Uso de LEDs na multiplicacdo e enraizamento in vitro de framboeseiras
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso dos LEDs na multiplicacdo e enraizamento das
framboeseiras cultivar Batum e Dorman Red. As brotaces foram multiplicadas em meio MS contendo
30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 7 g L™ de agar. Apos multiplicadas, foram enraizadas
em meio %MS suplementado por 0,1 mg L™ de ANA. As brotacdes foram cultivadas em ambiente
com temperatura de 25 + 2 °C, 16 horas de fotoperiodo e luminosidade de 20 pmol m? s™ fornecida
por LEDs azuis, verdes, vermelhos, [ampadas growlux e fluorescentes. O delineamento experimental
utilizado foi um fatorial 5 x 2 com oito repeticbes. Os LEDs contribuem para o aumento da
multiplicacdo e enraizamento in vitro das brotaces de framboeseiras cultivar Batum e Dorman Red.
Obtiveram-se as maiores porcentagens de enraizamento com a Batum (95,9%) e Dorman Red (90,2%)
cultivadas sob os LEDs vermelhos, 0s quais contribuiram para o maior comprimento das brotagdes
enraizadas. Para Batum, a maior quantidade de massa fresca e massa seca ocorreu sob lampadas
fluorescentes (280,45 mg e 59,20 mg/brotacéo), e para Dorman Red foi sob LEDs vermelhos (271,45
e 64,45 mg/brotacao).
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LED - New light source for multiplication and rooting in vitro of raspberry

Abstract - The aim of this research was to evaluate the use of LEDs in multiplication and rooting of
raspberry cultivars Batum and Dorman Red. Buds were multiplied on MS medium supplemented with
30 g L™ sucrose, 100 mg L™ myo-inositol, 7 g L™ agar. After multiplied they were rooted on % MS
medium supplemented with 0.1 mg L™ NAA. In both phases the buds were grown at the temperature
of 25 + 2 °C, 16 h photoperiod and light of 20 mol m? s provided by blue LEDs, green LEDs, red
LEDs, lamps growlux and lamps flourescent. The experimental was randomized design, and
treatments were arranged in 5 x 2 factorial with eight replications. LEDs contribute to increased
multiplication and rooting of shoots of cultivars raspberry Batum and Dorman Red. The highest
rooting percentages were obtained with Batum (95.9%) and Dorman Red (90 2%) grown under red
LEDs, which contributed to the greater length of the rooted shoots. The highest percentage of rooting
for Batum (95.9%) and Dorman Red (90.2%) was obtained under red LEDs, as well as the length of
the buds rooted. To Batum the largest amount of fresh and dry mass occurred under fluorescent
(280.45 mg and 59.20 mg/bud), and Dorman Red was under red LEDs (271.45 and 64.45 mg/bud).
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Introducéo

As frutas da framboeseira (Rubus idaeus L.)
tém sido largamente consumidas, tanto in natura
como processadas na forma de geleia, suco e
iogurte. Nos Ultimos anos, a framboesa tem
ocupado uma posicdo de destaque devido aos
potenciais beneficios para a salde, por apresentar
em sua constituicdo diversos fitoquimicos, tais
como flavonoides, taninos e acidos fendlicos, os
quais tém propriedades antioxidantes,
antiflamatérias e anticancerigenas (SEERAM et
al., 2006).

A framboeseira pode ser propagada por varios
métodos, e dentre eles podem-se citar estaquia de
raizes, estacas enraizadas e mudas obtidas pelas
técnicas de cultura de tecidos de plantas, sendo a
altima forma de propagacdo considerada a mais
segura por este tipo de muda ser livre de
patdgenos, tais como virus, fungos e bactérias
(OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, as técnicas
de cultura de tecidos possibilitam produzir
elevado nimero de mudas em espaco limitado e
tempo relativamente curto (WU et al., 2009).

Os protocolos para a micropropagacdo da
framboeseira existem ha mais de 20 anos.
Contudo, com o passar dos anos, ocorreram
algumas modificagdes visando otimizar o
processo de producdo de mudas obtidas pela
cultura de tecidos, como o ajuste da concentracéo
de ferro no meio de cultura objetivando reduzir a

clorose internerval das brotagdes
micropropagadas (ZAWADZKA e
ORLIKOWSKA, 2006). Avancos também

ocorreram nas condicGes de cultivo dos explantes
micropropagados, sendo os diodos emissores de
luz (LEDs) a fonte de luz que ganhou destaque
por possuir caracteristicas impares em relacdo as
fontes tradicionais e ter potencial para aplicacio
comercial (YEH e CHUNG, 2009; DING et al.,
2010; ROCHA et al., 2010).

Os LEDs possuem caracteristicas mais
avancadas do que as lampadas fluorescentes e
incandescentes, comumente usadas como fontes
de radiagdo convencional. Dentre essas
caracteristicas, destacam-se: 0 comprimento de
onda especifico, pequena massa e volume, longo
periodo de vida e baixo aquecimento, fato que
contribui para a aquisicdo de um sistema de
resfriamento menos potente e  que,
consequentemente, consumird menos energia
(ROCHA et al., 2010; ROCHA et al. 2013).
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Existem alguns trabalhos de avaliagcdo do uso
dos LEDs como fonte de luz alternativa as
lampadas tradicionais usadas na sala de cultivo in
vitro de plantas em espécies como morangueiro
(ROCHA et al., 2010) e orquidea (SKIN et al.,
2008), entre outras. De acordo com esses autores,
0os LEDs tém contribuido para o aumento da
quantidade de clorofila e carotenoides, nimero de
brotacbes por explante e comprimento da
brotacdo.

Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo avaliar os LEDs como fonte alternativa
de luz na multiplicacdo e enraizamento in vitro
de framboeseira Batum e Dorman Red.

Material e Métodos

O presente trabalho de multiplicacdo e
enraizamento in vitro de framboeseiras (R.
idaeus) foi conduzido no Laboratério de Cultura
de Tecidos da Embrapa Clima Temperado,
localizado em Pelotas, RS.

Para a fase de multiplicacdo, foram utilizadas
como explantes brotages de framboeseiras das
cultivares Batum e Dorman Red com 30 dias de
cultivo in vitro, medindo aproximadamente 10 +
2 mm de comprimento e contendo de 3 a 4
gemas. As brotagdes foram inoculadas em frascos
de vidro com capacidade de 250 mL, contendo 40
mL de meio de cultura. O meio de cultura foi
composto pelos sais e vitaminas do meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido por
mais 50% da concentracédo de ferro (FeSO,7H,0),
30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol,
0,8 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina) e 7 g
L* de 4gar (OLIVEIRA et al., 2009). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,8, ap6s a
adicdo do agar e em seguida foi autoclavado a
uma temperatura de 121 °C a 1,5 atm durante 20
minutos.

Os explantes foram cultivados em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa
de 20 umol m™ s fornecida por diferentes fontes
de luz (LEDs azuis-EDEB 3LAL 470 nm, LEDs
verdes-EDET 3LA1 530 nm, LEDs vermelhos-
EDER 3LA3 630 nm, lampadas growlux e
lampadas fluorescente — tratamento controle),
durante um periodo de 90 dias. Sendo a cada 30
dias transferidos para novo meio de cultura ap6s
a avaliacdo do numero de brotaces formadas por
explante e comprimento médio da brotacéo.
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Para a fase de enraizamento utilizou-se
brotacdes com aproximadamente 20 mm de
comprimento  selecionadas do meio de
multiplicagdo. As brotagdes foram cultivadas em
meio de cultura MS com reducdo de 50% da
concentracdo dos sais (¥2MS), acrescido de 30 g
L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 7 g
L™ de 4gar e 0,1 mg L™ de ANA (4cido naftaleno
acético), sendo o pH ajustado para 5,8
(OLIVEIRA et al, 2009). Nessa fase, foi
utilizado o0 mesmo nuimero de explante e volume
de meio de cultura por frasco e as mesmas
condigbes de cultivo usadas na fase de
multiplicacdo. Apos 35 dias, foram avaliados a
porcentagem de enraizamento, 0 nimero médio
de raizes, o comprimento médio da brotacdo
enraizada, massa fresca e massa seca das
brotacfes sem as raizes.

Para a determinacdo da massa fresca e massa
seca foram utilizadas 40 brotacbes de cada
cultivar mantida sob cada tipo de luz. As
brotacfes sem as raizes foram acondicionadas em
saco de papel e posteriormente colocadas em
estufas  ventiladas com  temperatura de
aproximadamente 60 °C, até atingir peso
constante.

O delineamento experimental utilizado, nas
duas fases de cultivo, foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, sendo 0s
fatores cultivar e fonte de luz. Foram utilizadas
oito repeticOes por tratamento, sendo a unidade
experimental constituida por um frasco contendo
cinco explantes. A analise de variancia e as
médias dos tratamentos obtidas durante as duas
fases de cultivos foram analisadas e comparadas
pelo teste de Duncan. Os dados nimero médio de
brotacdes por explante e nimero médio de raizes
foram transformados em raiz quadrada de (x +
0,5), a porcentagem de enraizamento foi
transformada em arcoseno (x/100), sendo a média
das demais variaveis sem transformagé&o.

Resultados e Discussao

A interacdo entre fonte de luz e cultivar teve
efeito significativo no numero de brotacdes
formadas por explante e comprimento médio das
brotacbes (Tabela 1). O maior numero de
brotagdes formadas por explante foi obtido com a
cultivar Batum cultivada sob os LEDs vermelhos
EDER 3LA3 (4,47 brotagdes explante™),
lampadas growlux (4,30 brotaces explante™) e
lampadas fluorescentes (4,02 brotagdes explante”
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1), ndo havendo diferenca ente as trés fontes de
luz supracitadas. Por outro lado, observou-se que
na cultivar Dorman Red o maior numero de
brotacdes (2,75 brotacde explante™) ocorreu com
0s explantes cultivados sob o LEDs azuis EDEB
3LAL e o menor nimero (1,86 brotac6es/plante)
com os explantes cultivadas sob as lampadas
fluorescentes.

Essa diferenca observada no numero de
brotagcbes formadas por explante entre as duas
cultivares utilizadas pode ser atribuida ao fator de
ordem genética, pois, embora pertencam a
mesma espécie, pode ocorrer variacdo entre
variedades. Além disso, Oliveira e Nino (2009) ja
haviam demostrado que a cultivar Batum é mais
responsiva in vitro do que a Dorman Red, ao
avaliarem o potencial de multiplicacdo de quatro
cultivares de framboeseira. Dessa forma, esse
mesmo fator que influenciou o ndmero de
brotagbes formadas por explante pode ter
influenciado na determinacéo do tipo de luz mais
adequado para a otimizagdo do numero de
brotac6es formadas por explante.

Trabalhando com o porta-enxerto de videira
Teleki 5BB, Heo et al. (2006) observaram néo
haver diferenca no numero de brotacdes
formadas por explante cultivado sob os LEDs
vermelhos (4,5 brotagdes), lampadas
fluorescentes (4,0 brotagdes) e LEDs azuis (3,9
brotacdes). Avaliando a multiplicacdo in vitro da
cultivar Batum cultivadas sob folha de filtro de
luz de cor amarela, azul, vermelha e verde
colocadas sobre os frascos Erig e Schuch (2005),
obtiveram o maior nimero de brotagdes formadas
com os explantes cultivados sob o filtro verde e
filtro vermelho (3,55 e 3,14 brotacdes explante™,
respectivamente).

Quanto ao comprimento médio da brotacéo, o
maior comprimento (19,45 mm) foi obtido com
as brotacgdes da cultivar Dorman Red mantida sob
0s LEDs verdes EDET 3LA1, e o menor
comprimento (14,01 mm) com as brotacOes
cultivadas sob as lampadas fluorescentes. Por
outro lado, com a cultivar Batum verificou-se que
as brotagbes de maior comprimento foram
aquelas cultivadas sob as lampadas growlux
(16,02 mm), LEDs vermelhos EDER 3LA3
(15,66 mm) e LEDs azuis EDEB 3LA1 (14,86
mm), as quais ndo diferiram entre si. O menor
comprimento das brotagdes da cultivar Batum
também foi obtido sob as ldmpadas fluorescentes
(13,61 mm) (Tabela 1). Kim et al. (2004) ja
haviam mostrado que o comprimento das
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brotacdes de crisantemo cultivadas sob os LEDs
vermelhos foi maior do que o das brotacGes
mantidas sob as lampadas fluorescentes (50 e 25
mm, respectivamente).

Avaliando a resposta das brotagdes de
morangueiro Akihime cultivadas sob diferentes
fontes de luz, Nhut et al. (2003) verificaram que
0 comprimento das brotacGes cultivadas sob os
LEDs vermelhos (7,9 cm) foi superior ao
comprimento das brotagbes mantidas sob as
lampadas fluorescentes (6,5 cm). Heo et al.
(2006) mostram em seu trabalho com a qualidade
da luz no porta-enxerto de videira Teleki 5BB
que as brotacGes cultivadas in vitro sob o LEDs
vermelhos apresentaram o dobro do comprimento
daguelas mantidas sob as lampadas fluorescentes.

De modo geral, as brotacbes de maior
comprimento sdo as mais desejaveis, ndo so por
facilitarem a separacdo dos  explantes
multiplicados, como também por enraizarem
mais facilmente quando induzidas em meio de
cultura apropriado, podendo assim dispensar uma
fase de cultivo para alongamento das brotacOes
(ROCHA et al., 2010).

Na fase de enraizamento, observou-se
interacdo entre os fatores fontes de luz e cultivar
para as variaveis porcentagem de enraizamento,
nimero médio de raizes e comprimento médio da
brotacdo enraizada. O maior percentual de
enraizamento foi obtido com as brotacBes da
cultivar Dorman Red mantidas sob LEDs
vermelhos EDER 3LA3 (98,7%), o qual ndo
diferiu do porcentual obtido com as lampadas
fluorescentes (90,2%). Por outro lado, o resultado
obtido na cultivar Dorman Red com os LEDs
vermelhos EDER 3LA3, melhor fonte de luz para
0 enraizamento da framboeseira, foi confirmada
com a cultivar Batum, a qual alcangou a maior
porcentagem (95,9%) sob esta fonte de luz. Além
disto, observou-se que a menor porcentagem de
enraizamento da cultivar Batum (1,60%) e
Dorman Red (28,54%) foi obtida com as
brotages cultivadas sob o LEDs azuis EDEB
3LA1 (Tabela 2). Avaliando a qualidade da luz
no enraizamento da amoreira-preta cv. Tupy,
Rocha et al. (2013) wverificaram que a
porcentagem de enraizamento variou entre 99,8 e
93,0%, sendo a menor média obtida com as
brotacgbes cultivadas sob os LEDs verdes, a qual
ndo diferiu daquelas mantidas sob os LEDs azuis.

Quanto ao numero de raizes, observou-se em
ambas as cultivares que o maior numero foi
obtido nas brotagbes cultivadas sob os LEDs
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vermelhos EDER 3LA3 e lampadas
fluorescentes, os quais ndo diferiram entre si
(Tabela 2). Resultados distintos  foram
observados por Rocha et al. (2013) que,
trabalhando com a amoreira-preta  Tupy,
obtiveram diferenca no nudmero de raizes
formadas nas brotacfes cultivadas sob os LEDs
vermelhos (6,03 raizes brotagdo™) e lampadas
fluorescentes (4,67 raizes brotacdo™).

Esse resultado difere dos obtidos por Chang et
al. (2003) que, trabalhando no enraizamento de
brotacdes de lirio, obtiveram o maior nimero de
raizes (4 raizes brotacdo™) nas brotacdes
cultivadas sob lampada fluorescente e sob os
LEDs vermelhos EDER 3LA3 apenas 1,7 raizes
por brotag&o.

Em relagdo ao comprimento das brotacGes
enraizadas, observou-se que as brotagdes da
cultivar Batum (33,48 mm) e Dorman Red (22,82
mm) mantidas sob os LEDs vermelhos EDER
3LAS3 foi superior ao das brotacbes mantidas sob
as lampadas fluorescentes (22,70 e 22,17 mm,
respectivamente) (Tabela 2). A constatacdo de
que os LEDs vermelhos favorecem o crescimento
das brotacOes ja havia sido previamente relatada
por Heo et al. (2006) que, trabalhando com o
porta-enxerto de videira Teleki 5BB, obtiveram
sob os LEDs vermelhos brotagdes com o dobro
do comprimento das brotagBes cultivadas sob
lampadas fluorescentes. Chang et al. (2003)
trabalhando com lirios sob diferentes tipos de luz

verificaram que os LEDs aumentaram
significativamente o comprimento das brotacoes
enraizadas, sendo as brotacbes de maior

comprimento aquelas mantidas sob os LEDs
vermelhos (97,6 mm) e LEDs azuis (93,4 mm),
diferindo-se do comprimento das brotagdes
cultivadas sob lampadas fluorescentes (64,1 mm).

Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados
da interagcdo significativa dos fatores avaliados
para o peso da massa fresca e massa seca da parte
aérea da brotagdo. Para a cultivar Batum, a maior
guantidade de massa fresca e massa seca foi
obtida quando as brotaces foram cultivadas sob
as lampadas fluorescentes (280,45 mg e 59,20 mg
por brotacdo). Por outro lado, nas brotacfes da
cultivar Dorman Red, a maior quantidade de
massa fresca ocorreu naquelas cultivadas sob os
LEDs vermelhos, sendo superior a das brotacdes
mantidas sob lampadas fluorescentes (236 mg
por brotacdo). Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos por Rocha et al. (2013) que
avaliaram a amoreira-preta e obtiveram as
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maiores médias para as variaveis acima citadas
sob os LEDs vermelhos. Por outro lado, no porta-
enxerto de videira Teleki 5BB cultivado in vitro
sob diferentes fontes de luz, Heo et al. (2006)
verificaram que a maior quantidade de massa
fresca e massa seca foram obtidas sob os LEDs
vermelhos e as lampadas fluorescentes, os quais
ndo diferiam entre si. Resultados semelhantes aos
do presente trabalho foram obtidos por Chang et
al. (2003) que, avaliando os diodos emissores de
luz na micropropagagdo de lirio (Zantedeschia
albomaculata), obtiveram a maior quantidade de
massa fresca e massa seca com as brotacdo
cultivadas sob os LEDs vermelhos. De acordo
com Chung; Huang e Dai (2010), a luz vermelha
estd envolvida no desenvolvimento do aparato
fotossintético e na acumulagdo de amido.

Os resultados obtidos no presente trabalho
evidenciam o potencial dos LEDs como fonte de
luz para a multiplicagdo e enraizamento in vitro
dos explantes de framboeseira. Além de
promover um incremento nos explamentes
cultivados nas duas fases de cultivo, tais como
brotacbes de maior comprimento, os LEDs
apresentam pequena massa e volume, menor
consumo de energia elétrica, baixo aquecimento e
periodo de vida util superior aos da lampada
fluorescente.

Conclusoes

Os diodos emissores de luz (LEDs)
apresentam potencial para serem usados como
fonte de luz em salas de cultivo de framboeseira
micropropagada. Das fontes de luz avaliadas, os
LEDs vermelhos EDER 3LA3 630 nm sdo a
fonte de luz mais apropriada para a multiplicacéo
e enraizamento das brotacbes das framboeseira,
pois a mesma iguala e/ou supera as lampadas
fluorescentes.

O potencial de multiplicacio com uso de
LEDs na cultivar Batum é superior ao da Dorman
Red.
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Tabela 1 - Numero médio de brotagdes por explante e comprimento médio das brotagdes de
framboeseira cultivada sob diferentes fontes de luz.

NUmero médio de brotacoes

Fonte de luz Cultivar
Batum Dorman Red

Leds azuis EDEB 3LAl 3,90 bcA 2,75 aB
Leds verdes EDET 3LA1 3,60 cA 2,24 bB
Leds vermelhos EDER 3LA3 4,47 aA 2,22 bB
Lampadas Growlux 4,30 abA 2,11 bcB
Lampadas Fluorescentes (Controle) 4,02 abcA 1,86 cB
CV (%) 1,89

Comprimento médio das brotaces (mm)
Leds azuis EDEB 3LA1 14,86 abA 15,61 bA
Leds verdes EDET 3LAL 14,44 bcB 19,45 aA
Leds vermelhos EDER 3LA3 15,66 abA 16,64 bA
Lampadas Growlux 16,02 aA 16,60 bA
Lampadas Fluorescentes (Controle) 13,61 cA 14,01 cA
CV (%) 7,73

* Médias ndo seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, diferem pelo teste de Duncan em nivel de 5% de

probabilidade.
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Tabela 2 - Porcentagem de enraizamento, nimero médio de raizes e comprimento médio das
brotacBes enraizadas, ap6s 35 dias de cultivo sob diferentes tipos de luz.
Porcentagem de enraizamento

Fonte de luz Cultivar
Batum Dorman Red
Leds azuis EDEB 3LA1l 1,60 cB 28,54 cA
Leds verdes EDET 3LA1l 4,49 cB 80,62 bA
Leds vermelhos EDER 3LA3 95,99 aA 98,66 aA
Lampadas Growlux 52,51 bA 44,48 cA
Lampadas Fluorescentes (Controle) 70,96 bA 90,26 abA
CV (%) 33,52
Numero médio de raizes

Leds azuis EDEB 3LA1l 0,40 cB 1,03 cA
Leds verdes EDET 3LA1 0,42 cB 2,19 bA
Leds vermelhos EDER 3LA3 3,94 aA 3,90 aA
Lampadas Growlux 1,83 bA 1,98 bA
Lampadas Fluorescentes (Controle) 2,99 aA 3,30 aA
CV (%) 17,17

Comprimento médio da brotacdo (mm)
Led azul EDEB 3LA1 22,13 cA 22,29 bA
Led verde EDET 3LA1 22,52 bA 22,37 bA
Led vermelho EDER 3LA3 33,48 aA 22,82 aB
Lampada Growlux 22,81 bA 22,53 abA
Lampada Fluorescente (Controle) 22,70 bA 22,17 bB
CV (%) 13,69

* Médias ndo seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, diferem pelo teste de Duncan em nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 3 - Peso médio da massa fresca e massa seca da parte aérea das brotacdes de
framboeseiras Batum e Dorman Red enraizadas sob diferentes fontes de luz, apés 35 dias de
cultivo.

Massa fresca (mg por brotagdo)

Fonte de luz Cultivar
Batum Dorman Red
Leds azuis EDEB 3LA1 69,95 cB 106,45 dA
Leds verdes EDET 3LA1l 72,95 cB 111,70 dA
Leds vermelhos EDER 3LA3 184,32 bB 271,45 aA
Lampadas Growlux 161,19 bA 167,95 cA
Lampadas Fluorescentes (Controle) 280,45 aA 236,70 bB
Média 166,31
CV (%) 15,32
Massa seca (mg por brotac¢ao)

Leds azuis EDEB 3LA1l 12,75 cA 18,20 cA
Leds verdes EDET 3LA1 15,05 cB 23,70 cA
Leds vermelhos EDER 3LA3 45,00 bB 64,45 aA
Lampadas Growlux 37,45 bA 43,70 bA
Lampadas Fluorescentes (Controle) 59,20 aA 56,70 aA
Média 31,62
CV (%) 21,56

* Médias ndo seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, diferem pelo teste de Duncan em nivel de 5% de
probabilidade.
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