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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. Aeollanthus suaveolens é uma planta
medicinal popularmente conhecida como Catinga-de-mulata utilizada pela
populacdo para dores em gerais. A micropropagacdo em plantas medicinais &
uma alternativa para propagacao comercial dessas espécies que apresentam
interesse econdmico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
comprimentos de luz LED sobre o desenvolvimento in vitro da espécie Catinga-
de-mulata. O estudo, conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Recursos
Genéticos da Embrapa Amazbnia Oriental, utilizou explantes de plantas
micropropagadas in vitro. Os explantes (segmento nodal), 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-1). Ap6s a inoculagdo, os frascos foram acondicionados em
uma sala com temperatura de 25 + 1°C em 4 diferentes comprimentos de onda:
LED branca: 26 pmol.m-2.s-1, LED verde: 15 ymol.m-2.s-1, LED azul: 23 pymol.m-
2.s-1, LED amarelo: 13 pmol.m-?.s-1. 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 utilizagdo do software BioEstat
versao 5.3. Na avaliacdo de 30 e 60 dias ocorreu diferenca estatistica se
destacando branco e azul, para 90 dias apenas o tratamento verde ainda
mantém um desenvolvimento abaixo dos demais, mas para 120 dias prevalecem
os tratamentos branco e azul com médias 6,78 cm e 6,42 cm. Quanto ao numero
de brotos o tratamento azul prevalece estatisticamente em 120 dias com média
5,13 brotos. Para os teores de clorofila e carotenoides os diferentes
comprimentos de onda influenciam nesses parametros. Conclui-se que o0s
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tratamentos branco e azul tiveram os melhores resultados nas variaveis altura,
brotacéo, clorofila e carotenoides.

Palavras-chave: biotecnologia vegetal, cultivo in vitro, plantas medicinais,
Catinga-de-mulata.

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. Aeollanthus suaveolens is a medicinal plant popularly
known as the Mulatto Catinga and is used by the population for general pain.
Micropropagation in medicinal plants is an alternative for the commercial
propagation of these species that are of economic interest. The objective of this
study was to evaluate the effect of different lengths of LED light on the in vitro
development of the species Catinga-de-mulata. 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), 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: 26
pmol.m-2.s-1, green LED: 15 ymol.m-2.s-1, blue LED: 23 ymol.m-2.s-1, yellow
LED: 13 ymol.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 evaluation of 30 and 60
days there was a statistical difference, highlighting white and blue, for 90 days
only the green treatment still maintains a development below the others, but for
120 days the white and blue treatments prevail with averages 6.78 cm and 6.42
cm. As for the number of shoots, the blue treatment prevails statistically in 120
days, with an average of 5.13 shoots. For chlorophyll and carotenoids the
different wavelengths influence these parameters. It is concluded that the white
and blue treatments had the best results in the variables height, sprouting,
chlorophyll and carotenoids.

Keywords: plant biotechnology, in vitro cultivation, medicinal plants, Catinga-de-
mulata.

RESUMEN

El uso de ledes, como fuente de radiacion en el cultivo de plantas, ha despertado
un considerable interés en los ultimos afios, ya que también tienen un gran
potencial de aplicacion comercial. Aeollanthus suaveolens es una planta
medicinal conocida popularmente como la Mulatto Catinga y es utilizada por la
poblacién para el dolor general. La micropropagacion en plantas medicinales es
una alternativa para la propagacion comercial de estas especies de interés
econdémico. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes
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longitudes de luz led sobre el desarrollo in vitro de la especie Catinga-de-mulata.
El estudio, realizado en el Laboratorio de Biotecnologia y Recursos Genéticos
de la Amazonia Oriental de Embrapa, utilizd explantes de plantas
micropropagadas in vitro. Los explantes (segmento nodal), de aproximadamente
1 cm, fueron inoculados en frascos de 250 mL que contenian 30 mL de EM media
(Murashige y Skoog, 1962). Los medios se suplementaron con sacarosa (30,0
g.L-1), el pH se ajusto a 5,7 + 0,1 y luego se gelificé con Phytagel (3,0 g.L-1).
Después de la inoculacion, los frascos se envasaron en una habitacién con una
temperatura de 25 + 1°C a 4 longitudes de onda diferentes: LED blanco: 26
pmol.m-2.s-1, LED verde: 15 ymol.m-2.s-1, LED azul: 23 pymol.m-2.s-1, LED
amarillo: 13 ymol.m-2.s-1. El fotoperiodo fue de 12 horas/dia. Durante 120 dias
se evalué mensualmente la altura de las plantulas y el nimero de brotes. El
disefio experimental fue completamente casualizado (DIC). La diferencia
muestral se calculé con el software BioEstat version 5.3. En la evaluacién de 30
y 60 dias hubo diferencia estadistica, destacando blanco y azul, para 90 dias
solo el tratamiento verde aun mantiene un desarrollo por debajo de los demas,
pero para 120 dias prevalecen los tratamientos blanco y azul con promedios de
6,78 cmy 6,42 cm. En cuanto al nUmero de brotes, el tratamiento azul prevalece
estadisticamente en 120 dias, con un promedio de 5,13 brotes. Para la clorofila
y los carotenoides las diferentes longitudes de onda influyen en estos
pardmetros. Se concluye que los tratamientos blanco y azul presentaron los
mejores resultados en las variables altura, brotacién, clorofila y carotenoides.

Palabras clave: biotecnologia vegetal, cultivo in vitro, plantas medicinales,
Catinga-de-mulata.

1 INTRODUGAO

A Aeollanthus suaveolens € uma planta medicinal, pertencente a familia
Lamiaceae, popularmente conhecida como Catinga-de-mulata utilizada
principalmente por comunidades tradicionais para dores em gerais, febre e
quebranto (PEREIRA; FERREIRA, 2017). De origem Africana, apresenta grande
distribuicao na Amazénia brasileira, e tem como caracteristica principal um odor
adocicado e intenso (LIMA, 2016).

No Brasil, tal espécie € mais conhecida popularmente como Catinga-de-
mulata ou Macassa, apresentando elevado valor de importancia medicinal,
devido a presenga de constituintes quimicos que conferem as atividades
biolégicas, como os efeitos analgésicos e antimicrobianos, além de uso mistico
(MARTINS et al., 2016; FERREIRA et al., 2017).
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Estudos reportaram a indicagao para o tratamento de presséo arterial, ma
circulagao, gripes, asma, febre, dores, convulsdes, entre outros (uso medicinal),
e para a limpeza do corpo e da alma, quebranto e atrativo (uso mistico)
(BITENCOURT et al.,, 2014; CARMO et al.,, 2015; MARTINS et al., 2020).
Pesquisas aplicadas também tém demonstrado a importancia de A. suaveolens
como fonte de compostos bioativos: (E)-B- farneseno, Linalool, Massoialactona,
a-Santalene e Acetato de linalila, que podem ser responsaveis por suas
atividades antibacteriana, antifungica, citotdxica, larvicida, antidepressiva
(TUCKER et al., 2001; MARTINS et al., 2016; SANTOS et al., 2018; MARTINS
et al., 2021). Diante disso, a Catinga-de-mulata é um potencial recurso para
processos biotecnoldgicos, visando a produgdo em massa e conservagao da
especie, assim como o aproveitamento de seus compostos bioativos e,
consequentemente, de suas atividades biologicas.

Neste contexto, uma das técnicas biotecnoldgicas importantes é a cultura
de células e tecidos, a qual consiste em uma ferramenta com alto potencial para
a preservacao e propagacao de fontes vegetais, como as plantas medicinais,
além de viabilizar a produgdo de compostos fitoquimicos in vitro, contribuindo
para a exploragédo sustentavel (MORAIS et al., 2012; SILVA et al., 2023). Essa
técnica pode resolver ou minimizar questdes na multiplicacao sistematizada de
plantas por meio do processo de micropropagacdo, que consiste em uma
alternativa para a propagacado comercial de plantas de interesse econdmico,
como as medicinais (MORAIS et al., 2012), a exemplo de A. suaveolens.
Entretanto, na literatura, ha registro de apenas um estudo sobre a
micropropagacao dessa espécie (ARAUJO et al., 2021). Neste estudo, diferentes
intensidades de luz interferiram no crescimento de mudas e nos teores de
clorofila e carotenoides, assim como distintos comprimentos de onda de luz
afetaram de forma positiva ou negativa no crescimento e na biomassa das
plantulas, na produgao de pigmentos fotossintéticos e de compostos bioativos.

Neste processo de cultivo, destaca-se a importancia da luz como um fator
ambiental fundamental na cultura de tecidos vegetais in vitro, que influéncia o

desenvolvimento da planta, sua morfologia e produgdo de compostos de
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interesse (SOUZA et al., 2019). Controlar de forma ideal as intensidades de luz
em quantidade e qualidade para o desenvolvimento das plantas € o grande
desafio para o sucesso da cultura de tecidos (BRAGA et al., 2009; SAMUOLIENE
et al., 2013; DONG et al., 2014; LAZZARINI et al., 2017), visto que cada espécie
responde as caracteristicas da luz no cultivo in vitro de forma diferente
(CARVALHO et al., 2023). Para isso, diodos de emissao de luz (LED) tém sido
propostos como fonte luminosa para ambientes controlados em instalacbes
agricolas ou camaras de crescimento vegetal, pois os LEDs tém tamanho
reduzido, permitem o ajuste do comprimento de onda especifico, intensidade e
qualidade luminosa, e alta eficiéncia de conversao fotoelétrica (LAZZARINI et al.,
2017), além de serem mais econdémicas.

Diante do exposto, visando aumentar o conhecimento referente aos
diferentes comprimentos de onda de luz sobre o desenvolvimento de plantulas
de Catinga-de-mulata cultivadas in vitro, o objetivo deste estudo foi analisar o
uso de LEDs sobre espécimes de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng.

micropropagadas.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos
Genéticos (LBRG), da Embrapa Amazénia Oriental, localizada em Belém, estado
do Para. 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 Catinga-de-mulata, 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"). Apos
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a inoculacao, os frascos foram acondicionados em uma sala com temperatura
de 25 + 1°C em 4 diferentes comprimentos de onda: LED branca: 26 pmol.m-2.s-
', LED verde:15 pmol.m-2.s-', LED amarelo:13 ymol.m-2.s-', LED azul: 23
umol.m-2.s-'. O fotoperiodo foi de 12 horas/dia.

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

(medicao direta com régua graduada) e o numero de brotagdes.

2.2 QUANTIFICACAO DE CLOROFILA E CAROTENOIDES

Apos a 4? avaliagcao, foram realizadas analises para a quantificagcao de
clorofila e carotenoides a quantificagcao 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 centrifugagdo, 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 espectrofotometro em 3
comprimentos de onda diferentes: 663 nm, 646 nm, 470 nm. Para obter os
valores reais das concentragbes de clorofila e carotenoide em mg L', foram
necessarios realizar o calculo com as seguintes féormulas (LICHTHENTHALER.,
1987).

Clorofila a = Ca =12,25 Ase3,2— 2,79 Asa6,s

Clorofila b = C» = 21,50 As46,8 — 5,10 Ase3,2

Clorofilas totais = C(a+b) = 7,15 Ase3,2+ 18,71 As4e,8

Carotendides (xantofilas + carotenos) = (1000 A470 — 1,82 Ca — 85,02 Cp) / 198
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

A diferenga 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 nao-paramétrico Kruskal- Wallis (Dunn). O valor do nivel de significancia
foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a altura média estdo na Tabela 1. Nos 30
primeiros dias existe diferenca entres os tratamentos com destaque para os
tratamentos branco e azul. Decorrido 60 dias o tratamento branco e azul mantém
destaque com relagdo aos demais tratamentos. Com 90 dias o tratamento
amarelo se aproxima dos tratamentos em destaque branco e azul. Ao fim de 120
dias os tratamentos branco e azul prevalecem sem qualquer diferenga estatistica
entre eles, médias 6,78 cm e 6,42 cm respectivamente.

Importante salientar que o comprimento de onda verde e amarelo nao se
desenvolvem bem, sendo o descarte por senescéncia, ndo se mostrando boas
opgdes quando se objetivam alcangar alturas maximas para a espécie

Aeollanthus suaveolens.

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

Altura (cm)
Tratamentos 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
BRANCA 3,26 +2,02a 473+2,42 a 5,52+2,37a 6,78+ 0,82 a
VERDE 1,07+£0,74 b 271+1,32hb 360+157hb
AMARELO 0,53+0,26 b 231+092hb 4,14+1,78 a
AZUL 3,11+ 1,67a 5,33+2,06 a 6,43+1,43 a 6,42+0,85a

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

Fonte: Autores (2023).
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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 e azul tem resultado positivo em ambas as espécies Eugenia involucrata
e Aeollanthus suaveolens (do nosso estudo), pois esses tratamentos tiveram as
maiores alturas médias em relacdo aos demais até 120 dias.

Outro ponto a ser observado é a questido da maior irradiancia obter as
maiores alturas nos explantes, (CARVALHO et al., 2023) e reforgado no nosso
experimento pelo tratamento branco (26 ymol.m-2.s-') e azul (23 ymol.m-2.s-1).

No que tange ao numero de brotagdes constante na Tabela 2, ndo ocorreu
diferenca significativa entre os 4 tratamentos durante os 30 primeiros dias. Nos
60 dias se destaca o tratamento azul havendo diferenca estatistica. Para 90 dias
o tratamento verde estagna se diferenciando dos demais. E para 120 dias
prevalecem os tratamentos branco e azul, sendo o tratamento azul o de maior

destaque com média 5,13.

Tabela 2. Valores médios do niimero de brotos de Aeollanthus suaveolens nos 30, 60, 90 e 120

dias.
Brotos
Tratamentos 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
BRANCA 1,13+0,35a 227+1,09b 3,00+1,56 a 36+£223b
VERDE 1,07+0,26 a 1,73£0,70 b 1,27+0,59b
AMARELO 1,07+ 0,26 a 1,80+0,41b 287+1,19a
AZUL 1,20+0,41 a 293+1,09a 4,07 £1,67 a 5,13+2,17a

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
nao-paramétrico Kruskal-Wallis (Dunn) (p<0,05).

Fonte: Autores (2023).

Os explantes dos tratamentos verde e amarelo foram descartados por

senescéncia em 120 dias.
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3.1 AVALIACAO DA QUANTIFICACAO DE CLOROFILA E CAROTENOIDES

Teores de clorofila e carotenoides s&o utilizados paras estimar o potencial
fotossintético das plantas, pela sua ligac&o 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 os resultados de clorofila a de maiores destaques
foram o tratamento azul e branco com médias respectivas 2,89 g/Kg MF e 2,87
g/Kg MF, ja no que tange clorofila b o tratamento branco foi que obteve resultado
com média 1,37 g/Kg MF. No resultado de clorofila total € possivel observar que
a meédia dos tratamentos ndo teve diferenga significativa com destaque para o
tratamento branco 4,25 g/Kg MF.

Os carotenoides exercem funcao fotoprotetora nas plantas contra
possiveis danos oxidativos, pela Figura 1 € possivel observar que tratamento
branco tem a maior média de 0,79 g/Kg MF, e, portanto, protegeria melhor a

plantula de efeitos oxidativos.

Figura 1. Gréfico do quantitativo clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofilas totais para

Aeollanthus suaveolens.
Branco Amarelo B Azul B Verde

DIIIII.II

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

[

[y
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Silva e colaboradores (2023) observam 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 producéo de
clorofila a acompanhou o tratamento de maior irradiancia também, 26 pmol. m-
2 s-! (branco), ou seja, assim como H. teretiusculum e H. cavernicola a espécie
Aeollanthus suaveolens tende a ter uma maior producdo de clorofila a na
presenca de uma irradiancia maior.

Uma observagao sobre os resultados obtidos € que o tratamento branco
€ o0 mais indicado quando se objetiva maior producao de clorofila a, clorofila b,

clorofila total e carotenoides.

4 CONCLUSAO

Diferentes comprimentos de onda tiveram boa influéncia tanto no
crescimento quanto na brotagdo da espécie Aeollanthus suaveolens,
aparecendo resultados mais significativos em verificagdo apés 120 dias, em
ambos os cenarios. Os tratamentos branco e azul tiveram a maiores médias para
altura. Sobre brotacdo, os tratamentos branco e azul se destacaram tendo
maiores médias, evidenciando o resultado do tratamento branco média 5,13.

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 branco possui a maior concentragao ocorrida.
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