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RESUMO

O presente estudo contemplou duas espécies pouco estudadas de orquideas brasileiras:
Gomesa flexuosa de habito epifito, endémica do Brasil, com inflorescéncia exuberante
formada por pequenas flores amarelas; e Epidendrum denticulatum, de hébito terrestre ou
litofitico, tem ocorréncia natural no Sudeste e Nordeste do Brasil. Ambas, além da
importancia nos ambientes naturais, apresentam belas flores e sdo visadas para o uso
decorativo e paisagistico. O uso do cultivo in vitro de orquideas para obter mudas, via
semente encontra-se bem elucidado com numerosos trabalhos presentes na literatura. No
entanto, para orquideas brasileiras pouco tem sido trabalhado quanto as respostas relativas ao
cultivo in vitro e aclimatizagdo, sob o efeito de lampadas LEDs. O objetivo deste trabalho foi
compreender e elucidar como as ldmpadas LEDs por meio da emissdo de diferentes espectros
luminosos, interferem na morfofisiogia e na bioquimica das espécies alvo do estudo ao final
do cultivo in vitro e durante o processo de aclimatizagdo. Plantas das duas espécies, oriundas
de sementes, apos sucessivos subcultivos em meio MS, acrescido de vitaminas de Morel e
carvio ativado, foram submetidas as luzes LEDs monocromaticas azul, vermelha e branca e a
combinagdo azul/vermelho por um periodo de 90 dias. No 90° dia de cultivo in vitro sob luzes
LEDs e no 45° dia de aclimatizagdo sob luz natural, foram avaliados parametros
morfométricos como massa seca, fresca, numero de folhas e altura das plantas; bem como
parametros bioquimicos como os teores de clorofila a, clorofila b, relagdo clorofilas a/b,
clorofilas totais, carotenoides, antocianinas e parametros fisioldgicos como fluorescéncia da
clorofila “a”, trocas gasosas ¢ indice SPAD. Com esse trabalho foi possivel concluir que os
diferentes comprimentos de onda emitidos por luzes LEDs foram capazes de afetar o
crescimento e o desenvolvimento de plantas da espécie Epidendrum denticulatum. Quanto aos
parametros morfologicos e bioquimicos houve intensa sobreposicdo de médias ndo sendo
possivel apontar um tratamento destaque. Em relagcdo aos parametros fisioldgicos, ao final da
aclimatizacdo, os tratamentos vermelho, azul/vermelho e branco promoveram aumentos dos
valores de taxa de fotossintese liquida (A), condutancia estomadtica (gs) e transpiragdo (E),
enquanto que os valores de carbono interno (Ci) diminuem. Os comprimentos de onda azul,
azul/vermelho induzem maiores valores de Fv/Fm (0,75) em plantas da espécie. O indice
SPAD mostra queda nos valores para todos os espectros ao final do periodo de 45 dias de
aclimatizacdo. Para Gomesa flexuosa, ndo houve um tratamento destaque quanto aos
parametros morfométricos e bioquimicos. No entanto, 1dmpadas LEDs azuis destacam-se
quanto a fluorescéncia da clorofila a pois plantas submetidas a elas apresentaram altos valores
de Fv/Fm (0,79), enquanto LEDs vermelhos apresentaram valores mais baixos, durante os 45
dias de aclimatizacdo, provavelmente devido a “sindrome da luz vermelha”. Para as duas
espécies estudadas, ao final do experimento, obteve-se 100% de sobrevivéncia das plantas que
apresentavam adequado desenvolvimento de folhas e raizes, independente do tipo de lampada
LED utilizado para cada tratamento. Este estudo contribui na compressdo do metabolismo de
orquideas brasileiras e ajuda a melhorar o processo de cultivo e propagacao das espécies.

Palavras-chave: espectros luminosos, luzes LEDs, Epidendrum, Gomesa



ABSTRACT

The present study included two little studied species of Brazilian orchids: Gomesa flexuosa
with an epiphytic habit, endemic to Brazil, with an exuberant inflorescence formed by small
yellow flowers; and Epidendrum denticulatum, with terrestrial or lithophytic habit, occurs
naturally in the Southeast and Northeast of Brazil. Both are importance in natural
environments, have beautiful flowers and intended for decorative and landscape use. The use
of in vitro cultivation of orchids to obtain seedlings via seed is well elucidated with numerous
works in the literature. However, for Brazilian orchids, little has been done about the
responses related to in vitro cultivation and acclimatization under the effect of LED lamps.
The objective of this work was to understand and elucidate how LED lamps, through the
emission of different light spectra, interfere in the morphophysiology and biochemistry of the
target species of the study at the end of in vitro cultivation and during the acclimatization
process. Plants of both species, from seeds, after successive subcultures in MS medium, added
with Morel's vitamins and activated charcoal, were subjected to monochromatic blue, red and
white LED lights and a blue/red combination for a period of 90 days. On the 90th day of in
vitro cultivation under LED lights and on the 45th day of acclimatization under natural light,
morphometric parameters such as dry and fresh mass, number of leaves and plant height were
evaluated; as well as biochemical parameters such as chlorophyll a, chlorophyll b, chlorophyll
a/b ratio, total chlorophyll, carotenoids, anthocyanins and physiological parameters such as
chlorophyll “a” fluorescence, gas exchange and SPAD index. With this work it was possible
to conclude that the different wavelengths emitted by LED lights were able to affect the
growth and development of plants of the species Epidendrum denticulatum. As for the
morphological and biochemical parameters, there was an intense superposition of means, and
it was not possible to point out a prominent treatment. As for the physiological parameters, at
the end of acclimatization, the red, blue/red and white treatments promoted increases in the
values of net photosynthesis rate (A), stomatal conductance (gs) and transpiration (E), while
internal carbon values (Ci) decrease. Blue, blue/red wavelengths induce higher Fv/Fm values
(0.75) in plants of the species. The SPAD index shows a drop in values for all spectra at the
end of the 45th acclimatization period. For Gomesa flexuosa, there was no prominent
treatment regarding morphometric and biochemical parameters. However, blue LED lamps
stand out in terms of chlorophyll fluorescence a because plants subjected to them had high
Fv/Fm values (0.79), while red LEDs had lower values during the 45 days of acclimatization,
probably due to the “red light syndrome”. For the two species studied, at the end of the
experiment, 100% survival of plants that presented adequate development of leaves and roots
was obtained, regardless of the type of LED lamp used for each treatment. This study
contributes to the compression of the metabolism of Brazilian orchids and helps to improve
the cultivation process and propagation of the species.

.Keywords: Light spectrums. LED lights. Epidendrum. Gomesa.
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1 INTRODUCAO GERAL

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e valiosas
comercialmente. Muitas espécies, entretanto, estdo em risco de extingdo devido a destrui¢ao
de seu habitat e extrativismo predatdrio (Colombo et al., 2005; Roberts & Dixon, 2008).

A familia Orchidaceae apresenta grande importancia para a manutengdo da
biodiversidade, indicando o estado de conservacao das florestas, pois sdo sensiveis as
interferéncias antropicas em areas de mata primaria (Marrara et al., 2007). Devido as
caracteristicas intrinsecas a essas plantas e o interesse em algumas poucas espécies para a
comercializacdo, apenas a fisiologia de uma pequena por¢ao de orquideas nativas do Brasil
foi estudada.

O género Epidendrum ¢é conhecido pela sua riqueza de espécies, sendo considerado
um dos mais diversos dentro da familia Orchidaceae, com mais de 1.500 espécies (Govaerts et
al., 2020). Apresenta ampla distribui¢do neotropical (Hagsater & Soto-Arenas, 2005),
ocupando diferentes latitudes e biomas. Epidendrum denticulatum é uma espécie de orquidea
terrestre ou litofitica, que ocorre no sudeste ¢ nordeste do Brasil (Pinheiro et al., 2013;
Pinheiro & Barros, 2007). Apresenta flores rosas, com guias brancas (Figura 1), caules

longos, eretos e finos, raramente intumescidos em pseudobulbos (Sdo Ledo, 2012).

Figura 1: Influorescéncia exuberante de Epidendrum denticulatum (Orquideas & Bromélias,
2020).
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O género Gomesa inclui 125 espécies, ¢ endémico do Brasil, sendo amplamente
distribuido na Regido Neotropical (Neubig et al., 2012). Ocorre principalmente nas regides
Sul e Sudeste do pais nos biomas Cerrado e Mata Atlantica. As espécies desse género sao
muito similares na aparéncia geral das flores (Faria, 2004a). Gomesa flexuosa ¢ uma espécie
de orquidea epifita, apresenta inflorescéncia em forma de panicula, com mais de 100 flores de
colora¢do amarelo-ouro (Figura 2). E uma espécie produtora de 6leo em glandulas chamadas

elaioforos que estdo localizadas no labelo com intuito de atrair polinizadores (Gomiz et al.,

2013).

Figura 2: Influorescéncia de Gomesa flexuosa formada por pequenas flores amarelo-ouro
(Varella, 2020).

As orquideas, principalmente as epifitas, apresentam metabolismo diferenciado em
relagdo as outras espécies de planta, demostrando crescimento e desenvolvimento lento,
provavelmente pelo seu modo de aquisicdo de carbono e por sua economia no uso de agua
(Hew & Yong, 2004).

Elas se beneficiam de intensa irradiancia e relativamente pouca competi¢do, mas sao
confrontadas com suprimentos limitados de nutrientes e dgua (Zotz & Hietz, 2001). Metade
de todas as orquideas epifitas possuem metabolismo acido das crassulaceas (CAM), que €
caracterizado pela separacdo temporal da fixagdo de CO: e sua assimilacdo fotossintética em
compostos organicos (Liittge, 1987). Plantas CAM mostram variagcdo na sua capacidade para
aclimatacdo a luz (Fetene et al, 1990; Skillman & Winter, 1997) e algumas exibem

expressiva plasticidade (Maxwell ef al., 1999; Haslam et al., 2002). Geralmente apresentam
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fase vegetativa longa, taxa de crescimento lento e baixo potencial fotossintético (Zhang et al.,
2018). Dessa forma, encurtar o periodo de crescimento vegetativo e entender a fisiologia
dessas plantas ¢ uma preocupagao importante para cientistas e produtores de orquideas.

Técnicas de cultura de tecidos foram amplamente exploradas para orquideas, ndo
apenas para sua rapida propagacdo e em grande escala, mas também para sua conservagao ex
situ. (Chugh et al., 2009). As técnicas de cultivo de células e tecidos vegetais permitem a
producao massal de orquideas (Nayak et al., 2002). Com isso, ¢ possivel reduzir o nimero de
espécies em extincdo, aumentar o indice da germinagdo de sementes in vitro, acelerar o
processo de crescimento e desenvolvimento, formando vitroplantas muito mais vigorosas e
adaptaveis para o cultivo ex vitro (Martini ef al., 2001).

O ambiente in vitro ¢ caracterizado por elevada umidade relativa, temperaturas
constantes, baixa densidade de fluxo de fotons fotossintéticos, elevadas concentrages de
acucar, sais ¢ substancias reguladoras de crescimento no meio de cultivo, acimulo de
substancias toxicas e a auséncia de microrganismos (Xiao ef al., 2011; Zobayd et al., 2004).
Essas condigdes costumam levar a baixas taxas de transpiracdo, fotossintese, absor¢do de
agua, nutrientes ¢ COz, o que resulta em um lento crescimento in vitro e diminui a
adaptabilidade durante o periodo de aclimatizacao (Xiao et al., 2011).

A intensidade de luz, o comprimento de onda e o fotoperiodo regulam o crescimento, a
diferenciag¢do e a morfogénese de células na cultura de tecidos (Silva et al., 2014). Tamanho
reduzido, comprimento de onda especifico, intensidade e qualidade de luz ajustaveis, bem
como a eficiéncia de conversdo fotoelétrica sdo vantagens que tornam as lampadas LEDs
extremamente relevantes para contribuir com o crescimento de plantas em ambientes
controlados (Yeh & Chung, 2009; Bourget, 2008; Bian et al., 2015; Yeh et al., 2015; Bantis et
al., 2018; Martineau et al., 2012). Além disso, possuem durabilidade e superficies de emissao
relativamente frias, o que facilita manejo e instalacdo em camaras de crescimento (Li ef al.,
2010; Muneer et al., 2014; Massa et al., 2008; Agarwal & Gupta 2016; Bello-Bello ef al.,
2017; Shukla et al., 2017; D'Souza et al., 2015). Essa tecnologia tem sido amplamente
utilizada para reduzir o tempo das plantas in vitro, estimular caracteristicas especificas,
investigar as respostas fotobiologicas ao estresse abiotico, a fluorescéncia da clorofila a, a
atividade fotossintética além do crescimento e desenvolvimento das plantas (Johkan et al.,

2012; Meng et al., 2019; Miyashita et al., 2005; Parrine et al., 2018).
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A familia Orchidaceae possui elevada capacidade de adaptacdo a diferentes regimes
de luz (Valladares & Pearcy, 2000). O grau em que as plantas se adaptam ao regime de luz ¢
determinado geneticamente ¢ define sua plasticidade fisioldgica frente a um fator ambiental
(Lin & Hsu, 2004). A adaptagdo de plantulas durante a aclimatizacdo, elevadas taxas de
sobrevivéncia e desenvolvimento adequado garantem o sucesso da micropropaga¢ao (Cha-um
etal.,2010).

Durante a aclimatizagdo, as condi¢des ambientais para o crescimento das plantas sdo
bastante diferentes daquelas usadas para cultivo in vitro (Kozai et al., 1997; Hazarika, 2006).
Com isso, muitas mudangas ocorrem na fisiologia das plantas. Para analisar o que ocorre
fisiologicamente durante essas etapas, existem muitas técnicas que podem ser combinadas.

A fluorescéncia da clorofila a do PSIIL, associada as medicdes de troca gasosas,
possibilitam a obtencdo de uma imagem completa da resposta das plantas ao seu ambiente
(Hanelt, 2018; Misra et al., 2012; Kalaji et al., 2014, 2016). Elas sdo ferramentas capazes de
diagnosticar a integridade do aparato fotossintético frente as adversidades ambientais, sendo
técnicas rapidas, precisas e nao destrutivas (Torres Netto et al., 2005; Strasser et al., 2010;
Stirbet et al., 2018). O clorofildometro SPAD também ¢ uma ferramenta utilizada para detectar
estresses abioticos em diversas culturas e possibilita uma avaliagdo ndo destrutiva do indice
de verde presente no tecido foliar (Torres Netto et al., 2002; 2005; Pecanha, 2010; Castro et
al., 2011). Todas essas andlises combinadas sdo capazes de contribuir na interpretacdo do
comportamento fisioldgico das plantas frente aos estresses a que sdo submetidas durante o
cultivo in vitro e posteriormente durante a aclimatizagao.

Devido as restricoes da propagagdo de orquideas em meio natural, estudos para
aperfeicoar o processo de propaga¢do sdo importantes, assim como entender melhor como a
fisiologia dessas plantas pode ser influenciada pelos diferentes espectros luminosos
provenientes de lampadas LEDs. Com isso, o objetivo desse trabalho foi analisar como
plantas de orquideas das espécies Epidendrum denticulatum Barb.Rodr. e Gomesa flexuosa
(Lodd.) M.W. Chase & N.H. Williams se comportam, investigando aspectos morfométricos,
bioquimicos e fisioldgicos no periodo de aclimatizagdo, ap6ds terem sido submetidas as luzes

LEDs durante a fase de cultivo in vitro.
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2  OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Analisar, interpretar e descrever como as qualidades espectrais de luzes emitidas por
diodos emissores de luz (LEDs) ao serem aplicadas em plantas in vitro das espécies
Epidendrum denticulatum Barb.Rodr. ¢ Gomesa flexuosa (Lodd.) M.W. Chase & N.H.
Williams influenciam no padrdo de desenvolvimento ao final do cultivo in vitro e durante a

aclimatizacdo ex vitro sob iluminag¢ao natural.

2.2 Objetivos Especificos

Para plantas das espécies Epidendrum denticulatum Barb.Rodr. e Gomesa flexuosa

(Lodd.) M.W. Chase & N.H. Williams teve-se como objetivos especificos:

e (Quantificar e comparar parametros morfométricos, como massa fresca e seca de folhas,
numero de folhas e altura das plantas ao final do cultivo in vitro e ao final do periodo de
aclimatizagao avaliado.

e Quantificar e compreender de que forma os parametros bioquimicos como clorofilas,
carotenoides e antocianinas sdo afetados sob os diferentes espectros de luzes LEDs e
interpretar como eles estiveram envolvidos com as respostas fisiologicas observadas das
espécies.

e Mensurar parametros fisiologicos como a fluorescéncia da clorofila a do PSII, trocas
gasosas e indice SPAD e relaciona-los com a qualidade espectral a que as plantas foram
submetidas durante o cultivo in vitro e como isso afetou na aclimatizacao das espécies sob

iluminacao natural.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

O trabalho foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Santa Catarina (27°34'55.1"S 48°30'14.9"W) no Nucleo de Pesquisas em Biotecnologia e
Desenvolvimento Vegetal e no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento ¢ Genética
Vegetal, durante os meses de margo de 2019 a dezembro de 2020.

As sementes de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. ¢ Gomesa flexuosa (Lodd.)
M.W. Chase & N.H. Williams foram cedidas por Rogério Mamoru Suzuki pesquisador do
Instituto de Botéanica do Estado de S@o Paulo e coletadas no més de fevereiro de 2019 a partir
de plantas cultivadas na estufa administrada pelo professor Suzuki, localizada no instituto.

As sementes, apds a coleta, foram depositadas em frascos de cultivo com capacidade
de 300mL para germinagdo assimbidtica. Cada frasco continha 30 mL do meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com vitaminas de Morel (Morel & Wetmore,
1951), 30g.L ! de sacarose, 2g. L! de carvio ativado e 6 g.L"! de 4gar e permaneceram ali de
margo até agosto de 2019. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e submetido a
esterilizacdo em autoclave vertical AV Phoenix Luferco por 20 minutos a 121°C e 1,3 atm de
pressdo. O meio de cultura com as sementes foi mantido em prateleira com duas 1dmpadas
fluorescentes brancas (120 cm de comprimento cada) de 35 Watts (60 £ 50 umol. m2. s ) a
25+2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Esse meio foi usado durante todas as fases de crescimento das plantas inclusive
durante o experimento. A partir de setembro de 2019, procedeu-se com o subcultivo das
plantas, a cada 2 meses, em camara de fluxo laminar horizontal Pachane, para outros frascos
contendo o mesmo meio de cultivo, MS (Murashige & Skoog, 1962). Plantas com 14 meses,
foram entdo, submetidas aos diferentes tratamentos. Os experimentos foram conduzidos entre

os meses de junho a dezembro de 2020.

3.2 Tratamentos com diferentes Luzes LEDs em plantas cultivadas in vitro

Cada um dos tratamentos (Tabela 1) foi composto por duas ladmpadas LEDs

1

tubulares, sendo que cada uma emitia 36 pmol.m2.s ! a 50 cm de altura em relagio aos

frascos.
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Tabela 1: Tratamentos com diferentes tipos de qualidades espectrais e seus respectivos
comprimentos onda utilizados nos experimentos com plantas das espécies Epidendrum
denticulatum e Gomesa flexuosa, durante o cultivo in vitro.

Tratamentos Qualidade Espectral Comprimento de Onda
Azul LED Azul 450 nm
Vermelho LED Vermelha 660 nm
Azul/Vermelho LED Azul/Vermelha 450 nm e 665 nm
Branco LED Branca 400 a 700 nm

Plantas com 14 meses de idade, oriundas de sementes germinadas in vifro e mantidas
nessa condi¢do, sob luzes fluorescentes brancas, com subcultivos a cada 2 meses foram
submetidas aos diferentes comprimentos de onda emitidos por lampadas LEDs (Figura 3). A
fase in vitro, sob influéncia das luzes LEDs teve duragdo de 90 dias. Apds 45 dias da
implantacdo do experimento (metade do periodo do experimento in vitro) houve um
subcultivo.

As condigdes de temperatura, umidade relativa do ar e fotoperiodo da sala de cultivo
durante o experimento foram: 28,5+5°C, 42,5+5% de umidade e 16 horas de luz e 8 horas de
escuro.

Ao final desta fase, ou seja, apds 90 dias, as plantas foram superficialmente lavadas
para retirar qualquer resquicio de meio de cultura em suas raizes, avaliadas e conduzidas para

a etapa de aclimatizacdo ex vitro em viveiro sob luz natural.

Figura 3: Representacdo grafica dos comprimentos de onda emitidos pelos diferentes tipos de
lampadas LEDs utilizadas nos experimentos com plantas das espécies Epidendrum
denticulatum e Gomesa flexuosa, durante o cultivo in vitro.
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3.3 Aclimatizagdo ex vitro em viveiro sob em luz natural

As plantas provenientes da fase in vitro foram colocadas em bandejas contendo 72
células, mantendo-se identificadas de acordo com os tratamentos aos quais foram submetidas
na fase anterior.

Foi utilizado o substrato para plantas Agrinobre TN MIX CE 0,4, composto por
turfa de Sphagno, vermiculita expandida, casca de arroz carbonizada, calcario dolomitico,
gesso agricola, fertilizante, NPK e micronutrientes (propor¢do desses componentes nao
divulgadas pelo fabricante).

As bandejas foram colocadas dentro de um viveiro sobre bancadas sob sombrite 50%
de retencdo da luminosidade solar. A etapa de aclimatizacdo teve duragdo de 45 dias sob
condi¢des ambientais do municipio de Florianopolis. Com isso, o experimento foi conduzido
a nivel do mar, em viveiro localizado nas coordenadas 27°34'55.1"S 48°30'14.9"W, com
clima Cfa na classificacdo de Koppen e umidade relativa média do ar de 85%.

Dentro do viveiro em que se realizou a aclimatizagdo das plantas a temperatura
média foi de 24+5°C. As plantas foram submetidas a regas didrias com pulverizador manual.
Cerca de 600ml de agua eram aplicadas sobre as plantas diariamente, sempre no periodo da

manha.

3.4 Analises morfométricas

As andlises realizadas foram: massa fresca (g), massa seca (g) numero de folhas,
altura das plantas (cm), sobrevivéncia (%) e foram obtidas ao final das etapas in vitro e de
aclimatizacdo. Para essas analises foram utilizadas 6 repeticdes de cada por tratamento.

Antes de iniciar as analises as plantas foram superficialmente limpas para retirar
qualquer resquicio de meio de cultivo. O numero de folhas e sobrevivéncia das plantas foram
minuciosamente observados e quantificados. Logo apos, realizou-se, com as mesmas plantas,
a medicdo da altura com uma régua de 30 cm, medindo sempre da base da planta, ndo

considerando as raizes, até a ponta final da maior folha, sem que ela fosse esticada.
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Posteriormente, as plantas foram pesadas em balanga analitica Shimadzu AUY 220,
para quantificacdo da massa fresca. Apods, as mesmas plantas foram utilizadas para massa
seca. Para isso elas foram colocadas em placas de petri de vidro abertas e posteriormente
depositadas em estufa de secagem e esterilizacdo Solab SL100 a 65°C por 72 horas (Adaptado

de Centofane, 2020). Apds esse periodo as plantas foram pesadas e obteve-se a massa seca.

3.5 Analises bioquimicas

Os parametros bioquimicos analisados foram os teores de clorofilas a ¢ b,
carotenoides e antocianinas. A partir desses parametros, obteve-se os teores de clorofilas
totais e a razdo entre clorofila a/b. Todos os parametros citados foram determinados no 90°
dia da fase de cultivo in vitro e ao final dos 45 dias da fase de aclimatizacdo. Foram utilizadas

5 repetigdes por tratamento.

3.5.1 Clorofilas e Carotenoides

Para a quantifica¢do dos teores de clorofilas e carotenoides foram utilizados 0,05g de
massa fresca de folhas totalmente expandidas, por repeticdo. A massa fresca pesada foi entdao
depositada em tubos de ensaio de 50 mL envolvidos com papel aluminizado contendo SmL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Os tubos foram mantidos por 48 horas no escuro sob temperatura
de 25+2°C, sem maceragdo. Apos esse tempo, as amostras foram depositadas em cubetas de
quartzo e procedeu-se com a quantificagdo por meio de espectrofotometria em
espectrofotdometro PRO-ANALISE V-1600 (Santos et al., 2008). Os calculos para a
determinac¢do da concentracdo das clorofilas a e b e carotenoides foram realizados utilizando
as formulas de Wellburn (1994). Os comprimentos de onda utilizados foram 665 nm para
clorofila a, 649 nm para clorofila b e 470 nm para carotenoides.

Os calculos da concentracdo de clorofila a, clorofila b, dos carotenoides, clorofilas
totais e da razdo clorofila a/b foram realizados de acordo com as equacdes abaixo (Wellburn,
1994).

Clorofila a = 12,19. Acss - 3,45. Asa9

Clorofila 5 =21,99. Agas - 5,32. Asss

Carotenoides = (1000.A470 - 2,86. Clorofila a - 129,2. Clorofila b) / 221

Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b
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Razdo Clorofila a/b = Clorofila a / Clorofila b

3.5.2 Antocianinas

Para andlises de antocianinas da espécie Epidendrum denticulatum foram utilizados
0,05g de massa fresca de folhas totalmente expandidas, cortadas na forma de discos foliares.
Os discos foliares foram depositados em tubos falcon de 15 mL, revestidos com papel
aluminizado, nos quais foram adicionados 5 mL da solug¢do de extragdo, composta por acido
cloridrico a 3M, 4gua e metanol, na proporg¢ao 1:3:16. Os tubos foram mantidos no escuro a 4
°C por 48 horas e em seguida centrifugados em Centrifuga Klindly KC16R a 3.000 x g por 20
minutos a 4°C. Apds esse periodo as amostras foram depositadas em cubetas de quartzo e
determinadas por meio de espectrofotometria em espectrofotdometro PRO-ANALISE V-1600,
adaptado de Murray & Hackett (1991). As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro a 530 e 653 nm. Os contetdos de antocianinas foram estimados como
descrito por Murray & Hackett (1991), por meio da seguinte equacdo: Antocianina=Aszo —
(0,24 x Ass3), em que A representa a absorbancia em um respectivo comprimento de onda,

sendo expressos em mmol.g"' MF.

3.6  Analises fisiologicas

Os parametros fisioldgicos foram analisados no 90° dia da fase de cultivo in vitro e
ao final dos 45 dias do processo de aclimatizagdo. Para andlises mais fiéis ao ambiente ex
vitro em que as plantas se encontravam, a temperatura ¢ a umidade relativa eram medidas
sempre antes de se proceder com as analises de MINI-PAM, com termohigrometro KASVI.
Para esses parametros foram utilizadas 5 repeti¢oes.

Para realizar as analises fisiologicas utilizou-se os aparelhos:

e Analisador de Gas Infravermelho, IRGA LI — 6400 (LI-COR Biosciences)
e Fluorometro Portatil, MINI-PAM (Heinz Walz GmbH)
e Clorofilometro Portatil, SPAD — 502 (Konica Minolta Sensing)
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3.6.1 Fotossintese e Parametros Relacionados - IRGA

A anélise das trocas gasosas foi realizada nas plantas apos os 90 dias in vitro e ap6s

45 dias de aclimatizac¢ao. Ocorreu no periodo de 09 h as 10 h da manha, nas folhas expandidas
das plantas. Utilizou-se o analisador de gas infravermelho IRGA com fluxo de ar de 500
mL.min"!, com luminosidade controlada de 1000 pmol féton.m™ s™!, sendo a 4rea da cAmara
de 6 cm? e concentracdo de CO> do ar de 400 ppm. Na ocasidio foram mensuradas:

e ataxa de fotossintese liquida (A) (umol de CO, m2 s™!),

e acondutincia estomatica (gs) (mol de H,O m? s,

e a concentragio interna de carbono (Ci) (umol m? sh),

e atranspiragdo (E) (mmol de H,O m? s™).

3.6.2 Fluorescéncia da Clorofila ¢ do Fotossistema II - MINI-PAM

O MINI-PAM mede a fluorescéncia da clorofila a e alguns outros pardmetros
relacionados a ela. Para tanto, foram feitas duas medi¢des utilizando o aparelho, com as
plantas ao final da fase in vitro, nos dias 88 e 90. Ja na fase de aclimatizacdo, as medi¢des
foram feitas em dias alternados durante os primeiros 17 dias, uma medi¢@o apds 30 dias e uma
ultima medi¢do quando as plantas completaram 45 dias na condig@o ex vitro. Ao todo foram
realizadas 13 coletas de dados, sendo as duas primeiras coletas realizadas com as plantas no
ambiente in vitro (dias 88 e 90) e os demais dados foram durante a etapa de aclimatizacao
(dias 1, 3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 30 e 45).

Todas as andlises da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no periodo da
manha, entre as 9h e as 10h. As plantas foram colocadas previamente em ambiente escuro
por, no minimo duas horas. As analises foram conduzidas no escuro, apenas com a luz do
computador, sempre nas mesmas folhas expandidas e marcadas de cada planta.
Individualmente, cada planta foi cuidadosamente retirada, de sua célula da bandeja com
substrato para realizacdo da andlise e em seguida foi devolvida a sua respectiva posicao
marcada na bandeja. A fluorescéncia basal (F,) foi medida com a folha aclimatada ao escuro e
a fluorescéncia méxima (Fn) foi determinada durante um pulso de fotons saturante de 7.500
pumol.m? s”!. Foram analisadas as varidveis fluorescéncia basal (F,), fluorescéncia maxima
(Fm) e o rendimento quantico maximo do PSII (F\/Fm). Esses dados apds o pulso de luz eram

obtidos automaticamente por meio do software Win-Control 3.
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3.6.3 indice SPAD - SPAD 502

A andlise com SPAD, foi realizada somente na espécie Epidendrum denticulatum e
seguiu o mesmo numero de coletas de dados do MINI-PAM. Foram realizadas duas medigdes
com as plantas ao final da fase in vitro, nos dias 88 e 90. Na fase de aclimatizacdo, as
medicoes foram feitas em dias alternados durante os primeiros 17 dias de aclimatizagao, uma
medicao ap6s 30 dias e uma ultima quando as plantas completaram 45 dias ex vitro. Assim,
ocorreram 13 coletas de dados, sendo as duas primeiras coletas quando as plantas ainda
estavam no ambiente in vitro (dias 88 e 90) e as demais durante a etapa de aclimatizagdo (dias
1,3,5,7,9,11, 13,15, 17, 30 e 45).

A anélise com SPAD era realizada logo apds a analise com MINI-PAM, sempre
ocorrendo no escuro.

Para proceder com as analises com SPAD foram medidos 3 pontos préximos de uma
regido previamente marcada da folha e apos se procedia com a média desses trés pontos,

realizada pelo proprio aparelho.

3.7 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e 16 repeticdes (Tabela 1). Cada repeticdo, equivalente a uma unidade
experimental, foi composta por um frasco de cultivo com 2 plantulas.

O experimento contou com duas fases: cultivo in vitro, em que ocorreu a influéncia
das luzes LEDs e aclimatizacdo ex vitro em viveiro, sob iluminagao natural.

Ao final do experimento os dados foram submetidos a anélise de variancia e teste de
separacao de médias, quando significativas estatisticamente. O teste t-student, foi utilizado
para os parametros morfologicos, bioquimicos e fisioldgicos, dentro de cada periodo
analisado - fase in vitro e fase de aclimatizagdo -, de forma independente, ou seja, ndo se
comparou uma fase com a outra. O teste utilizado para a comparagdo de médias foi o Tukey a
5% de probabilidade, por meio do programa estatistico Statistica 10.0 software (Statsoft INC.,
2010).
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Para as andlises de MINI-PAM — fluorescéncia basal (F,), fluorescéncia méxima (Fm)
e rendimento quantico maximo do PSII (F./Fm) — e SPAD, foram ajustadas regressdes de

primeiro e segundo grau, sendo escolhida aquela que melhor representava a tendéncia dos
dados.
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4 INFLUENCIA DAS QUALIDADES ESPECTRAIS NOS PARAMETROS
MORFOFISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS AO FINAL DO CULTIVO IN
VITRO E DURANTE A ACLIMATIZACAO DE Epidendrum denticulatum
Barb. Rodr. (ORCHIDACEAE)

4.1 RESUMO

Epidendrum denticulatum ¢ uma espécie de orquidea terrestre ou litofitica, que ocorre no
Sudeste e Nordeste do Brasil, sobre a qual existem poucos estudos relacionados a sua
fisiologia, principalmente durante processo de aclimatizacdo. Muitas das técnicas de cultivo in
vitro de orquideas estdo bem estabelecidas, entretanto, as luzes LEDs sdo uma inovagao.
Compreender e elucidar como essa espécie responde as luzes LED ao final do cultivo in vitro
e durante a aclimatizagdo sdo os objetivos deste trabalho. Plantas da espécie, originadas de
sementes, apds sucessivos subcultivos em meio MS, acrescido de vitaminas de Morel e carvao
ativado, foram submetidas a luzes LEDs monocromaticas azul, vermelha e branca e a
combinagdo azul/vermelha durante 90 dias. No 90° dia de cultivo in vitro sob luzes LEDs ¢ no
45° dia de aclimatizacdo as plantas foram avaliadas. Foram analisados os parametros
morfométricos como massa seca, fresca, nuimero de folhas e altura das plantas; parametros
bioquimicos como os teores de clorofila a, clorofila b, relagao clorofilas a/b, clorofilas totais,
carotenoides e antocianinas; parametros fisioldégicos como fluorescéncia da clorofila a, trocas
gasosas e indice SPAD. A espécie passou por uma condi¢do estressante ao ser transferida do
ambiente in vitro para o ex vitro e teve que reparar seu metabolismo como um todo e adaptar-
se a um novo ambiente. Com esse trabalho foi possivel concluir que os diferentes
comprimentos de onda emitidos por luzes LEDs foram capazes de afetar o crescimento e o
desenvolvimento de plantas da espécie Epidendrum denticulatum. Quanto aos parametros
morfologicos e bioquimicos houve intensa sobreposicao de médias ndo sendo possivel apontar
um tratamento destaque. Quando aos parametros fisiologicos, ao final da aclimatizagdo, os
tratamentos vermelho, azul/vermelho e branco promoveram aumentos dos valores de taxa de
fotossintese liquida (A), condutincia estomatica (gs) e transpiragcdo (E), enquanto que os
valores de carbono interno (Ci) diminuem. Os comprimentos de onda azul, azul/vermelho
induzem maiores valores de F\/Fn (0,75) em plantas da espécie. O indice SPAD mostra queda
nos valores para todos os espectros ao final do periodo de 45 dias de aclimatizagdo. Com
relacdo a aclimatizagdo, obteve-se 100% de sobrevivéncia de todas as plantas avaliadas
durante o experimento, independente do tratamento com luz LED aplicado. Esse estudo
contribui para uma melhor compreensdo da morfofisiologia e bioquimica de uma espécie de
orquidea brasileira durante a aclimatizacdo e ajuda no aprimoramento de seu processo de
propagacao.
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42 INTRODUCAO

Muitas espécies de orquideas estdo em risco de extingdo devido a destrui¢ao de seu
habitat e extrativismo predatorio. Muito disso ocorre por serem plantas ornamentais muito
apreciadas e valiosas comercialmente (Colombo ef al., 2005; Roberts & Dixon, 2008).

O género Epidendrum ¢ conhecido pela sua riqueza de espécies, sendo considerado
um dos géneros mais diversos dentro da familia Orchidaceae, com mais de 1.500 espécies
(Govaerts et al., 2020). Apresenta distribuicdo neotropical, desde o Sudeste dos Estados
Unidos ao Norte Argentina (Hagsater & Soto-Arenas, 2005). Dependendo das condigdes
ambientais, pode apresentar o metabolismo CAM (Oliveira & Sajo,1999). No Brasil ja foram
descritas em torno de 100 espécies, distribuidas por todo o territdrio, em regides com diversos
biomas e climas (Pabst & Dungs, 1975).

Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. ¢ uma espécie de orquidea terrestre ou
litofitica, que ocorre no Sudeste ¢ Nordeste do Brasil (Pinheiro et al, 2013; Pinheiro &
Barros, 2007). Cresce em duas principais regides neotropicais, na Mata Atlantica brasileira,
em dunas e matas ao longo do litoral e no Cerrado, na parte interior do continente (Pinheiro &
Barros 2007). Floresce na estagdo quente ¢ umida, apresentando flores rosas, com guias
brancas. Apresenta caules longos, eretos e finos, raramente intumescidos em pseudobulbos.
Possui nectarios extraflorais nos peciolos de seus botdes, flores e frutos (Sdo Ledo, 2012;
Stancik et al., 2009; Almeida, 2003).

As orquideas, principalmente as epifitas, se beneficiam de intensa irradidncia e
relativamente pouca competicdo, mas sdo confrontadas com suprimentos limitados de
nutrientes e agua (Zotz & Hietz, 2001).

A luz ¢ um dos fatores ambientais mais importantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Elas a utilizam como fonte de energia para a fotossintese e
conseguem perceber a intensidade, comprimento de onda, fotoperiodo e dire¢dao por meio de
fotorreceptores, como os fitocromos e criptocromos, € respondem a eles gerando uma série de
respostas fisiologicas especificas (Muneer ef al., 2014; Zhang et al., 2018). Diferentes luzes
monocromaticas, emitidas por lampadas LEDs (Wang et al., 2016; Manivannan et al., 2017),
podem influenciar o crescimento e a qualidade das plantas regulando a fotossintese,
fotomorfogénese e metabolismo secundario (Hamdani et al., 2019; Muneer et al., 2014;

Hernandez & Kubota, 2016).
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Luzes provenientes de diodos emissores de luz (LEDs) apresentam diversas
vantagens, como a possibilidade de selecdo do comprimento de onda, tamanho pequeno,
longa vida ttil e baixa emissao de calor (Agarwal & Gupta 2016; Bello-Bello et al., 2017,
Shukla et al., 2017; Massa et al., 2008). A capacidade de controle de espectro com luzes
LEDs permite fornecer comprimentos de onda que correspondem aos fotorreceptores vegetais
e pigmentos fotossintéticos, contribuindo para otimizar o metabolismo e o crescimento da
planta (Olle & Virsile, 2013).

A utilizacao de luzes artificiais como as LEDs tem sido cada vez mais presente na
micropropagacao. Nesse processo as plantas sdo expostas a alta umidade relativa, baixa troca
gasosa, altas concentracdes de carboidratos, nitrogénio e reguladores de crescimento (Kozai
2010; Badr et al, 2011; Xiao et al, 2011; Nguyen et al., 2016). Esses fatores afetam
diretamente diversos processos fisioldgicos e bioquimicos, como a fotossintese em plantas in
vitro (Xiao et al., 2011; Shin, Park & Paek, 2014).

Existem diferentes técnicas e andlises capazes de investigar as mudangas nos
parametros fisiologicos que ocorrem durante a transi¢do com ambiente in vifro para o ex vitro.
O fluordmetro PAM, por exemplo ¢ uma ferramenta de monitoramento adequada porque ¢
rapido, ndo destrutivo e fornece informagdes fisioldgicas aprofundadas sobre organismos
fotossintéticos (Ralph & Gademann, 2005). Esta informagdo pode ser usada para identificar
mudangas no estado fotossintético antes que mudangas morfologicas sejam observadas
(Suassuna et al., 2011). O clorofildometro SPAD, também ¢ uma ferramenta utilizada para
detectar estresses abidticos em diversas culturas e possibilita uma avaliagdo nao destrutiva do
indice de verde presente no tecido foliar (Torres Netto et al., 2002; 2005; Pecanha, 2010;
Castro, 2011). Todas essas andlises combinadas sdo capazes de ajudar a interpretar o
comportamento fisiologico das plantas frente aos estresses a que sdo submetidas durante o
cultivo in vitro e posteriormente durante a aclimatizagao.

O objetivo desse trabalho foi investigar como diferentes qualidades de luzes LEDs
aplicadas durante o cultivo in vitro em plantas da espécie Epidendrum denticulatum Barb.
Rodr. podem afetar seu padrao de desenvolvimento ao final do cultivo in vitro e durante o

periodo de aclimatizacao.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Parametros Morfométricos

Para varidveis de massa fresca e seca de plantas da espécie Epidendrum
denticulatum, oriundas do cultivo in vitro houve diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos azul e branco (Tabela 2).

Para massa fresca no 90° dia do cultivo in vitro, plantas do tratamento branco
apresentaram a maior média (1,11g), seguidas pelas plantas dos tratamentos vermelho (0,85g),
e vermelho/azul (0,92g), apesar de nao diferirem estatisticamente entre si (Tabela 2). As
plantas referentes ao tratamento azul demonstraram os menores valores de massa fresca
(0,44¢), diferindo-se estaticamente do tratamento branco. A massa seca média das plantas
submetidas ao tratamento branco € 152,27% maior do que para plantas do tratamento azul.

A massa seca média no 90° dia do cultivo in vitro, seguiu a mesma tendéncia das
médias de massa fresca. Plantas submetidas ao tratamento branco apresentaram a maior média
(0,12g), seguidas pelas plantas do tratamento vermelho (0,09g) e vermelho/azul (0,09g) e com
menor média para as plantas sob influéncia dos LEDs azuis (0,06g), sendo os tratamentos
branco e azul diferentes estatisticamente entre si (Tabela 2).

Apds o periodo de 45 dias de aclimatizagdo, observou-se diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos azul e azul/vermelho apenas para a variavel nimero de
folhas (Tabela 2). As plantas do tratamento azul apresentaram maior média (9,75), seguido
pelas plantas dos tratamentos vermelho (9,25) e branco (8,00) e com menor média as plantas
do azul/vermelho (6,50), sendo esse ultimo tratamento cerca de 33,34% menor que a média

das plantas do tratamento azul (9,75)
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Tabela 2: Dados morfométricos de plantas de Epidendrum denticulatum no 90° dia de cultivo
in vitro e ap6s o periodo de 45 dias de aclimatizacdo, submetidas a diferentes qualidades
espectrais de lampadas LEDs.

Massa Fresca Massa Seca
(8) (8
Invitro * Aclimatizagao Invitro* Aclimatizacao
Azul 0,44+0,08b 0,71+0,14a 0,060 £0,01b 0,047 £0,01 a
Vermelho 0,85+0,15ab 0,74+0,42a | 0,098+0,02ab 0,065+0,01a
Azul/Vermelho 0,92+0,02ab 1,05+0,34a | 0,095+0,01ab 0,061 £0,02 a
Branco 1,L11+0,35a 1,06 £ 0,11 a 0,122 +0,02a 0,058 +0,01 a
CV (%) 23,55 37,44 18,32 28,32
Numero de Folhas Altura
(cm)
In vitro Aclimatizacao * In vitro Aclimatizacao
Azul 11,33 +£2,02a 9,75+1,50a 7,81+2,57 a 7,60 £3,01 a
Vermelho 9,33+0,58a 9,25+1,50ab | 10,01 +£2,43a 9,70+2,46a
Azul/Vermelho 8,66+ 0,58 a 6,50+1,30b 7,67+2,02a 7,00+2,41 a
Branco 9,66 £0,58a 8,00+1,42 ab 985+2,12a 8,85+2,32a
CV (%) 11,84 17,06 26,01 31,29

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. * significativo a 5% pelo teste t-student.

No 45° dia de aclimatizagdo as plantas de Epidendrum denticulatum obtiveram 100%
de sobrevivéncia. Em todos os tratamentos as plantas apresentavam-se bem desenvolvidas,

saudaveis, com novas raizes e folhas (Figura 4).
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Figura 4: Plantas de Epidendrum denticulatum no 90° dia de cultivo in vitro (A — Tratamento
LED Azul, B — Tratamento LED Vermelho, C — Tratamento LED Luz Azul/Vermelho, D —
Tratamento LED Branco) e no 45° dia de aclimatizagao (E — Tratamento LED Azul, F —
Tratamento LED Vermelho, G — Tratamento LED Azul/Vermelho, H — Tratamento LED
Branco). Barras: 2cm.

4.3.2 Parametros Bioquimicos

Ao 90° dia de cultivo in vitro e ao 45° dia de aclimatizagdo de plantas da espécie
Epidendrum denticulatum, pode-se afirmar que para os parametros avaliados de clorofila a,
clorofila b, clorofilas totais, razao clorofila a/b e carotenoides nao houve diferenca estatistica
significativa (Tabela 3).

Apenas os teores de antocianinas das plantas cultivadas in vitro, apresentaram-se
significativos estatisticamente, sendo o tratamento azul diferente estatisticamente do
tratamento azul/vermelho (Tabela 3). O tratamento azul (0,76 mmol.g"' MF), apresentou o0s
maiores valores médios de antocianinas nas plantas, seguido pelos tratamentos vermelho (0,49
mmol.g”! MF) e branco (0,42 mmol.g"! MF), sendo que esses trés tratamentos ndo diferem
estatisticamente entre si. O tratamento azul/vermelho (0,37 mmol.g”! MF) induziu os menores
valores médios de antocianinas, mas nao diferiu estatisticamente dos tratamentos vermelho e
do branco. O tratamento azul (0,76 mmol.g”! MF) apresentou valor médio de antocianinas

105,4% maior que tratamento azul/vermelho (0,37 mmol.g"' MF).

Tabela 3: Dados bioquimicos de plantas da espécie Epidendrum denticulatum no 90° dia de
cultivo in vitro e apds o periodo de 45 dias de aclimatizacdo, submetidas a diferentes
qualidades espectrais de lampadas LEDs.

Clorofila a Clorofila b
(mg.g”' MF) (mg.g”' MF)
In vitro Aclimatizagao In vitro Aclimatizagao
Azul 0,55+0,02a 0,30 £0,04 a 0,13+0,02 a 0,04 +£0,01 a
Vermelho 0,62+0,02 a 0,39 +0,20 a 0,11+0,01 a 0,06 +0,03 a
Azul/Vermelho 0,61 £0,07 a 0,27+0,02 a 0,15+0,03 a 0,04 £0,01 a
Branco 0,43+0,15a 0,30+ 0,09 a 0,08+0,01 a 0,05+0,01 a

CV (%) 16,06 37,05 20,26 37,84
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Razdo Clorofila a/b

Clorofilas Totais

(mg.g"' MF)
In vitro Aclimatizacao In vitro * Aclimatizagdo
Azul 8,13+£227a 6,04+1,20 a 0,64 +0,04 a 0,34+ 0,05 a
Vermelho 442 +1,58a 6,24 +0,75 a 0,72+0,01 a 0,47 +0,24 a
Azul/Vermelho 5,33+047a 6,07+0,92a 0,76 £ 0,07 b 0,32+0,02 a
Branco 7,64 +3,40 a 5,10+2,00 a 0,50+ 0,18 ab 0,35+0,11a
CV (%) 30,95 22,35 15,34 37,22
Carotenoides Antocianinas
(mg.g! MF) (mmol.g”! MF)
In vitro * Aclimatizacgao In vitro * Aclimatizacao
Azul 1,67 +£0,22 ab 1,05+0,06 a 0,76 + 0,09 a 0,61 £0,06 a
Vermelho 2,02 +0,16 a 1,44+0,58 a 0,49 +£0,12 ab 0,24 +0,01 a
Azul/Vermelho 2,33+0,18b 1,01 £0,08 a 0,37 £0,20 b 0,24 +0,10 a
Branco 1,54 £ 0,54 ab 1,09+ 0,26 a 0,41 £0,10 ab 0,29 £0,08 a
CV (%) 16,69 28,23 26,54 21,06

Me¢édias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. * significativo a 5% pelo teste t-student.

4.3.3 Parametros Fisioldgicos

4.3.3.1 Fotossintese e parametros relacionados

No 90° dia de cultivo in vitro para plantas da espécie Epidendrum denticulatum, as
varidveis analisadas, taxa de fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (g;s),
concentracdo interna de carbono (Ci) e transpiracdo (E) ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (Tabela 4). Ademais, os dados de condutancia estomatica (gs) e transpiracao (E)
foram negativos.

Para plantas de Epidendrum denticulatum no 45° dia de aclimatizacao, as diferencas
entre as variaveis taxa de fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs) e transpiragao
(E) foram significativas estatisticamente (Tabela 4).

Ao final do periodo de 45 dias de aclimatizacdo, as plantas submetidas ao tratamento
azul, para a variavel taxa de fotossintese liquida (A), apresentaram valores estatisticamente
diferentes quando comparados aos demais tratamentos, com menor média (0,62 pmol de

CO2.m™ s7') quando comparadas as plantas submetidas aos tratamentos vermelho (1,60 pmol
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de CO,.m? s!), branco (1,43 pmol de CO..m? s7!) e azul/vermelho (1,40 umol de CO2.m™ s°
1, sendo que esses trés ultimos tratamentos ndo diferem estatisticamente entre si (Tabela 4).

Para a varidvel condutancia estomatica (gs), ao final dos 45 dias de aclimatizagdo, as
plantas submetidas ao tratamento branco (0,13 mol de H,O.m™ s') apresentaram menor
média, ndo diferindo estatisticamente das plantas do tratamento azul/vermelho (0,23 mol de
H,O0.m™? s!) (Tabela 4).

A variavel transpiracao (E), seguiu a mesma tendéncia da condutancia estomatica
(gs), no 45° dia de aclimatizagdo. As plantas do tratamento branco (1,29 mmol de HoO.m™? s°
1), apresentaram menor média, ndo diferindo estatisticamente das plantas do tratamento

azul/vermelho (1,84 mmol de H;O.m? s’!) (Tabela 4).

Tabela 4: Dados fisioldgicos relativos a trocas gasosas de plantas de Epidendrum
denticulatum no 90° dia de cultivo in vitro e apos o periodo de 45 dias de aclimatizagao,
submetidas a diferentes qualidades espectrais de lampadas LEDs. A — taxa de fotossintese
liquida (pmol de CO..m™ s), gi — condutincia estomatica (mol de H,O.m? s!), Ci —
concentragio interna de carbono (umol.m™ s!) e E — transpiragdo (mmol de HO.m™? s1).

A s
(umol de CO2.m™ s) (mol de HoO.m? s™)
In vitro Aclimatizagao * In vitro Aclimatizagao *
Azul 0,77+ 0,03 a 0,62+0,05b - 0,00885 + 0,005 a 0,28 +£0,03 a
Vermelho 0,72+0,05a 1,60 £0,23 a - 0,00885 + 0,005 a 0,27 +0,04 a
Azul/Vermelho 0,64+0,13a 1,40+£0,34 a -0,00618 + 0,008 a 0,23 £ 0,08 ab
Branco 0,74 +£0,07 a 1,43+£0,23 a - 0,00924 + 0,004 a 0,13+£0,02b
CV (%) 11,53 18,99 . 21,9
Ci E
(umol.m™ s (mmol de H,O.m? s)
In vitro Aclimatizagao In vitro Aclimatizagao *
Azul 544,09 + 114,41 a 388,14 +1,05 a -0,123 £ 0,040 a 2,28 £0,162 a
Vermelho 502,24 +31,02 a 385,78 +£4,72 a -0,124 £0,041 a 2,21 +£0,197 a
Azul/Vermelho 492,96 £ 2529 a 375,52 +9,25 a - 0,088 +0,101 a 1,84 £ 0,433 ab
Branco 519,12+ 16,62 a 355,00 45,12 a - 0,129 + 0,026 a 1,29+£0,194 b
CV (%) 11,89 6,16 . 14,13

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. * significativo a 5% pelo teste t-student.
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4.3.3.2 Fluorescéncia da Clorofila a do PSII

Quanto aos dados relativos ao rendimento quantico maximo do PSII (F./Fn) de plantas
submetidas aos diferentes espectros de luz, obteve-se regressdo quadratica ajustada para os
tratamentos azul e azul/vermelho e regressao linear para o tratamento vermelho (Figura 5).

As curvas dos diferentes tratamentos partem de valores bastante distintos de Fv/Fm
(Figura 5 — Dia 0). O primeiro dado da curva refere-se ao 90° dia do cultivo in vitro. As
plantas submetidas ao tratamento azul, apresentaram como primeiro dado médio de sua curva,
o valor de 0,72 de Fy/Fn; plantas do tratamento vermelho 0,60 de F,/Fy; plantas do tratamento
azul/vermelho 0,42 de F\/Fn ¢ as plantas do tratamento branco 0,70 de F./Fn. Quando se
analisa o ultimo valor das curvas dos diferentes tratamentos, referente ao 45° dia de
aclimatizacdo (Figura 5 — Dia 45), pode-se perceber que os valores aumentaram e se
aproximaram. As plantas do tratamento azul apresentam como valor final médio 0,75, assim
como as plantas dos tratamentos azul/vermelho e branco. As plantas do tratamento vermelho

apresentam 0,74 de F\/Fn.
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Figura 5: Dindmica do rendimento quantico maximo (F./Fn) de plantas de Epidendrum
denticulatum durante o periodo de aclimatizagdo ex vitro sob luz natural de plantas cultivadas
in vitro sob diferentes qualidades espectrais de lampadas LEDs.

4.3.3.3 Indice SPAD

Quanto aos valores de indice SPAD, foram obtidas regressdes quadraticas que
representam o comportamento das plantas para os tratamentos azul, vermelho e branco
(Figura 6). Plantas submetidas ao tratamento azul no dia 26, apresentam indice SPAD 20 e
plantas do tratamento branco nesse mesmo dia apresentam indice SPAD 19. As plantas do
tratamento vermelho no dia 25 apresentam indice SPAD 18. Os valores apresentados referem-
se ao ponto minimo das curvas que estdo relacionados ao dia em que as plantas mostram
menores valores de indice SPAD. Até esse ponto minimo os valores dos respectivos

tratamentos decrescem e a partir desse ponto os valores passam a crescer.
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Figura 6: Dindmica de indice SPAD de plantas de Epidendrum denticulatum durante o
periodo de aclimatizagdo ex vitro sob luz natural de plantas cultivadas in vitro sob diferentes
qualidades espectrais de lampadas LEDs.

Pode-se dizer que durante a condugdo da aclimatizacdo de plantas de Epidendrum
denticulatum a umidade relativa do ar variou mais do que a temperatura (Figura 7). E
importante salientar que o dia 0 se refere a umidade relativa do ar e a temperatura dentro da
sala de crescimento onde estavam localizados os frascos com as plantas in vitro. O dia 1 se
refere ao primeiro dia em que as plantas foram colocadas em ambiente natural, a partir disso
estando sujeitas as variagdes climaticas. A menor umidade relativa do ar em condigdes
ambientais foi de 60% e a temperatura minima foi de 20,6°C. A umidade relativa maxima foi
de 88% e a temperatura maxima foi 28,5°C. Com isso, pode-se afirmar que as plantas
estiveram sujeitas a variagdes ambientais durante o periodo de 45 dias de aclimatizagdo as

quais foram submetidas.
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Figura 7: Temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) a que estavam submetidas plantas de
Epidendrum denticulatum no 90° dia de cultivo in vitro (dia 0 - umidade relativa do ar e a
temperatura dentro da sala de crescimento onde estavam localizados os frascos com as plantas
in vitro) e ap6s o periodo de 45 dias de aclimatizacdo (dia 1 ao dia 45), submetidas a
diferentes qualidades espectrais de 1ampadas LEDs.



41

44 DISCUSSAO

4.4.1 Parametros Morfométricos

Quanto aos parametros morfométricos analisados pode-se perceber intensa
sobreposicao de médias, o que torna dificil isolar o efeito de apenas um tratamento. Apesar
disso, o tratamento com o comprimento de onda azul, sempre acaba por apresentar diferenca
com outro tratamento; com o tratamento branco para acimulo de massa fresca e seca no 90°
dia de cultivo in vitro e com o tratamento azul/vermelho para nimero de folhas apos 45 dias
de aclimatizacdo (Tabela 2).

De forma geral, a luz azul influencia varios processos fisiologicos, principalmente
por meio da ativagdo de criptocromos e das fototropinas; portanto, a exposi¢do por longo
periodo de tempo das plantas a luz azul monocromdtica pode influenciar positiva ou
negativamente no crescimento ¢ na morfologia, como percebeu-se neste trabalho. Além disso,
a luz azul influencia induzindo mudangas no aparato fotossintético (Huché-Thélier et al.,
2016) estando também envolvida com o fototropismo, a fotomorfogénese e a abertura
estomatica (Whitelam & Halliday, 2007).

Quanto a luz vermelha, apesar de nao ter se diferido estatisticamente dos outros
tratamentos, ndo sendo possivel observar grandes efeitos dela sob a espécie estudada, a
literatura aborda que esse comprimento de onda ¢ conhecido por promover ganho de massa
fresca e seca, alongamento do caule e expansao da folha para muitas espécies de plantas (Heo
et al., 2002; Johkan et al., 2010; Wu et al., 2007), além de influenciar no didmetro do caule e
area foliar (Wu et al., 2007; Nishimura et al., 2009; Johkan et al., 2010; Shimizu et al., 2011).

Em relagdo a combinacdo de luz azul/vermelha, apesar de ndo ter sido possivel
identificar sua diferenca para os outros tratamentos, ¢ bastante conhecida por excitar os
fotorreceptores de forma mais eficiente e aumentar a fotossintese e o crescimento da planta
(Sabzalian et al., 2014; Spalholz et al., 2020). Além disso, estudos relatam que a combinagao

favorece o aumento da biomassa (Shin et al., 2008; Lin et al., 2011).

4.4.2 Parametros Bioquimicos
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Verificou-se os maiores teores de antocianinas para a espécie quando submetidas a
luz azul (0,76 mmol.g! MF), vermelho (0,49 mmol.g"' MF) e branca (0,41 mmol.g"' MF)
(Tabela 3).

E importante salientar que Epidendrum denticulatum apresenta caracteristicamente
folhas arroxeadas quando esta na fase de plantula in vitro (Figura 4). A luz azul ¢ conhecida
por estimular a biossintese de metabdlitos secundarios que possuem fungdes fotoprotetoras
(Landi et al., 2019). A adigdo de luz azul ao ambiente de iluminagdo ¢ uma ferramenta para
aumentar a taxa de crescimento das plantas, contetido de pigmentos e capacidade antioxidante
dos vegetais (Naznin et al., 2019; Rao et al., 2019). Quanto a luz vermelha, ela é responsavel
por regular a a sintese de fitoquimicos, como compostos fendlicos e oxalato (Saebo et al.,
1995; Furuya, 1993; Qi et al, 2007; Choi et al., 2015), em alguns casos, resultando em
concentragdes aumentadas de flavonoides, incluindo antocianinas (Mizuno et al., 2022;
Manivannan et al., 2015), o que também pode ser observado para Epidendrum denticulatum.

De forma geral, mudancas qualitativas e quantitativas no teor de pigmentos de uma
espécie estdo intimamente relacionadas com a luz em que a plantas sdo submetidas. Isso foi
observado no trabalho de Zhang et al. (2018), em que os autores estudaram os efeitos da luz
azul e da luz vermelha no acimulo de antocianinas e na diferenciacdo da expressdo de genes
de morangueiro (Fragaria x ananassa) e afirmaram que o acimulo de antocianinas depende
da espécie e do cultivar estudado, além do microambiente em que as plantas estdo inseridas.

A espécie Epidendrum denticulatum caracteriza-se pelo habito terricola tendo bom
crescimento e desenvolvimento sob elevada intensidade luminosa (Juras et al., 2020).
Apresentam caules longos e finos, raramente intumescidos em pseudobulbos. (Sdo Leao,
2012; Stancik et al., 2009). Plantas epifitas sob elevada intensidade luminosa possuem
desenvolvimento dependente dos compostos de armazenamento de pseudobulbos (Stancato,
Mazzafera & Buckeridge, 2002). O fato de a espécie ndo apresentar pseudobuldos, faz com
que seja necessario, provavelmente, desenvolver outros mecanismos para adaptar-se as
elevadas intensidades luminosas a que ¢ submetida em ambiente natural. Provavelmente a
presenca de antocianinas na fase jovem da planta seja uma caracteristica vantajosa, evitando a
fotoinibigdo. Autores como Dewez & Perreault (2012), afirmam que quando as plantas sdo
expostas a condigdes estressantes, elas normalmente acumulam antocianinas para alterar a

reflexdo e a absorcao da luz nos tecidos foliares e com isso proteger os fotossistemas.
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4.4.3 Parametros Fisiologicos

Quanto a andlise de trocas gasosas, as plantas submetidas a luz azul no 45° dia de
aclimatizacdo apresentaram as menores médias para a taxa de fotossintese liquida (0,62 umol
de CO» m? s') e se diferenciaram estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 4).
A luz azul monocromatica, também reduziu a fotossintese, a altura de plantas, a condutancia
estomatica, taxa de transpiragdo e conteudo de clorofila para Salvia miltiorrhiza (Zhang et al.,
2020). Em alface (Lactuca sativa L.), entretanto, a luz azul estimulou o acimulo de biomassa,
aumento das taxas fotossintéticas, transpiratdrias, da condutincia estomatica e ¢ dos valores
de Fv/Fm (Muneer et al., 2014; Ahmed et al., 2020). Existe essa diferenca de resposta entre as
espécies pois o efeito dos diferentes espectros luminosos ¢ especifico para cada espécie
(Jones, 2018).

A luz azul possui papel crucial nas relagdes hidricas e trocas gasosas, sendo um dos
principais reguladores da condutancia estomatica (gs), abertura estomatica nas primeiras horas
do dia e consequentemente do crescimento e produgdo vegetal (Blaauw & Blaauw-Jansen,
1970; Cosgrove, 1981; Silva et al., 2019).

Landi ef al. (2019), afirmam que a taxa fotossintética em plantas cultivadas com
luz azul pode ser semelhante ou maior a das plantas cultivadas com luz branca e maior do que
em plantas cultivadas com luz vermelha ou verde. No entanto, no caso de Epidendrum
denticulatum, a luz azul causou uma redugdo significativa no valor da taxa de fotossintese
liquida (A).

Os valores de A, gs e E aumentaram ao final da aclimatizagdo, no entanto, os valores
da variavel Ci diminuiram. Isso se deve provavelmente ao fato de que as plantas estavam
assimilando CO; durante a fase de aclimatizacdo, sugerindo que as plantas in vitro
apresentavam uma conversao fotossintética baixa.

O fato dessas trés variaveis estarem intimamente relacionadas explica por que para
Epidendrum denticulatum, elas apresentaram valores estatisticamente significativos. Um
aumento na condutancia estomatica (gs) ao final do periodo de 45 dias de aclimatizagdo
aumentou a transpiracdo e consequentemente a assimilagdo de COz (A), para os todos os

tratamentos, com excessdo do tratamento azul (Tabela 4). Segundo Huché-Thélier et al
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(2016), a luz azul pode induzir mudancas no aparato fotossintético da planta. O que se
percebe para Epidendrum denticulatum é que provavelmente a luz azul influenciou de forma
negativa a fotossintese liquida (A), entretanto os outros aspectos nao foram influenciados por
esse tratamento.

Em relacdo ao rendimento quantico maximo do PSII (F\/Fn), as plantas submetidas
ao tratamento azul tiveram destaque apresentando valores elevados durante o periodo de
aclimatizacao (Figura 5). Assim como para Epidendrum denticulatum, Ko et al. (2020), ao
estudar a orquidea epifita Phalaenopsis aphrodite, afirmam que esse comprimento de onda
promoveu valores elevados de F./Fn e alta taxa de transporte de elétrons, melhorando a
atividade do PSII.

Quanto aos valores de F./Fm para Epidendrum denticulatum percebeu-se que as
plantas da espécie quando estdo sujeitas aos diferentes tratamentos com luzes LEDs,
apresentam bastante variagdo em seus comportamentos fisioldgicos no 90° dia de cultivo in
vitro (Figura 5 — Dia 0). Valores baixos de F./Fn no inicio da fase de aclimatizacao,
provavelmente deve-se a fotoinibicdo por estresse luminoso, o que leva a formagao de
oxigénio reativo nos cloroplastos e por consequéncia, danos ao PSII. (Maxwell & Johnson,
2000; Baker & Rosengvist, 2004). Baixo F./Fm representa que a luz incidente sob as plantas e
capturada nos centros de reacdo PSII provavelmente foi subutilizada (Fracheboud & Leipner,
2003). PSII ¢ um componente suscetivel da maquinaria fotossintética e muitas vezes suportara
o impacto das condigdes de estresse, 0 que leva a uma diminui¢ao na Fv/Fm (Demmig-Adams
& Adams, 2018; Long, Humphries & Falkowski, 1994).

Entretanto, quando ndo estdo mais sob influéncia dos LEDs as plantas mostram
aumento nos valores Fv/Fn. Isso ¢ um bom indicio de uma possivel recuperagdo do aparato
fotossintético das plantas ao longo do periodo dos 45 dias de aclimatizagdo. Valores elevados
de F\/Fm, pode ser um indicativo de eficiéncia no uso da radiagdo pela etapa fotoquimica e,
consequentemente, boa assimilacao de carbono (Tester & Bacic, 2005).

Além disso, a medida que o tempo passa durante a aclimatizacdo esses valores vao se
aproximando entre si, para todos os tratamentos até que, no ultimo dia de andlise, o dia 45 da
etapa de aclimatizagdo, todos os tratamentos apresentam valores muito proximos de 0,73
(Figura 5 — Dia 45). Quando a planta estd com o PSII intacto, a razdo F./Fn deve variar entre
0,75 e 0,85 enquanto uma queda nesta razao reflete a presenca de dano fotoinibitorio nos

centros (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989; Ronquim et al., 2009; dos Santos et al., 2013).
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Supostamente a recuperagdo nos dados de Fy/Fn, ao longo da etapa de aclimatizacio
se deve a plasticidade e recuperagdo do aparato fotossintético das plantas de Epidendrum
denticulatum ap6s submetidas as diferentes qualidades espectrais. Entretanto, essa capacidade
¢ propria para cada espécie (Bjorkman, 1981; Pearcy, 1998).

As plantas submetidas a luz azul/vermelha também apresentaram valores elevados
de Fy/Fm (Figura 5 — Dia 30). A combinagao azul/vermelho pode excitar os fotorreceptores de
forma mais eficiente e aumentar a fotossintese e o crescimento da planta (Sabzalian et al.,
2014; Spalholz et al., 2020; Dou et al., 2017). Essa combinag¢ao também proporcionou maior
eficiéncia fotossintética, com altos valores de F./Fm para Campomanesia pubescens
(Centofane, 2020).

Quanto ao indice SPAD, para todos os tratamentos houve reducdo nos valores ao
final do periodo de 45 dias de aclimatizagdo. Essa variagdo provavelmente esta ligada a
variagdo nos fatores ambientais como temperatura e umidade a que as plantas de Epidendrum
denticulatum estavam submetidas, além de se relacionar também com a redug@o nos valores
dos pigmentos vegetais analisados, mostrando que possivelmente os fatores ambientais unidos
aos parametros bioquimicos afetam os valores de indice SPAD.

O aparelho SPAD apresenta um sistema eficiente para compensar as diferengas na
espessura nas folhas e em seus contetdos de dgua. Apesar disso, essa analise pode apresentar
grandes variacdes entre os dados e em gendtipos de uma mesma espécie (Bullock &
Anderson, 1998) cultivados em uma mesma condi¢ao de ambiente, devido a diferencas na
estrutura e anatomia foliar. Assim, apesar de ser uma analise ndo destrutiva muito vantajosa,
que nos mostra dados sobre o status da planta, ele pode apresentar grandes variagdes entre os
dados o que torna dificil interpretd-los, fato que ocorreu com a espécie Epidendrum
denticulatum.

Plantas da espécie Epidendrum denticulatum ao final da aclimatizagdo, apresentam
valores elevados de F./Fn e aumento da taxa de fotossintese liquida (A), condutancia
estomatica (gs) e transpiragdo (E). As orquideas de forma geral, sdo capazes de tolerar e se
aclimatar as condicdes estressantes, modificando sua fisiologia e morfologia, conforme
relatato por Cameron et al. (1999).

As plantas da espécie apresentaram plasticidade frente aos estresses luminosos, sob

os quais foram submetidas in vitro. Isso porque ao final do periodo de aclimatiza¢do os
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valores de Fv/Fm estavam bastante proximos entre si, o que foi considerado um
comportamento plastico das plantas da espécie (Figura 5 — Dia 45). A capacidade de
responder a mudangas nos recursos ambientais, como diferentes comprimentos de onda por
exemplo, ¢ conhecida como plasticidade fenotipica. Espécies com alta plasticidade fenotipica
possuem maiores chances de sobreviver em ambientes instaveis e heterogéneos devido a sua
capacidade de se aclimatar morfologicamente, fisiologica e bioquimicamente, para tolerar o
ambiente de estresses (Valladares et al., 2005). Essa capacidade adaptativa de se recuperar
fisiologicamente quando cessou a fonte de estresses luminosos, refletiu em 100% de
sobrevivéncia das plantas, as quais se mostraram resilientes, sadias e com bom

desenvolvimento de folhas e raizes ao final do periodo de aclimatizagdo avaliado.
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4.5 CONCLUSOES

Com esse trabalho foi possivel concluir que os diferentes comprimentos de onda
emitidos por luzes LEDs foram capazes de afetar o crescimento e o desenvolvimento de
plantas da espécie Epidendrum denticulatum.

Quanto aos parametros morfologicos e bioquimicos houve intensa sobreposicao de
médias nao sendo possivel apontar um tratamento destaque. Em relacdo aos parametros
fisiologicos, ao final da aclimatizacdao, os tratamentos vermelho, azul/vermelho e branco
promoveram aumentos dos valores de taxa de fotossintese liquida (A), condutancia estomatica
(gs) e transpiragdo (E), enquanto que valores de carbono interno (Ci) diminuem. Os
comprimentos de onda azul, azul/vermelho induzem maiores valores de F./Fn (0,75) em
plantas da espécie. O indice SPAD mostra queda nos valores para todos os espectros ao final
do periodo de 45 dias de aclimatizagdo.

Com relagdo a aclimatizacdo, obteve-se 100% de sobrevivéncia de todas as plantas
avaliadas durante o experimento, independente do tratamento com luz LED aplicado. Esse
estudo contribui para a melhor compreensido da morfofisiologia e bioquimica de uma orquidea
brasileira durante a aclimatizacdo e ajuda no aprimoramento do processo de propagacio da

espécie.
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5 INFLUENCIA DAS QUALIDADES ESPECTRAIS NOS PARAMETROS
MORFOFISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS AO FINAL DO PERIODO IN
VITRO E DURANTE A ACLIMATIZACAO DE Gomesa flexuosa (Lodd.)
M.W. Chase & N.H. Williams (ORCHIDACEAE)

5.1 RESUMO

Gomesa flexuosa ¢ uma espécie de orquidea epifita, endémica do Brasil. Apresenta
inflorescéncia exuberante formada por mais de 100 pequenas flores de coloragdo amarelo-
ouro. S3o escassos os estudos que abordam o comportamento fisioldgico da espécie objeto de
estudo. Nos ultimos anos o cultivo in vitro de orquideas nativas brasileira vem avangando, no
entanto, aperfeigoar esse tipo de cultivo com a utilizacdo de luzes LEDs pode ser uma
alternativa interessante. Compreender como luzes LEDs aplicadas durante o cultivo in vitro
da espécie podem influenciar nos aspectos morfofisioldgicos e bioquimicos durante a etapa de
aclimatizacdo dessas plantas foi o foco do trabalho. Plantas da espécie, originadas de
sementes, apds sucessivos subcultivos em meio MS, acrescido de vitaminas de Morel e carvao
ativado, foram submetidas a luzes LEDs monocromaticas azul, vermelho e branca e a
combinagdo azul/vermelha por 90 dias. Plantas foram avaliadas no 90° dia de cultivo in vitro e
ao final de 45 dias do periodo de aclimatiza¢do. Analisou-se os parametros morfologicos
como massa seca, massa fresca, numero de folhas e altura das plantas; parametros
bioquimicos como os teores de clorofila a, clorofila b, relacdo clorofilas a/b, clorofilas totais e
carotenoides; parametros fisioldgicos como fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas. Nao
houve um tratamento destaque quanto aos parametros morfométricos e bioquimicos. No
entanto, ldmpadas LEDs azuis destacam-se quanto a fluorescéncia da clorofila a pois plantas
submetidas a elas apresentaram altos valores de F./Fn (0,79), enquanto LEDs vermelhos
apresentaram valores mais baixos, durante os 45 dias de aclimatiza¢do, provavelmente devido
a “sindrome da luz vermelha”. Pode-se dizer, apos a realizacdo desse trabalho, que Gomesa
flexuosa ¢ uma espécie de orquidea que apresentou forte capacidade de adaptacdo e
recuperagdo frente as condigOes estressantes sob as quais foi submetida. Ao final do
experimento, obteve-se 100% de sobrevivéncia das plantas da espécie que apresentavam
adequado desenvolvimento de folhas e raizes, independente do tipo de lampada LED
utilizado. Este estudo contribui para a compressao do metabolismo de uma orquidea brasileira
e ajuda a melhorar o processo de cultivo da espécie.



56

5.2 INTRODUCAO

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas do mundo e possui enorme
importancia para a horticultura (Hossain, 2011). O género Gomesa inclui 125 espécies, ¢
endémico do Brasil sendo amplamente distribuido na Regido Neotropical (Neubig et al.,
2012). Ocorre principalmente nas regides Sul e Sudeste do pais nos biomas Cerrado ¢ Mata
Atlantica (Faria, 2004). Gomesa flexuosa ¢ uma espécie de orquidea epifita, de ocorréncia na
Mata Atlantica em alguns estados do Brasil (Pereira et al., 2005). Apresenta inflorescéncia
formada por mais de 100 flores de coloragdo amarelo-ouro com cerca de 1 cm de didmetro
cada. E uma espécie produtora de 6leo em glandulas chamadas elaioforos que estdo
localizadas no labelo com intuito de atrair polinizadores (Gomiz et al., 2013). E considerada
uma planta CAM (Silveira et al., 2014). Plantas CAM mostram uma grande variacdo em sua
capacidade para aclimatag¢do a luz, sendo que algumas exibem alta plasticidade (Maxwell et
al., 1999; Haslam et al., 2002).

O uso da técnica de cultivo de plantas in vitro, ¢ uma ferramenta importante para a
propagacdo e preservacao de espécies de interesse economico e ecoldgico (Resende et al.,
2015; Batista et al., 2016; Palhares Neto ef al., 2018). No entanto, ela submete as plantas a
baixa densidade de fluxo de fétons fotossintéticos, altas concentragcdes de aglcar, sais e
substancias reguladoras de crescimento no meio de cultivo (Xiao et al., 2011; Zobayd et al.,
2004), reduzindo as taxas de transpiragdo, fotossintese, absor¢do de 4gua, nutrientes e COo,
ocasionando crescimento lento in vitro, além de reduzir a adaptagdao das plantas durante o
periodo de aclimatacao (Xiao et al., 2011).

A qualidade da luz, correspondente aos comprimentos de onda (Hartmann et al.,
2011), ¢ um fator que pode alterar a morfogénese das plantas por meio de uma série de
processos mediados por receptores, que absorvem a luz na regido do vermelho e azul do
espectro, sendo, portanto, uma maneira viavel de aumentar a qualidade das mudas (Braga et
al., 2009).

O fato de permitirem o controle dos componentes do espectro faz com que luzes
LEDs sejam tdao vantajosas, sendo capazes de interferir nas respostas fisiologicas,
morfologicas e morfogénicas das plantas in vitro (Vieira et al., 2015; Silva et al., 2016;
Batista et al., 2016; Trivedi & Sengar, 2017; Ferreira et al., 2017). Tém baixo consumo de
energia e baixa producdo de calor, tamanho reduzido, capacidade de selecionar comprimentos

de onda especificos, intensidade e qualidade de luz ajustaveis, bem como alta eficiéncia de
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conversao fotoelétrica (Yeh & Chung, 2009; Massa et al., 2015; Morrow, 2008). Lampadas
LEDs tém sido amplamente utilizadas para investigar as respostas fotobioldgicas das plantas
ao estresse abiotico, a fluorescéncia da clorofila a e a atividade fotossintética (Johkan et al.,
2012; Meng et al., 2019; Miyashita et al., 2005; Parrine et al., 2018; D'Souza et al., 2015;
Yeh & Chung, 2009). Dessa forma, essas luzes oferecem oportunidades de manipular os
vegetais e entender melhor sua fisiologia.

O aparato fotossintético das plantas € notavel por sua elevada capacidade de
adaptacao a diferentes regimes de luz (Valladares & Pearcy, 2000). Mudangas ambientais
repentinas durante a transferéncia de condigdes in vitro para ex vitro sdo um estresse para as
plantas as quais tém que reparar anormalidades estruturais e funcionais causadas por
ambientes in vitro (PospiSilova et al., 1999; Ziv & Chen, 2008) e adaptar-se a um novo
ambiente.

Diferentes técnicas combinadas sdo capazes de investigar as mudangas nos
parametros fisiologicos que ocorrem durante a transicdo com ambiente in vitro para o ex vitro.
A fluorescéncia da clorofila a associada as medic¢des de troca gasosas, possibilitam a obtencao
de uma imagem completa da resposta das plantas ao seu ambiente (Hanelt, 2018; Misra ef al.,
2012; Kalaji et al., 2014, 2016). Elas sao ferramentas capazes de diagnosticar a integridade do
aparato fotossintético frente as adversidades ambientais, sendo técnicas rapidas, precisas € nao
destrutivas (Strasser et al., 2010; Stirbet et al., 2018) e que podem ser utilizadas para
identificar mudangas no estado fotossintético antes que mudangas morfologicas sejam
observadas (Suassuna ef al., 2011).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi investigar como diferentes espectros
luminosos de luzes LEDs aplicados durante o cultivo in vitro em plantas de Gomesa flexuosa
podem afetar o padrdo de desenvolvimento da espécie e consequentemente o sucesso da

aclimatizacgao.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Parametros Morfométricos

Quanto aos parametros morfométricos no 90° dia de cultivo in vitro para a espécie
Gomesa flexuosa, somente a variavel numero de folhas apresentou diferenga estatistica
significativa apenas entre os tratamentos azul e vermelho (Tabela 5). Plantas submetidas ao
tratamento vermelho (12,66), apresentaram a maior média para numero de folhas, mas nao
diferiram estatisticamente, quando comparadas aquelas dos tratamentos azul/vermelho (9,83)
e branco (10,83). Plantas do tratamento azul (9,16) apresentaram menor média, porém, nao
diferindo estatisticamente das plantas dos tratamentos azul/vermelho (9,83) e branco (10,83).
O tratamento vermelho (12,66) possui a média cerca de 40% maior que o tratamento azul
(9,16).

No 45° dia de aclimatizagdo das plantas da espécie Gomesa flexuosa, somente a
variavel altura foi estatisticamente significativa entre os tratamentos azul/vermelho e os
demais (Tabela 5). Plantas submetidas ao tratamento branco (11,22 c¢m), apresentaram maior
média, mas ndo diferiram estatisticamente daquelas submetidas aos tratamentos azul (10,25
cm) e vermelho (10,16 cm), sendo que plantas do tratamento azul/vermelho (8,25 cm)
apresentaram menor média. O tratamento branco apresentou média 35 % maior que o

tratamento azul/vermelho.

Tabela 5: Dados morfométricos de plantas de Gomesa flexuosa no 90° dia de cultivo in vitro e
apos o periodo de 45 dias de aclimatizacdo, submetidas a diferentes qualidades espectrais de
lampadas LEDs.

Massa Fresca Massa Seca
(8 (8

In vitro Aclimatizagao In vitro Aclimatizacao
Azul 1,35+0,23a 1,65+0,55a | 0,18+0,01la 0,20+0,08a
Vermelho 1,83+0,52a 145+021a | 023+£0,53a 0,24+0,06a
Azul/Vermelho 195+ 094a 1,29+0,56a | 0,17+0,05a 0,17+0,05a
Branco 1,84+033a 192+0,25a | 0,18+0,01a 0,24+0,06a

CV (%) 32,83 26,91 19,95 31,49
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Numero de Folhas Altura
(cm)
Invitro * Aclimatizacao In vitro Aclimatizacao *
Azul 9,16+1,61b 9,16+0,76a | 95+1,09a 10,25+0,00 a

Vermelho 12,66 +1,75a 850+0,87a | 85+1,52a 10,16 £ 0,52 a

Azul/Vermelho 9,83 +0,76ab 6,83+0,29a | 9,5+0,90 a 825+0,75b

Branco 10,83 £0,76 ab 9,00+2,29a |10,66+0,94a 11,22+0,63a
CV (%) 12,3 15,41 11,96 5,54

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. * significativo a 5% pelo teste t-student.

E importante destacar que aos 45 dias de aclimatizacdo as plantas de Gomesa
flexuosa apresentaram 100% de sobrevivéncia. As plantas ao final desse periodo estavam com
aparéncia saudavel, com pseudobulbos desenvolvidos e entumecidos e apresentavam novas

raizes e folhas (Figura 8).
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Figura 8: Plantas de Gomesa flexuosa no 90° dia de cultivo in vitro (A — Tratamento LED
Azul, B — Tratamento LED Vermelho, C — Tratamento LED Luz Azul/Vermelho, D —
Tratamento LED Branco) e no 45° dia de aclimatizagao (E — Tratamento LED Azul, F —
Tratamento LED Vermelho, G — Tratamento LED Azul/Vermelho, H — Tratamento LED
Branco). Barras: 2cm.

5.3.2 Parametros Bioquimicos

Quanto aos parametros bioquimicos para Gomesa flexuosa no 90° dia de cultivo in
vitro, somente a variavel clorofilas totais apresentou diferenca estatistica significativa apenas
entre o tratamento vermelho e azul/vermelho (Tabela 6). Para essa variavel plantas sob
influéncia do tratamento vermelho apresentaram maior média (1,78 mg.g! MF) mas ndo
diferiram estatisticamente das submetidas aos tratamentos azul (1,12 mg.g”! MF) e branco
(1,51 mg.g' MF). Sob o tratamento azul/vermelho, as plantas apresentaram menor média
(0,88 mg.g’! MF), mas também ndo se diferem dos tratamentos azul (1,12 mg.g! MF) e
branco (1,51 mg.g”! MF). O valor médio de plantas submetidas ao tratamento vermelho é
100% maior que as plantas submetidas ao tratamento azul/vermelho.

Para os parametros ao final do 45° dia de aclimatizagdo, as variaveis clorofila a,
clorofila b e clorofilas totais apresentaram diferenca estatistica significativa. Quanto a
variavel clorofila a, houve diferenca significativa entre o tratamento vermelho (1,25 mg.g’!
MF) e o azul/vermelho (0,86 mg.g”! MF). As plantas sob tratamento vermelho (1,25 mg.g™!
MF) apresentaram a maior média, mas ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos azul
(1,02 mg.g’' MF) e branco (1,05 mg.g”' MF). As plantas sob tratamento azul/vermelho (0,86
mg.g! MF) apresentaram menor média mas também ndo diferiram estatisticamente dos
tratamentos azul (1,02 mg.g™! MF) e branco (1,05 mg.g™! MF).

Para clorofilas totais, plantas submetidas ao tratamento vermelho (1,43 mg.g! MF),
apresentaram a maior média mas ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos azul (1,21
mg.g!' MF) e branco (1,23 mg.g! MF). O tratamento azul/vermelho (1,01 mg.g' MF)
apresenta menor média (Tabela 6).

Para a varidvel clorofila b as plantas do tratamento azul (0,18 mg.g' MF)
apresentaram a maior média diferindo significativamente do azul/vermelho (0,13 mg.g”! MF),
sendo considerada a menor média, mas mas ambos os tratamentos ndo diferem

estatisticamente dos tratamentos vermelho (0,17 mg.g™! mf) e branco (0,16 mg.g™! mf).
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Pode-se inferir que para Gomesa flexuosa, ao final do 45° dia de aclimatizacdo, que
os tratamentos vermelho, azul e branco foram responsaveis por apresentar plantas com as

maiores médias para clorofila a, clorofila b e clorofilas totais.

Tabela 6: Dados bioquimicos de plantas de Gomesa flexuosa no 90° dia de cultivo in vitro e
apods o periodo de 45 dias de aclimatizagdo, submetidas a diferentes qualidades espectrais de
lampadas LEDs.

Clorofila a Clorofila b
(mg.g"' MF) (mg.g"' MF)
In vitro Aclimatizacgao * In vitro Aclimatizacao *
Azul 1,02+0,19 a 1,02+0,10ab | 0,09 +0,05a 0,18+0,01 a
Vermelho 1,71£0,34 a 1,25+0,10 a 0,11 +0,04 a 0,17+0,01 ab
Azul/Vermelho 0,74 +0,16 a 0,86 £0,09 b 0,13+0,03 a 0,13+0,01 b
Branco 1,38+0,63 a 1,05+0,14ab | 0,23+0,12a 0,16 £ 0,03 ab
CV(%) 31,14 10,56 52,19 12,13
Clorofilas Totais Razao Clorofila a/b
(mg.g"' MF) (mg.g"' MF)
In vitro * Aclimatizagao * In vitro Aclimatizagao
Azul 1,12+ 025ab 1,21 +£0,09 ab 12,15+ 3,50 a 5,73+0,33 a
Vermelho 1,78+ 0,25 a 1,43 +0,11a 12,26 £ 5,57 a 6,96+0,72 a
Azul/Vermelho 0,88 £0,13 b 1,01 £0,11b 6,68+ 1,76 a 6,02 +0,85a
Branco 1,51+0,48ab 1,23 +0,18 ab 6,43+ 7,67 a 5,96+0,73 a
CV(%) 23,05 10,49 50,57 11,19

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. * significativo a 5% pelo teste t-student.

5.3.3 Parametros Fisiologicos

5.3.3.1 Fotossintese e parametros relacionados

Quanto aos dados relacionados as trocas gasosas para plantas de Gomesa flexuosa,
ndo houve diferenca estatistica para as duas fases, do cultivo in vitro e aclimatizagdo,
avaliadas (Tabela 7). Entretanto, pode-se perceber uma reducdo dos valores de taxa de

fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) no 45° dia de
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aclimatizacdo. Quanto a varidvel carbono interno (Ci), houve um aumento consideravel no 45°

dia de aclimatizac¢ao, quando comparado com os valores no 90° dia de cultivo in vitro.

Tabela 7: Dados fisiologicos relativos a trocas gasosas no 90° dia de cultivo in vitro e apos o
periodo de 45 dias de aclimatizagdo de plantas de Gomesa flexuosa submetidas a diferentes
qualidades espectrais de lampadas LEDs. A — taxa de fotossintese liquida (umol de CO2.m™ s°
1, gs — condutancia estomatica (mol de HO.m™ s!), Ci — concentragdo interna de carbono
(umol.m? s e E — transpiragdo (mmol de HoO.m? s™).

A S
(umol de CO>.m2 s7!) (mol de HiO.m‘2 )
In vitro Aclimatizagao In vitro Aclimatizagao
Azul 2,15+£0,23 a 1,34+0,21 a 0,019+0,001 a -0,00257 £ 0,002593 a
Vermelho 2,15+0,05a 1,21 +£0,23 a 0,016 £0,001 a -0,00206 £ 0,003913 a
Azul/Vermelho 1,95+0,21a 1,36 £ 0,58 a 0,022 £ 0,003 a - 0,00157 +0,003868 a
Branco 2,11+0,43 a 1,06 £ 0,21 a 0,019+0,001 a - 0,00242 +0,001836 a
CV (%) 12,86 27,78 22,97
Ci E
(umol.m? s™) (mmol de H,O.m? s!)
In vitro Aclimatizacao In vitro Aclimatizagao
Azul 149,06 +4731a 812,41 +£66,84a 0,29 +0,037 a -0,037+0,037 a
Vermelho 150,10+ 12,94a 865,71 £63,44 a 0,25+0,038 a -0,029 £ 0,055 a
Azul/Vermelho 175,72 +60,80a  724,6+119,83 a 0,29+ 0,048 a - 0,022 £0,057 a
Branco 199,56 +4131a 843,21 +13891a | 0,26+0,025a - 0,034 £ 0,026 a
CV (%) 26,2 12,65 13,86

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. * significativo a 5% pelo teste t-student.

5.3.3.2 Parametros relacionados a Fluorescéncia da Clorofila a do Fotossistema II

Para os dados relativos a fluorescéncia basal (F,) de plantas de Gomesa flexuosa, foi
possivel ajustar regressdes para todos os tratamentos (Figura 9). Os valores de F, para o
tratamento azul apresentaram uma regressao linear, enquanto para os tratamentos vermelho,
azul/vermelho, e branco, regressdo quadratica apresentou melhor ajuste.

Ao analisar a tendéncia dos dados, percebe-se decréscimo de F, para todos os

tratamentos ao longo do periodo 45 dias de aclimatizacdo analisado, até o ponto minimo das
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curvas. Para o tratamento vermelho, o ponto minimo se apresenta do dia 30, com valor de F,
de 522 u.a. No tratamento azul/vermelho, o ponto minimo € no dia 35 com um F, de 520 u.a e
para o tratamento branco no dia 31 com F, de 489 u.a. A partir desses pontos ha uma

tendéncia de aumentos dos valores médios de F, para a espécie.
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Figura 9: Dinamica da fluorescéncia basal (F,) — unidades arbitrarias — de plantas de Gomesa
flexuosa durante o periodo de aclimatizagdo ex vitro sob luz natural de plantas cultivadas in
vitro sob diferentes qualidades espectrais de lampadas LEDs.

Com relacdo aos dados de fluorescéncia maxima (Fm), foi possivel ajustar equacdes
que representam o comportamento das plantas da espécie quando submetidas aos tratamentos
vermelho e azul/vermelho (Figura 10). Para o tratamento vermelho foi possivel ajustar uma
equacao linear. Para o tratamento azul/vermelho ajustou-se uma equagdo quadratica.

Ao comparar os valores de Fi ao final do 90° dia de cultivo in vitro com aqueles

obtidos no 45° dia de aclimatizacao foi possivel perceber que todos os tratamentos passaram
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por aumento de valores de Fn. O tratamento azul tem como valor no 90° dia de cultivo in vitro
2000 uv.a. de Fm e ao final do periodo de aclimatizagdo alcanga o valor de 2450 u.a. O
tratamento vermelho, no primeiro ponto de analise, inicia com o valor de 1900 u.a. de Fi, € ao
final do periodo de aclimatizacdo alcanga 2300 u.a. O tratamento azul/vermelho parte do valor
de 1950 u.a de Fiy € no 45° dia, o valor foi de 2400 u.a. e, por fim, o tratamento branco parte
do valor de 2300 u.a e alcancga ao final do periodo de aclimatizagdo o valor de 2450 u.a. de Fi,
(Figura 10). No entanto, quanto ao tratamento vermelho, as plantas submetidas a esse
comprimento de luz sempre apresentaram valores menores que os demais tratamentos durante
todo o periodo de aclimatizagdo avaliado.

Ao final dos 45 dias de aclimatizacdo nota-se que plantas de todos os tratamentos,
com excecao do vermelho, apresentaram valores que se encontram proximos a um mesmo
ponto em comum do grafico, mostrando que, ao longo do periodo analisado os valores de Fi,

se aproximaram.
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Figura 10: Dinamica da fluorescéncia maxima (Fm) — unidades arbitrarias — de plantas de
Gomesa flexuosa durante o periodo de aclimatizagdo ex vitro sob luz natural de plantas
cultivadas in vitro sob diferentes qualidades espectrais de lampadas LEDs.
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Quanto aos valores de rendimento quantico maximo (Fy/Fm), foi possivel ajustar
regressoes que expressam o comportamento das plantas, para todos os tratamentos (Figura
11). Para os tratamentos vermelho, azul/vermelho e branco, a equagdo ajustada ¢ quadratica.
Por sua vez, para o tratamento azul, os dados sdo representados por uma equacao linear.

Observa-se que plantas submetidas ao tratamento azul sempre mostram valores de
Fyv/Fm elevados ao longo do periodo de aclimatizagao avaliado (Figura 11). Além disso,
percebe-se que no ponto inicial das curvas (Figura 11 — Dia 0), os tratamentos apresentam
valores consideravelmente diferentes, mas ao final do 45° dia de aclimatizacdo, todos
encontram-se no intervalo de 0,75 a 0,80. O tratamento azul tem 0,77 como valor inicial de
Fy/Fm, que corresponde a primeira coleta de dados e esse valor cresce ao final do experimento
para 0,80. O tratamento vermelho apresenta inicialmente 0,56 de F,/Fn alcangando no 45° dia
de aclimatizagdo o valor de 0,77. O tratamento azul/vermelho apresenta 0,62 de valor inicial e
o tratamento branco apresenta 0,67 e como valor final os dois tratamentos alcangam o valor

de 0,77 de Fv/Fi (Figura 11).
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Figura 11: Dinamica do rendimento quantico maximo (Fy/Fn) de plantas de Gomesa flexuosa
durante o periodo de aclimatizagdo ex vitro sob luz natural de plantas cultivadas in vitro sob
diferentes qualidades espectrais de 1ampadas LEDs.



67

Observa-se que plantas de Gomesa flexuosa estavam sob o efeito de variacdo da
umidade relativa e uma variagdo mais sutil da temperatura ao longo do periodo de
aclimatizac¢ao avaliado (Figura 12). A temperatura minima atingiu 17°C ¢ a maxima 24°C.
Em relacdo a umidade relativa do ar ela variou entre 68% e 83%. Detaca-se que o dia 0 se
refere a umidade e a temperatura dentro da sala de crescimento onde estavam localizados os
frascos com as plantas in vitro. O dia 1 se refere ao primeiro dia em que as plantas foram
submetidas ao ambiente externo ao cultivo in vitro, estando entdo sujeitas as variagoes
climaticas. Com isso, pode-se afirmar que as plantas estiveram sujeitas a variagdes ambientais

durante o periodo de 45 dias aclimatizag¢@o ao qual foram submetidas.
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Figura 12: Temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) a que estavam submetidas plantas
de Gomesa flexuosa no 90° dia de cultivo in vitro (dia 0 - umidade relativa do ar e a
temperatura dentro da sala de crescimento onde estavam localizados os frascos com as plantas
in vitro) e apos o periodo de 45 dias de aclimatizacdo (dia 1 ao dia 45), submetidas a
diferentes qualidades espectrais de 1ampadas LEDs.
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5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Parametros morfologicos

Quanto aos parametros morfoldgicos, houve muita sobreposicdo de médias, o que
torna dificil eleger um tratamento destaque. Observou-se diferenga estatistica entre o
vermelho e o azul para numero de folhas no 90° dia de cultivo in vitro, entretanto nenhum
desses dois tratamentos se diferiu dos tratamentos azul/vermelho e branco (Tabela 5). A luz
azul, a luz vermelha e a combinagdo entre esses dois comprimentos de onda impactam as
plantas. A luz azul e a luz vermelha influenciam no crescimento das plantas, pois s3o as
principais fontes de energia para assimilagdo fotossintética de CO., e os espectros de a¢do tém
acdo maxima nesses comprimentos de onda (Kasajima et al., 2008).

Para a altura no 45° dia de aclimatizagdo somente o tratamento azul/vemelho foi
diferente estatisticamente dos demais (Tabela 5), apresentando a menor média (8,25 cm).

Quanto aos efeitos da combinacdo dos comprimentos de onda azul/vermelho, alguns
autores, afirmam que a combinacdo desses espectros luminosos induz nas plantas maior
numero de folhas, maior massa seca e maiores teores de clorofila do que quando se usam
esses espectros separadamente (Naznin et al., 2019; Chung et al., 2010). Além disso, a
combina¢do de luz vermelha e azul pode aumentar o rendimento das plantas quando
comparado a tratamentos monocromaticos (Olle & Virsile, 2013). Isso por que provavelmente
a combinacao das luzes azul e vermelha excita de maneira mais eficaz fotorreceptores (Dou et
al., 2017; Sabzalian et al., 2014), aumentando a fotossintese e o crescimento das plantas
(Sabzalian et al., 2014; Spalholz et al., 2020). No entanto, esse comportamento ndo foi

percebido para a espécie de orquidea analisada.

5.4.2 Parametros bioquimicos

Para Gomesa flexuosa no 90° dia de cultivo in vitro, somente a varidvel clorofilas
totais apresentou diferenga estatistica significativa apenas entre o tratamento vermelho (1,78
mg.g"! MF) e azul/vermelho (0,88 mg.g”! MF) (Tabela 6).

Pode-se inferir que para Gomesa flexuosa, ao final do 45° dia de aclimatizag¢do, que
os tratamentos vermelho, azul e branco foram responsaveis por apresentar plantas com as

maiores médias para clorofila a, clorofila b e clorofilas totais (Tabela 6).
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Quando se analisa os resultados relacionados aos parametros bioquimicos, nio ¢
possivel afirmar um tratamento destaque. Houve intensa sobreposi¢do de médias entre os
parametros analisados o que torna dificil a interpretagao.

Conforme relatado por Botterweg-Paredes et al. (2020), a qualidade da luz tem
efeitos importantes no crescimento e desenvolvimento da planta. A luz vermelha pode
também afetar o nimero de folhas e o contetido de clorofila como estudado por Hamdani et
al., (2019) em arroz (Oryza sativa cv. XS134) e Su et al., (2014) em pepino (Cucumis sativus
L. cv. Jinchun No. 4). Esse comprimento de onda foi relatado como responsavel por promover
a formagao de aparato fotossintético, a fotossintese e o crescimento vegetativo, aumentando o
conteudo total de clorofila nas folhas, além de induzir a abertura estomatica (Wang et al.,
2016; Zhu et al., 2019; Bondada & Syvertsen, 2003; Dou et al., 2017). Quanto a luz azul ela
desempenha papel importante na sintese de clorofila, fotomorfogénese e regulacdo da sintese
de antocianina e pode efetivamente melhorar o alto adaptabilidade de plantas a luz (Walters,
2004; Li e Kubota, 2009).

As luzes vermelha e azul monocromaticas sdo as principais responsaveis por
influenciar a fotossintese e induzir a planta a produzir e acumular clorofilas (Saebo et al.,
1995; Mccree, 1972). Yang et al. (2018), estudando plantas de tomateiro cultividadas sob
luzes vemelhas e azul/vermelha observaram maiores contetidos de clorofila a e b e

carotenoides quando comparado com outros comprimentos de luzes.

5.4.3 Parametros fisiologicos

Os valores da taxa de fotossintese liquida (A), condutincia estomdtica (gs) e
transpiragdo (E) diminuiram ao final dos 45 dias da etapa de aclimatiza¢do, no entanto os
valores da varidvel carbono interno (Ci) aumentaram, quando comparadado com os valores ao
final da fase in vitro (Tabela 7). Qualidade e intensidade de luz influenciam de forma direta a
abertura estomatica e, consequentemente, a taxa de CO; na cavidade estomatica durante a
fotossintese (Kang et al., 2016). Isso ¢ um forte indicativo de que o metabolismo CAM da
espécie comecgou a funcionar apenas depois que as plantas sairam da etapa in vitro.

Plantas com metabolismo CAM possuem uma caracteristica marcante que ¢ a

separacdo de duas reagdes de carboxilagdo, facilitada pelo padrdo invertido de movimento
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estomatico quando comparado a fotossintese C3 e C4, com estdomatos abrindo durante a noite
e fechando durante o dia em plantas CAM (Borland et al., 2014).

Plantas submetidas ao ambiente in vitro com frequéncia apresentam baixa taxa de
fotossintese e autotrofia incompleta (Faria et al., 2004b). A capacidade de uso da agua, de
respostas a estresses ¢ de realizacdo de fotossintese, durante e apds o cultivo in vitro
determina o desempenho final das mudas. Entretanto, ¢ importante salientar que as plantas de
Gomesa flexuosa apresentam metabolismo CAM e como as medi¢des dos parametros
fisiologicos foram realizadas durante a manha era esperado que as taxas de fotossintese,
transpiracdo e condutancia estomatica encontradas fossem mais baixas. Em plantas CAM ha
uma flutuacdo diurna de acidos organicos devido a descarboxilagdo como um mecanismo de
concentracdo de CO», dentro da folha durante o dia. A condutancia estomatica ¢ reduzida
nesse periodo, suprimindo assim a fotorrespiracdo ¢ mantendo a fixagao fotossintética de
carbono (Osmond, 1978; Griffiths,1988 e Silvera et al., 2010). A redugdo da condutancia
estomatica (gs) a qual ocorreu durante o dia para a espécie de orquidea epifita Gomesa
flexuosa, pode ser percebida neste trabalho (Tabela 7).

Quanto aos valores de F./Fm o tratamento com luz LED azul teve destaque para
Gomesa flexuosa, apresentando durante todo o periodo de aclimatizagdo avaliado os valores
mais altos de Fv/Fi (Figura 11). A luz azul € responsavel por aumentar o contetido de clorofila
e a propor¢do de clorofila a/b, promover abertura estomatica, controlar a integridade da
proteina do cloroplasto e melhorar Fy/Fm, (Huché-Thélier ef al., 2016).

Quanto ao comportamento da fluorescéncia basal (F,) com exce¢do do tratamento
azul, todos os demais tratamentos apresentaram médias elevadas no inicio da etapa e
aclimatizacdo, com posterior reducdo (Figura 9). F, representa a emissdo de fluorescéncia
pela molécula de clorofila a quando ela se encontra em estado de excitacdo anterior a
dissipacdo da energia para os centros de reacao do PSII, em que todos os aceptores de elétrons
estdo em estado oxidado, indicando iminéncia a ativacao das reacdes fotoquimicas (Krause &
Weiss, 1991; Tanyolag et al., 2007).

Quando ha aumento em F,, como percebido para plantas de Gomesa
flexuosa no inicio da etapa de aclimatizagdo (Figura 9 - Dia 0), isso é um
forte indicio de destruigdo do centro de reacdo do PSII ou diminuicdo na
capacidade de transferéncia da energia de excitagdo da antena do sistema

coletor de luz para o centro de reagdo do PSI1 (Baker & Rosenqvst, 2004). A alteragdo
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nos valores F, ¢ causada por estresses ambientais, como os diferentes espectros de luzes LEDs
utilizados nesse trabalho por exemplo, que causam mudangas estruturais nos pigmentos
fotossintéticos do PSII (Maxwell & Johnson, 2000).

A fluorescéncia méaxima é quando a fluorescéncia atinge sua capacidade
maxima, denotando uma condi¢ao totalmente reduzida pelos elétrons transferidos a partir do
PSII (Baker & Rosenqvst, 2004). Fi, apresentou comportamento oposto ao do Fo, no inicio do
processo de aclimatizacdo com valores baixos e ao final valores elevados em todos os
tratamentos (Figura 10). Para Fn, o tratamento vermelho interferiu negativamente, pois
plantas submetidas a esse tratamento apresentaram desempenho inferior quando comparado
aos demais tratamentos. Incrementos nos valores de F, associados a redugdes nos valores de
Fm podem ser interpretados como uma indicagao do dano no complexo de coleta de luz de
PSII (Fernandez et al., 1997; Li et al., 2010).

Como observado neste trabalho, a relagdo Fy/Fn, aumentou ao longo do periodo de
aclimatizacao avaliado. No 90° dia de cultivo in vitro foram observados os menores valores,
0,55 de Fy/Fm, sugerindo fotoinibicdo. Os maiores valores de F/Fn, foram de 0,80, ao final
dos 45 dias de aclimatizacdo (Figura 11). Entretanto, os menores valores encontrados neste
trabalho ndo sdo considerados drésticos, j& que em casos extremos de fotoinibi¢do, o valor de
Fv/Fm aproxima-se de zero (Bjorkman & Demming, 1987), o que sugere uma fotoinibi¢ao
mais branda durante o periodo in vitro, em que as plantas estiveram submetidas aos estresses
luminosos.

A relagao Fv/Fm ¢ uma medida que indica a eficiéncia fotoquimica potencial do
fotossistema II, também chamada de rendimento quantico maximo do PSII. F\/Fn reflete o
efeito maximo da energia de excitacdo capturada por centros de reagdo abertos do PSII
(Maxwell & Johnson, 2000). Essa relagdo ¢ dependente da eficiéncia na captura e
transferéncia de energia de excitacdo até¢ o centro de reagdo. Em situagdes normais, ndo
estressantes as plantas, a relagao Fy/Fn, para a maioria das espécies, tém um valor aproximado
de 0,83 (Bjorkman & Demming, 1987). Com o passar do periodo de aclimatizagdo as plantas
aumentam seus valores de Fv/Fm para todos os tratamentos, sendo esse um possivel indicio
de que elas se recuperam dos estresses a que foram submetidas.

Quando a planta ¢ exposta a uma iluminagdo prolongada sob luz vermelha pode ser

que resulte na chamada “sindrome da luz vermelha”, a qual se caracteriza pela baixa



72

capacidade de fotossintese, baixos valores de F./Fim e crescimento prejudicado (Miao et al.,
2019). Em plantas cultivadas sob luz vermelha de longa duragdo, observa-se geralmente uma
diminui¢do na eficiéncia do PSII e na taxa de transporte de elétrons (Landi et al., 2019). No
presente estudo, os dados de Fv/Fm sdo os que demonstram essa provavel sindrome da luz
vermelha. Nao ha consenso sobre os efeitos da luz vermelha de longo periodo relacionada a
esse parametro. Em alguns casos permaneceram constantes (Hamdani et al., 2019), mas
diminuiram em outros (Trouwborst et al., 2016; Hogewoning et al., 2010). A combinagdo de
luz azul/vermlha nas plantas, quando se aumenta a proporcao de luz azul sobre a vermelha,
sdo revertidos parcialmente os efeitos negativos induzidos pela luz vermelha (Hogewoning et
al., 2010). A luz azul aumenta a capacidade do aparato fotossintético de se recuperar da
“sindrome da luz vermelha”. Isso explica, por que a luz azul monocromatica geralmente tem
efeitos mais positivos do que a luz vermelha (Landi ef al., 2019).

A plasticidade ¢ definida como a capacidade de um organismo de ajustar seu
desempenho, alterando sua morfologia e/ou fisiologia em resposta a condigdes ambientais
variaveis (Sultan, 2001; Navas & Garnier, 2002; Pigliucci, 2005). A plasticidade fisiologica
esta associada a capacidade de colonizar e crescer em ambientes com altas intensidades de luz
(Montgomery & Chazdon, 2002; Niinemets & Valladares, 2004). No caso de Gomesa
flexuosa, o parametro fisiologico que mais demonstra a plasticidade ¢ o Fv/Fm (Figura 11).

As plantas de Gomesa flexuosa, apresentaram 100% de sobrevivéncia apds o periodo
de 45 dias de aclimatizagdo. Um fato que pode estar relacionado a isso € o tamanho dessas
plantas quando retiradas dos frascos, no 90° dia de cultivo in vitro, além das plantas
apresentarem um sistema radicular bem desenvolvido in vitro (Figura 8). Segundo Nowak e
Pruski (2004), as raizes in vitro mantém sua fung@o e crescimento durante a aclimatagdo. O
enraizamento in vitro ¢ um pré-requisito para adaptacdo das mudas ao ambiente ex vitro
(Gantait et al., 2009). Portanto, o fato de as plantas utilizadas terem um sistema radicular forte
e robusto ¢ um dos fatores que ajudou a garantir plena sobrevivéncia. As plantas
apresentavam ao final do periodo de aclimatizagdo avaliado, limbo foliar intacto, sem

manchas cloroéticas, raizes bem formadas e presenca de novas raizes (Figura 8).
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5.5 CONCLUSAO

Considerando o conjunto de caracteristicas analisadas nesse trabalho para Gomesa
flexuosa, nao houve um tratamento destaque para os pardmetros morfométricos e
bioquimicos. Entretanto lampadas LEDs azuis destacam-se quanto a fluorescéncia da clorofila
a pois plantas submetidas a elas apresentaram altos valores de Fy/Fm (0,79), enquanto LEDs
vermelhos apresentaram valores mais baixos, durante os 45 dias de aclimatizagdo,
provavelmente devido a “sindrome da luz vermelha”.

Pode-se dizer, apds a realizacdo desse trabalho, que Gomesa flexuosa € uma espécie
de orquidea que apresentou plasticidade, possuindo forte capacidade de adaptacio e
recuperagdo frente as condigOes estressantes sob as quais foi submetida. Ao final do
experimento, obteve-se 100% de sobrevivéncia das plantas da espécie que apresentavam
adequado desenvolvimento de folhas e raizes, independente tipo de lampada LED utilizado
para a iluminagdo. Este estudo contribui para compressdao do metabolismo de uma orquidea

brasileira e ajudar a melhorar o processo de cultivo da espécie.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este estudo ¢ de consideravel relevancia para area de cultivo in vitro e propagagao de
orquideas. Com esse trabalho foi possivel perceber que as orquideas estudadas apresentaram
alta plasticidade fisioldgica, resistindo e adaptando-se principalmente a estresses causados por
diferentes espectros luminosos emitidos por luzes LEDs. Todas os diferentes comprimentos
de onda de lampadas LEDs testados foram capazes de alterar a fisiologia das plantase causar
efeitos diferentes e especificos para cada espécie.

Esse trabalho surge de um desejo de compreender melhor como as plantas
respondem fisiologicamente e bioquimicamente as luzes LEDs, concluindo que essas luzes
realmente podem ser utilizadas no cultivo in vitro de orquideas podendo ser uma alternativa
vantajosa para o cultivo dessas espécies. Além disso, o trabalho ajuda na melhor compreensao
de orquideas brasileiras, ajudando a aperfeicoar os protocolos de propagacdo que podem
agora contar com uma nova alternativa luminosa. De maneira geral, o uso de espectros
luminosos pode ser uma proposta para aumentar a eficiéncia no desenvolvimento de
orquideas brasileiras, entretanto, sdo necessarios estudos que possam aprofundar as respostas
encontradas neste trabalho.

Todos esses fatos ajudam a corroborar a ideia de que ¢ preciso compreender a
fisiologia vegetal para conservar de maneira efetiva esses recursos tdo preciosos €
enigmaticos. Quanto aos proximos passos a serem trilhados, estdo o estudo da influéncia de
diferentes combinagdes de luzes azuis e vermelhas no cultivo in vitro de orquideas brasileiras
além de continuar estudando o comportamento fisiologico dessas plantas e suas respostas
frente aos estresses abiodticos permitindo com isso, expandir o conhecimento sobre como os
espectros de luz influenciam no padriao de desenvolvimento de orquideas, otimizando o

cultivo in vitro, principalmente na etapa de aclimatiza¢do, a qual foi o foco desse trabalho.
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