zehntneri, aos 130 dias de
aclimatizagdo, oriundas do cultivo in vitro sob o efeito da fonte de luz (FL e LED) e do tipo de esterilizacdo do
meio de cultura (EF e EQ).

FL LED
Variaveis
EF EQ EF EQ

Altura (cm) 1,30 bB 1,42 Ba 1,54 aA 1,60 aA
Diametro (cm) 1,60 aA 1,47 Bb 1,64 aB 1,73 aA
MFPA (g) 1,64 aA 1,56 Ba 1,68 aA 1,82 aA
MSPA (g) 0,119 bA 0,107 Ba 0,133 aB 0,164 aA
CRP (cm) 4,57 aA 3,93 Ab 4,17 aA 4,30 aA
MEFR (g) 0,068 bA 0,041 Bb 0,098 aA 0,090 aA
MSR (g) 0,012 bA 0,007 Bb 0,015 aA 0,014 aA

Meédias seguidas por letras distintas, mintsculas para fonte de luz e maidsculas para tipo de esterilizagdo,
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Comprimento da raiz principal (CRP), massa fresca da parte
aérea (MFPA), massa fresca das raizes (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes
(MSR).

FONTE: Préprio autor, 2017

As plantas aclimatizadas (Figura 6) exibiram menor altura em relagdo as plantas in
vitro (Tabela 1), com excecdo do tratamento LED + EQ, uma vez que as condic¢des do cultivo
in vitro favorecem o alongamento das plantas, enquanto na fase ex vitro estas tomam a sua
forma natural (globular), apresentando maior aumento no seu didmetro (Tabela 2). Tais
alteracdes morfométricas podem ser encontradas quando se compara plantas nas fases in vitro
e ex vitro (LZAYOVA et al., 2016). Com relacdo aos demais parametros de crescimento, houve
aumento na média das plantas aclimatizadas.

De modo geral, as plantas provenientes dos tratamentos expostos aos LEDs
apresentaram melhor desenvolvimento, exibindo médias de crescimento superiores para a
maioria dos parametros analisados, seja na parte aérea ou radicular, quando comparadas com
aquelas provenientes do cultivo in vitro sob lampadas fluorescentes. Tais resultados deixam
evidentes que a qualidade da luz interfere de modo positivo no crescimento e
desenvolvimento de M. zehntneri, tanto na fase in vitro quanto na ex vitro, e até de forma

mais evidente do que o tipo de esterilizacdo do meio de cultura.
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Figura 6 - Aspecto das plantulas de Melocactus zehntneri, aos 130 dias de aclimatizagdo, provenientes do
cultivo in vitro sob o efeito da fonte de luz (FL e LED) e do tipo de esterilizacdo do meio de cultura (EF e EQ).
Barra=1 cm.

FL + EF FL+EQ LED + EF LED + EQ

FONTE: Préprio autor, 2017

Oliveira et al. (2015) também ndo observaram interferéncia pelo uso de NaClO na
avaliacdo biométrica do abacaxizeiro ‘Vitéria’ durante a aclimatizacdo. Segundo estes
autores, as plantas oriundas dos meios de cultivo esterilizados quimicamente apresentaram
desempenho semelhante aquelas cultivadas nos meios autoclavados.

Em relacdo aos teores de pigmentos fotossintéticos observou-se, no ambiente ex vitro,
respostas contrarias daquelas obtidas in vitro, uma vez que o tipo de esterilizagdo
proporcionou maiores diferencas entre os tratamentos do que a fonte de luz, a qual interferiu
apenas no conteido de carotenoides (Figura 7). Este foi maior nas plantas provenientes do
cultivo em LEDs, apesar destas estarem ha 130 dias sob as mesmas condi¢des de ilumina¢ao
em casa de vegetacdo. Quanto ao tipo de esterilizagdo, a EQ resultou em maiores teores de
clorofila a e de carotenoides. Contrariamente, Oliveira et al. (2015) ndo relataram influéncia
do tipo de esterilizac@o utilizado no cultivo in vitro no desempenho fotossintético das plantas

apos 90 dias de aclimatizagao.
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Figura 7 - Teor de pigmentos fotossintéticos em plantulas de Melocactus zehntneri, aos 130 dias de
aclimatizagdo, oriundas do cultivo in vitro sob duas fontes de luz (FL e LED) e dois tipos de esterilizagdo do
meio de cultura (EF e EQ). Médias seguidas de letras iguais, mindsculas para fontes de luz e maidsculas para
tipos de esterilizacdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<=0,05).
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Alterar as condi¢Oes ambientais, em particular mudancas na intensidade e qualidade de
luz, pode induzir respostas de curto e longo prazo no conteido de pigmentos € no processo
fotossintético (SOUZA et al., 2011; FOYER, 2012). Diferentemente do observado neste
trabalho, o teor de clorofilas e carotenoides geralmente aumenta na fase de aclimatizacdo (EL-
MAHROUK et al.,, 2016; FERREIRA et al., 2017). Contudo, o fato das plantas terem
acumulado mais pigmentos em menores irradincias (in vitro) pode ser atribuido a uma
caracteristica das plantas de sol, como é o caso do M. zehntneri. Estas geralmente apresentam
menor quantidade de moléculas de clorofila por cloroplasto, pois ndo necessitam investir na
producdo de pigmentos para captar energia luminosa em um ambiente saturado por luz
(OLIVEIRA et al., 2010). Ademais, Oliveira et al. (2010) afirmam que mesmo as plantas
apresentando uma baixa taxa fotossintética em condi¢des in vitro, o suprimento de carbono
exdgeno, provido pela sacarose adicionada ao meio de cultura, também pode elevar a
biossintese de clorofila.

A luz emitida pelos LEDs € um fator que influencia positivamente no crescimento e
desenvolvimento in vitro de M. zehntneri, favorecendo também a sua aclimatizacdo. Do
mesmo modo, pode-se utilizar a esterilizacdo quimica do meio de cultura com Ca(ClO), como
forma de reduzir os custos de produgdo. Contudo, destaca-se que este tipo de esterilizagdo
reduz o crescimento das plantas, o que pode ser minimizado quando estas sdo mantidas sob

LEDs.



31

6. CONCLUSAO

Quanto a germinacdo, ndo houve diferenca para as fontes de luz e o tipo de
esterilizacao utilizado, observando-se ainda a auséncia de contaminagdo e de fitotoxicidade
pela adicao de hipoclorito de célcio (0,01%) ao meio de cultura.

Na fase in vitro, a combinagdo dos fatores LED + EF permitiu maior crescimento das
plantulas e maiores teores de clorofila a e carotenoides.

Ja na fase ex vitro, maior crescimento e biossintese dos pigmentos citados foram

obtidos no tratamento LED + EQ.
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