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RESUMO

FORTINI, Evandro Alexandre, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2017.Potencial fotoautotroficoin vitro e influéncia do espectro de luz e da radiagéo
UV-B sobre o desenvolvimento de vitroplantas d&ernonia condensata Baker
(Asteraceae) Orientador: Wagner Campos Otoni

Vernonia condensata Baker € uma planta tradicionalmente utilizada pela medicina
popular brasileira. Suas propriedades medicinais se devem aos metabolitos produzidos
pela espécie, tais como flavonoides, alcaloides, cumarinas e esteroides. Devido ao seu
potencial farmacolégico, a espécie foi incluida em uma lista de plantas da flora brasileira
que necessitam de mais estudos para gerar produtos ao sistema Unico de salde. A cultura
de tecidos € uma ferramenta viavel para a producéo de plantas com maior biomassa e teor
de compostos bioativos de interessés permite a manipulacao das condicdes de cultivo.
Entretanto, existem poucos trabalhos abordando o cultivd dendensata. Assim,o0

objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes condicbes de meio e
ambientes no cultiven vitro de V. condensata. Para isso, foram conduzidos quatro
experimentost) Avaliacdo do potencial fotoautotroéfico, através do cultivo em diferentes
concentracdes de sacar@e7,5; 15 e 30 g £) e com 0 uso de tampas com membranas
porosas de 0,4hm; 1) Analise do desenvolvimento, fotossintese e anatomid. de
condensata cultivadosin vitro sob diferentes qualidades de:lBzancg Vermelho/Azuj
Vermelho/Branco/Azyl Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azull) Avaliacdo do
desenvolvimento e fotossintese de planta¥.dmndensata aclimatizadas em casa-de-
vegetacao, cultivadas inicialmemtesitro sob os diferentes espectros luminosos descritos

no experimento Il;1V) Avaliacdo das respostdeV. condensata a exposicao a radiacado

UV-B. Nossos resultados demonstraram §uecondensata apresenta potencial para
propagacao fotoautotrofica, e plantas com maior crescimento e acumulo de biomassa
foram encontrados nas condicfes de cultivo com maiores trocas gasosas. A qualidade da
luz afetou o desenvolvimento Wecondensatain vitro, e essa influéncia foi mantida ap6s

a aclimatizagdo. O desenvolvimento decondensata também foi influenciado pela
radiacdo UV-B, que induziu respostas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas. Os
resultados obtidos nesse trabalho contribuem para um melhor entendimento do
desenvolvimenton vitro de V. condensata, e podem colaborar para futurésbalhos

futuros que explorera biossintese de compostos bioativos presenteg. eondensata,

gue sao de grande interesse econdmico e industrial.
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ABSTRACT

FORTINI, Evandro Alexandre, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2017.
Photoautotrophic potential in vitro and influence of light spectrum and UVB
radiation on the development of vitroplants of Vernonia condensata Baker
(Asteraceae) Advisor. Wagner Campos Otoni.

Vernonia condensata is a species widely used by folk medicine. Its medicinal properties
are due with the metabolites produced by the species, such as flavonoids, alkaloids,
coumarins and steroids. Due to its pharmacological potential, the species was included in
a list of plants of the Brazilian flora that need more studies to generate products to the
single health system. Tissue culture is a viable tool for the production of plants with
higher biomass and content of bioactive compounds of interest, because it allows the
manipulation of the culture conditions. However, there are few studies addressing the
cultivation of V. condensata. Thus, the objective of this work was to evaluate the
influence of different environment conditions on thevitro culture ofV. condensata.

For this, four experiments were carried olt: Evaluation of the photoautotrophic
potential, through the cultivation in different concentrations of sucrose (0; 7.5; 15 and 30
g LY and with the use of lids with porous membranes 4f dm; 11) Analysis of the
development, photosynthesis and anatomyVofcondensata grown in vitro under
different lightspectral (White White/Medium blue; Dark red/White/Medium blue; Dark
red/White/Far red/Medium blug)l) Evaluation of the development and photosynthesis

of plants ofV. condensata acclimatized under greenhouse conditions, cultivated initially
invitro under the different lighgpectral described in experimentIN)) Evaluation of the
responses o¥. condensata to the exposure to UV-B radiation. Our results demonstrate
that V. condensata presents potential for photoautotrophic propagation, and the plants
with the highest growth and accumulation of biomass were found in the culture conditions
with the highest gas exchange. Light quality affected the developm¥ntafdensata

invitro, and this influence was maintained after acclimatization. The developmént of
condensata was also influenced by UV-B radiation, which induced enzymatic and non-
enzymatic antioxidant responses. The results obtained in this work contribute to a better
understanding of thie vitro development o¥. condensata, and may contribute to future
works that explore the biosynthesis of bioactive compounds presentcondénsata,

which are of great economic and industrial interest.
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INTRODUCAO GERAL

Vernonia € um importante género da familia Asteraceae e constitui-se como um
dos mais representativos dentro da tribo Vernoniae. O género € composto por mais de
1500 espécies e sua distribuicdo abrange principalmente a Africa e a América do Sul
(Costa et al., 2008; Nergard et al., 2008). Diversas espécies do género sdo consumidas na
alimentacéo, possuem sementes que sdo processadas pela industria na producgéo de Oleos
e sdo amplamente utilizadas na medicina popular (Toyang & Verpoorte, 2013).

Muitas propriedades séo atribuida¥ernonia sp, como acao anti-inflamatéria
(Pandey et al., 2014; Quasie et al., 2016), anticancerigena (Beeran et al., 2014; Thomas
et al., 2016), analgésica (Pandey et al., 2014; Afonso et al., 2015) e antimicrobiana
(Toyang et al., 2013; Mabhiza et al., 2016). Dentre as espécies do género com
propriedades fotoquimicas mais estudadas, pode-se \@tapnia amygdalina, V.
cineria, V. guineenses e V. condensata.

Vernonia condensata Baker é uma planta muito utilizada na medicina tradicional
brasileira, sendo popularmente conhecida como boldo-da-bahia, boldo-do-chile, aluma,
figatil e necroton. Seu centro de origem é a Africa, e possivelmente chegou ao Brasil com
a vinda de escravos. E empregada como anti-inflamatério, antibacteriano, analgésico e
como revigorante para o figado (Lorenzi & Matos, 2008; Ghandi, 2014).

De acordo com o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira,
condensata pode ser utilizada no tratamento da indigestdo (Brasil, 2011). A espécie
também esta relacionada na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude (RENISUS). A RENISUS lista plantas com potencial
farmacoldgico e que necessitam de pesquisa, podendo gerar produtos de interesse para o
SUS (Brasil, 2011

Em geral, os efeitos medicinais das plantas estéo diretamente relacionados com os
metabdlitos secundarios que elas sintetizam e armaz®neondensata apresenta efeito
analgésico, antinoceptivo, antiulcerogénico e anticancerigeno (Risso et glAROE0
et al., 2015; Boeing, et al., 2016; Thomas et al., 2016). Diversos compostos identificados
emV. condensata podem estar relacionados com estas propriedades, tais como alcaloides,
flavonoides, glicosideos, saponinas, cumarinas, taninos, triterpenos e 6leos volateis
(Silva, 2011). Em extrato etandlico ¥ condensata sdo encontrados os flavonoides

luteolina e apigenina, associados com suatividade antioxidante (Silva, 2013).



Luteolina também possui atividade anti-inflamatéria e é o principal composto extraido
das folhas d&. condensata (Khan et al., 2014; Boeing et al., 2016).

Apesar da importancia medicinal da espécie, existem poucos estudos que abordem
0 seu cultivo. Assim, a cultura de tecidos surge como uma ferramenta promissora, devido
a facilidade de controle e regulacdo do ambiente de cultivo (Naik & Al-Khayri, 2016). O
cultivo in vitro oferece muitas vantagens, tais como possibilidade de multiplicar o
material vegetal em curto espaco de tempo, controle sobre os fatores que influenciam o
crescimento e metabolismo da planta, controle sobre as rotas de biossintese de compostos
de interesse, bem como a possibilidade de elicitacdo dos metabdlitos (Hussain et al., 2012;
Bhatia et al., 2015; Ng et al., 2016). Vicente et al., (2009) descreveram o estabelecimento
in vitro deV. condensata, bem como avaliaram a influéncia de diferentes concentracoes
de 6-benziladenina no desenvolvimento e a posterior adagab Porém, devido ao seu
potencial farmacoldgico faz-se necessario realizar mais trabalhos com esta espécie.

Varias estratégias podem ser desenvolvidas utilizando a cultura de tecidos,
resultando em potenciais aumentos no acumulo de biomassa e de metabdlitos produzidos
pela planta. Dentre estes métodos, podem-se citar a otimizacdo do meio e do ambiente de
cultivo, a adicéo de precursores de metabdlitos secundarios de interesse, a elicitacdo e a
biotransformag&o (Smetanska et al., 2008rthy et al., 2014).

As baixas taxas de atividade fotossintética das plamtagtro podem ser
contornadas com a otimizacdo do meio e ambiente de cultivo. A utilizacdo de frascos
gue permitem trocas gasosas, o cultivo em ambiente enriquecido coeaG&ducéo ou
eliminacdo das fontes de sacarose do meio sdo métodos utilizados para explorar o
potencial fotoautotréfico das plantas vitro (Yaseen et al., 2013). O cultivo em
condicOes fotoautotréficas pode ter efeito no metabolismo secundario vegetal, com o
aumento da producdo dos compostos bioativos de interesse (larema et al., 2012; Saldanha
et al., 2013; Saldanha et al., 2014).

Com relacdo ao meio, a concentracdo e o tipo fonte de carbono tém grande
importancia no cultivan vitro, pois nestas condi¢cfes as plantas perdem parcialmente a
autotrofia, necessitando de uma fonte exdgena (Nicoloso et al., 2003). Sao atilizada
como fontes de carbono um unico tipo de agucar ou misturas, como de frutose, glicose,
sacarose (Murthy et al., 2014). O cultivovitro sem suplementacdo de uma fonte de
carbono também pode alterar o metabolismo secundario das plevitaania somnifera
cultivada em meios com diferentes fontes e concentracdo de carbono apresentou

diferencas significativas na producéo de withanolideos A (Praveen & Murthy, 2012).
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A utilizacdo de tampas com membranas permeaveis a gases no iculiitro
aumenta as trocas gasosas, favorece a renovacao da atmosfera interna dos frascos, reduz
a umidade no interior dos frascos e facilita a absor¢do de dgua, nutrientes era¢éanspi
(Aitken-Christie et al., 1995; Xiao et al., 2011). Aléem do aumento das taxas
fotossintéticas e da maior biomassa, a utilizacdo de tampas com membranas que permitem
as trocas gasosas também pode influenciar a anatomia (Saldanha et al., 2013; Nguyen et
al., 2015; Batista et al., 2016) e o metabolismo secundério das plantas (Tisserat et al.,
2009; Xiao et al., 2011; Rodriguez-Uribe et al., 2012).

A luz é outro fator que influencia no desenvolvimento, morfoanatomia e fisiologia
das plantas (Wang & Folta, 2012; Gupta & Jatothu, 2013; Bian et al., 2015; Ouzounis et
al., 2015). O controle do fotoperiodo, da intensidade e qualidade da luz pode favorecer a
sintese de compostos de interesse, pois esta diretamente envolvida na regulacéo de rotas
de biossintese de diversos metabdlitos (Alvarenga et al., 2015; Batista et al., 2016). A
qualidade do espectro luminoso pode influenciar ainda na eficiéncia fotossintética das
plantas (Lin et al., 2013; Zienkiewicz et al., 2015) e induzir variagdes anatdmicas, tais
como observados emBetula pendula (Saebo et al., 1995%olanum lycopersicum e
Platanus orientalis (Arena et al., 2016).

A radiacao ultravioleta B (UV-B, 280-315 nm) possui alta energia espectral e pode
afetar o desenvolvimento, metabolismo e morfoanatomia das plantas (Chen et al., 2016;
Schreiner et al., 2016). Diversos trabalhos associam a exposicao a radiacdo UV-B com a
reducdo no crescimento e biomassa (Raghuvanshi & Sharma, 2016; Yan et al., 2016),
menor eficiéncia fotossintética (Doupis et al., 2016; Yan et al., 2016; Kataria et al., 2017),
producdo de enzimas antioxidantes (Czégény et al., 2016; Yoom et al., 2016), inducdo da
biossintese e acumulo de metabdlitos secunddfesidey & Pandey-Rai, 2014;
Randriamanana et al., 2015; Chen et al., 2016; Huang et al), 2016

Tendo em vista vasta utilizacdo d¥. condensata na medicina tradicional, bem
comoo fato desta espécie estar incluida em uma lista de interesse ao SUS (RENISUS),
faz-se necessario realizar novos estudos visando explorar o d¢aoltitno, 0s quais
subsidiarao trabalhos futuros explorando seu potencial farmacol6gidb.déndensata,
diversos compostos bioativos ja foram identificados e associados a propriedades
medicinais, porém ainda n&do existem trabalhos na literatura que buscam desenvolver
estratégias para maximizar a producéo destes metabolitos de interesse.

A partir destes principios, objetiva-se pelo presente trabalho testar as seguintes

hipéteses:



V. condensata possui potencial fotoautotrofiéa vitro;
Os niveis de sacarose e trocas gasosas influenciam o crescimento, fotossintese e
anatomia dé&/. condensata cultivadasn vitro;

Vitroplantas deV. condensata cultivadas diferentes qualidades dedpesentam
variac6es morfofisiologicas, fotossintéticas e no desenvolvinienttyo;

Plantas cultivasn vitro sob diferentes qualidades de luz apresentam, apés a
aclimatizacdo em condicbes de casa-de-vegetacdo, diferencas no
desenvolvimento e fotossinges

A radiacdo UV-B afeta o desenvolvimento e leva a alteracdes fisiolGgites

condensata.
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CAPITULO |

Efeito das trocas gasosas e da concentracdo de sacarose no desenvolvimento

in vitro de Vernonia condensata

RESUMO

Vernonia condensata € uma espécie comumente utilizada pela medicina popular. Dentre
seus usos, € indicada como anti-inflamatério e analgésico. Existem poucos trabalhos na
literatura abordando o seu cultivo, sendo a cultura de tecidos é uma alternativa potencial
para a propagacao da espécie. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia
dos niveis de sacarose (0; 7,5;15 e 30'pe_.de trocas gasosas (0, 1 e 2 membranas) no
desenvolvimento, anatomia e atividade fotossintética no cuttiktro deV. condensata.
Tratamentos com maior teor de sacarose (3¢)gelcom uma ou duas membranas que
permitem maiores trocas gasosas induziram plantas maiores e com maior acumulo de
biomassa. A taxa de explantes respondentes, por sua vez, foi menor quando nao houve
sacarose adicionada no meio. A presenca de sacarose pode suprir as necessidades
metabodlicas da planta ou reduzir a eficiéncia da fotossintese, como mostrado pelas
menores taxas fotossintéticas. As condi¢des de cultivo também causaram modificacbes
anatémicas nas folhas, interferindo no indice estomético, na espessura da lamina foliar e
no desenvolvimento dos feixes vasculares. Estes resultados demonstramh que
condensata apresenta potencial para propagacao fotoautotréfica. Trabalhos futuros que
visem incrementar os niveis de £ab cultivoin vitro dessa espécie podem reduzir a
necessidade de uma fonte de carbono externa, induzindo assim plantas mais ruasticas e

aumentando a sobrevivéncia na aclimatizagao.

Palavras-chave: Vedagédo, fonte de carbono, boldo-da-Bahia, propagacédo

fotoautotrofica.
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ABSTRACT

Vernonia condensata is a species widely used by folk medicine. Among its uses, it is
indicated as anti-inflammatory and analgesic. There are few works in the literature
approaching its cultivation and tissue culture is an interesting alternative for the
propagation of the speciebhus, the objective of the present study was to evaluate the
influence of the sucrose levels (0; 7.5; 15 e 30y and gas exchange (0, 1 and 2
membranes) on development, anatomy and photosynthetic activityitno culture of

V. condensata. Treatments with higher content of sucrose (30%dnd with one or two
membranes induced plants with higher height and greater biomass. The responsive
explantsby its turn were lower when no sucrose was available in the medium. The
presence of sucrose in the medium may also suppress the metabolic needs of the plant or
reduce photosynthesis, as shown by the lower averages of photosynthetic rate. The
conditions led to anatomical changes in leaves, interf@mitige stomatal index and leaf
thickness. These results demonstrate tiat condensata presents potential for
photoautotrophic propagation. Future work aimtogincreaseCO; levels inin vitro

culture of this specie may reduce the need for an external carbon source, inducing more

rustic plants and increasing survival in acclimatization.

Keywords: Flask sealing, carbon source'boldo-da-Bahig photoautotrophic
propagation.
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INTRODUCAO

Vernonia condensata Baker (Asteraceae) € uma planta medicinal conhecida
popularmente por aluma, necroton e boldo-da-Bahia. Nativa da Africa, a espécie foi
provavelmente trazida para o Brasil pelos escravos (Lorenzi & Matos, 2008). Existem
estudos que atestam a utilizacdo como anti-inflamatério e analgésico (Risso et al., 2010;
Silva et al., 2011), antiulcerogénico (Boeing et al., 2016), além de registros do uso no
tratamento de picadas de serpentes (Pereira et al., 1994). Thomas et al. (2016) mostraram
que o extrato da espécie tem acdo anticancerigena, devido a sua potente atividade na
diminuicdo do tumor e no aumento da vida util em ratos doentes. Além disso, a planta
também pode prevenir a hipercolesterolemia (Arantes et al., 2016). A presenca de
compostos bioativos, tais como alcaloides, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos,
triterpenos e 6leos volateis, podem estar relacionados com a atividade medicinal da planta
(Silva et al., 2011).

Devido ao grande potencial farmacologico \decondensata, sdo necessarios
estudos visando a sua propagacao e assim evitar a exploracdo predatéria da espécie no
ambiente. A cultura de tecidos vegetais pode ser uma alternativa viavel, pois facilita a
propagacao clonal, a conservacdo em bancos de germoplasma, além de constituir uma
ferramenta para a producdo de compostos bioativos de plantas medicinais (Kumari et al.,
2016). A propagacao de espécies medicinais via cultura de tecidos € relatada em inUmeros
trabalhos (Jaziri et al., 1996; Raja & Arockiasamy, 2009; larema et al., 2012; Coppede et
al., 2014)

Plantas cultivadasin vitro pelo método convencional crescem em um
microambiente com elevada umidade e baixa concentracdox#u€te o fotoperiodo
(Xiao et al., 2011; Nguyen et al., 2016). Nestas condi¢cBes, as plantas normalmente
possuem menor desenvolvimento, baixas trocas gasosas e taxas fotossintéticas, desordens
morfolégicas, fisiolégicas e maiores taxas de contaminacdo, além de possuirem menor
sobrevivéncia na aclimatizacdo (Ko&akKubota, 2001 Kozai, 2010; Xiao et al., 2011
Nguyen et al.,, 2016). Visando contornar estes problemas, muitos trabalhos buscam
alternativas através do cultivo em condi¢cdes fotomixotréficas ou fotoautotroficas
(Lucchesini et al., 2001; larema et al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Martins et al., 2016).
Para isso, podsediminuir ou eliminar a fonte de carbono do meio de cultivo, aumentar

a luminosidade e prover maior difusdo dos gases entre 0 ambiente interno e externo dos

12



frascos (Xiao et al., 201 Pérez-Jiménez et al., 2015; Schmildt et al., 2015; Nguyen et
al., 2016).

Plantas cultivadas vitro podem perder parcialmente a autotrofia e com isso
necessitar de uma fonte de carbono externa (Nicoloso et al., 2003). Séo utilizados como
fonte de carbono em cultura de tecidos a@gégis como glicose, frutose, sacarose, ou
a mistura destes (Murthy et al., 2014). Em geral, a sacarose é o acUcar mais utilizado
(Xiao et al., 2011).

O metabolismo primario das plantas pode ser regulado pela disponibilidade de
acucar. Altas concentracdes de sacarose podem gerar um incremento no crescimento,
porém resultam em uma diminui¢cdo ou inibicdo da fotossintese e da mobilizacdo de
nutrientes (Rolland et al., 2006). Nestas condicfes, o aparato fotossintético pode ter uma
formacdo defeituosa, além de ocorrerem deformidades anatdbmicas e morfolégicas nas
plantas (Hazarika, 2006). Assim, a diminuicdo ou a eliminacdo do uso de uma fonte de
carbono no meio de cultura pode ser util na formacdo de plantas com melhor
desenvolvimento, além de reduzir os custos do cultivo e aumentar a sobrevivéncia das
plantas na aclimatizacao (Xiao & Kozai, 2006). O cultiveitro sem suplementacao de
uma fonte de carbono também pode alterar o metabolismo secundario das plantas.
Withania somnifera cultivadas em meios com diferentes fontes e concentragcéo de carbono
apresentaram diferencas significativas na producdo de withanolideos A (Praveen &
Murthy, 2012).

A difusdo de gases entre o ambiente interno e externo dos frascos é limitada pelo
tipo de vedacéo utilizado. Em condi¢gdes de baixas trocas gasosas, o ambiente interno do
frasco apresenta-se com elevada umidade, altas concentracfes de etileno, além de baixo
teor de CQdurante o fotoperiodo (Hazarika, 2006; Kozai, 2010). Estas condi¢cdes podem
comprometer o desenvolvimento das plantas e reduzir a taxa fotossintética e de absorcéo
de nutrientes (Kozai et al., 199Mohamed & Alsadon, 2010; Kozai, 2010). A anatomia
das plantas cultivadas em ambientes com condi¢cdes de baixos niveis de trocas gasosas
pode ser comprometida, sendo observado menor diferencia¢do do tecido vascular, células
parenquimaticas menos justapostas, pouca deposi¢éo de cera epicuticular e ocorréncia de
estbmatos nédo-funcionais (Saldanha et al., 2013; Nguyen et al.,, 2016; Batista et al.,
2017a).

O uso de membranas de trocas gasosas no sistema deinwitivpode diminuir
as limitagcbes da baixa difusdo de gases. Diversos trabalhos mostram que plantas

cultivadas em frascos com membranas permeaveis apresentam maior crescimento, maior
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taxa fotossintética, desenvolvimento anatdmico semelhante aos das plantas de campo e
maior taxa de sobrevivéncix vitro (Alvares et al., 2012; Rodrigues et al., 2012;
Saldanha et al., 2012; Saez et al., 2015; Batista et al., 2017b).

A partir disto, os objetivos do presente estudo sdo avaliar o potencial
fotoautotroéfico, e os efeitos da concentracdo de sacarose e dos niveis de trocas gasosas

sobre o crescimento, fotossintese e anatomia dendensata.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e estabelecimentm vitro

As plantas dé/. condensata foram obtidas a partir de estacas, de planta matriz
procedente da cidade de Guiricema/MG (21°00'28" S 42°43'04" O). As estacas com
aproximadamente 15 cm de altura e com quatro gemas foram colocadas em vasos de
polietileno com capacidade de 6 L, contendo a mistura de substrato comercial
(PlantMa¥®), areia e fibra de coco na proporgéo de 2:1:1. As plantas foram mantidas no
Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vigcosa (UFV), onde recedar tratos culturais e foram irrigadas
periodicamente.

Para o estabelecimeritovitro, foram coletados segmentos nodais do 3° a 5° nés
a partir do apice, de ramos jovens das plantas em fase de crescimento vegetativo. Sob
condicdes assépticamdesinfestacdo dos explantes consistiu em imersédo por 2 minutos
em alcool 70%, seguido de imers&o por 10 minutos em hipoclorito de sédio (1% do cloro
ativo) em agitacdo. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens em agua destilada,
desionisada e autoclavada. Os explantes nodais foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio basal e vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962) apir1 30
1 de sacarose, 100 mgtde mio-inositol e 2,8 mgt de Phytagé&l. O pH foi ajustado
para 5,7 £ 0,1 e o meio autoclavado a 121 °C e 108 kPa por 20 minutos. Os subcultivos
foram realizadoesmmeio basico MS nas mesmas condi¢des anteriores, porém utilizando-

se7 g L'* de Agar (Merck, Darmstadt, Alemanha).
Experimentos com trocas gasosas e concentracdo de sacarose

Segmentos nodais foram inoculados em frascos de vidro (250 mL de capacidade)
contendo 60 mL de meio MS bésico semi-solido, nas condi¢des utilizadas para o
estabelecimentdn vitro, sendo utilizadas as concentragdes 0; 7,5; 15 e 308 delL
sacarose. Foram inoculados trés explantes por frasco, com trés tipos de vedacao,
resultando em diferentes niveis de trocas gasosas, mensurado por Batista et al. (2017b)
tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de tr@2€TCO,) de
14 L Lt s1]; TRP com um orificio de 10 mm coberto por uma membrana fluoroporo
hidrofébica (PTFE, MilliSeal AVS-045 Air Vent) de 0,480 de poros (TTC®@de 21uL
Lt s) e TRP com dois orificios cobertos por membranas (TaX@O25uL L s?)

(Figura 1).
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As culturas foram mantidas por 35 dias em sala de crescimento sob irradiancia de
50 umol m? s, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 26 *2 °C. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, totalizando 12 tratamentos com 5 repeticdes

cada. Cada frasco constituiu uma repeticao.
Andlises de desenvolvimento

Foram analisadas as seguintes caracteristicas de desenvolvimasga fresca
(g), massa seca (g), comprimento total da parte aérea (cm), comprimento total da maior
raiz (cm), numero de folhas, nUmero de raizes, nUmero de brotos, taxa de sobrevivéncia
(%) e area foliar (cr). Para a determinacdo da area foliar, as folhasrffixadas em
papel branco, e fotografadas com camera digital. Apds ajustes nas imagens, foi utilizado
o programa ImageJ (Schneider et al., 2012), para o processamento e geracdo do atributo

area foliar.
Teor de pigmentos fotossintéticos

Foram retirados cinco discos foliares (7 mm de diametro), da terceira folha
completamente expandida a partir do apice. Os discos foliares foram colocados em 5 mL
de solucdo de DMSO (saturado com carbonato de calcio), onde perraempoei8
horas no escuro (Santos et al., 2008). A determinacédo da absorbancia das amostras foi
realizada em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico, no espectrofotémetro
Genesys 10UV (ThermoScientific, EUA). Os comprimentos de onda analisados foram de
665, 645 e 480 nm. O célculo das concentracfes das clomfias carotenoides foi
baseado na metodologia descrita por Wellburn (1994).

Analises anatbmicas

Para a caracterizacdo anatémica da folha, foi realizada uma amostragem de trés
plantas por tratamento, de onde foram retiradas 5 cortes da segunda folha apical
completamente expandida. As folhas foram seccionadas na posigéo central do limbo, e as
amostras coletadas foram de aproximadamente 100 mmz2. As amostras foram fixados em
solucdo Karnovsky (Karnovsky, 1965), composto por 2,5 % de glutaraldeido, 4,0 % de
paraformaldeido, 3,0 % de sacarose, 5 mM de £a@i tampéo de cacodilato a 0,1M
(pH 6,8), refrigerado.

Apbs a fixagdo, as amostras foram desidratadas em série etilica crescente (10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 85, 90 e 95%) e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica
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Instruments, Alemanha). As secg¢des transversais e longitudinais de 5 um de espessura,

foram obtidas em micrétomo rotativo de avango automético (RM2155, Leica
Microsystems Inc., USA) e corados com azul de Toluidina (pH 3,2) para caracterizacao
estrutural (O’Brien & McCully, 1981), xylidine Pounceau para deteccdo de proteinas
totais (Campos, 1977) e acido periddiceagente de Schiff (PAS) para polissacarideos
totais (Feder & O'Brien, 1968).

As laminas foram montadas em resina sintética PerfiddiR1.5-500 (Fisher
Chemicals- Fisher Scientific). Para a captura de imagens, foi utilizado um microscopio
de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a camera
fotogréfica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e
microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic, no Laboratorio de
Anatomia Vegetal/ UFV.

Para o estudo das células epidérmicas, foi utilizada a técnica de diafanizacao,
adaptado de Johansen (1940). Folhas completamente expandidas foram diafanizadas,
desidratadas em etanol 50% e coradas com fucsina alcodlica. As laminas foramsnontada
em Permount. As observacdes e a documentacao fotografica foram realizadas em um
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japéo) equipado com
sistema U-Photo. A contagem das células epidérmicas e o célculo do indice estomatico
foi realizado com o auxilio do programa ImageJ (Schneider et al., 2012).

Mensuracéo da taxa fotossintétican vitro

As trocas gasosas e a quantificacédo da taxa fotossintétiteo foi realizada em
um modelo adaptado do proposto por Costa et al. (2014).

Um IRGA (model S151; Qubit Systems, ON, Canada) foi utilizado para as
medi¢cdes de tocas gasosas e a coleta dos dados foi realizado através do software
LoggerLite (LoggerLite, 1.8.1, Vernier Software & Technology Caliper, Beaverton). O
CO: de referéncia foi calculado através da entrada de ar em um frasco vazio, trazido por
uma bomba do ambiente externo a uma taxa de fluxo de ar constante de 3@9mL m
dentro de uma camara com iluminagédo (uma lampada LED branca). As plantas foram
mantidas na auséncia de luz por um periodo de 8 h que antecederam a analise. Logo apés
a medicao do Cg&xeferéncia, os frascos com as vitroplantas foram acoplados ao sistema,
sendo o CQ@calculado até o ponto de estabilizagdo. As trocas gasosas foram calculadas

através da diferenca entre o £@e referéncia e o0 GQdas plantas expostas ao ar
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atmosférico. A temperatura e a umidade do ar no frasco foram mensuradas através do
sensor Espec (Thermo Recorder RS-11, Takai Espec Corp.).

A taxa fotossintétican vitro (A) foi dada pela seguinte férmula:

ACO,
—2o-1Yy —
A (umol m™s™%) = Mol. Flow
Onde,
ACO,(ppm) = CO, de referéncia — CO, de analise
Taxa de fluxo de ar (L min™1)
Mol Flow =

Constante dos gases perfeitos (22,4) X Temperatura (K)
( 600000 )

Area foliar (cm?)

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas de todos os experimentos foram realizadas por meio do
software Genes versao Windows/2004.2.1 (Cruz, 2013). Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (Scott
& Knott, 1974), em nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

O desenvolvimentoin vitro de V. condensata € influenciado pelas trocas gasosas e

pela disponibilidade de sacarose

O presente estudo analisou o efeito de diferentes concentracdes de sacarose e das
membranas de trocas gasosas sobre o desenvolvimento de vitroplantasndensata
(Figuras 2 e 3). As variadveis de desenvolvimento avaliadas apresentaram interacdes
significativas entravedacéao do frasco (0; 1 e 2 membranas) e diferentes concentracées
de sacarose (0; 7,5; 15 e 307¢) Ipara as variaveis comprimento da parte aérea (Figura
3A), da raiz (Figura 3B) e da massa fresca (Figura 3E). Para estas variaveis, @ maior
médias foram encontradas em plantas cultivadas em frascos com 2 membranas e 30 g L
! de sacarose.

Para as variaveis area foliar e massa seca, os fatores analisados atuaram de forma
independente (Figura 3D e 3F, respectivamehtelive diferenca significativa entre as
condi¢des de cultivo estudadas, sendo observado que as menores médias ocorreram em
plantas cultivadas sem sacarose e sem membrana.

Para a variavel da taxa de explantes respondentes (Figura 3C), os tratamentos
diferiram apenas quanto a concentragdo de sacarose. Plantas cultivadas com sacarose
apresentaram as maiores frequéncias de explantes respondentes, independente da

concentracao utilizada.

V. condensata cultivada in vitro sob condicéo fotoautotréfica apresenta maior taxa

fotossintética

A taxa fotossintética diferiu significativamente entre os tratamentos. Na auséncia
de interacdo, os fatores concentracdes de sacarose e niveis de trocas gasosas foram
analisados separadamente, sendo que apenas o primeiro contribuiu para a diferenca entre
os tratamentos. Os tratamentos sem sacarose apresentaram as maiores médias enquanto
gque a presenca desta fonte de carbono no meio, nas diferentes concentracdes utilizadas,
levaram a respostas semelhantes quanto a taxa fotossintética (Figura 4).

Com relacdo aos teores de pigmentos fotossintéticos, houve interacdo entre os
fatores estudados (Figuras 5A a 5D). A concentracdo de cladfilanaior nas plantas
cultivadas com 1 e 2 membranas. Os teores de cloloéla apresentaram diferencas
significativas em plantas cultivadas em frascos sem membrana, em meioscomOe 7,5 g

L de sacarose, que apresentaram as menores médias. A razdo elbrtditabém no
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diferiu significativamente para tratamentos com 1 ou 2 membranas, independente da

concentragdo de sacarose. Em plantas cultivadas em frascos sem membrana, os maiores
valores dessa razao ocorreram em meio sem sacarose. As menores concentragdes de
carotenoides totais ocorreram em plantas cultivadas sem sacarose e sem membrana,

tratamento esse que diferiu significativamente dos demais.

Os niveis de sacarose e as trocas gasosas afetam a estrutura e anatomia foéar
vitroplantas de V. condensata

As folhas deV. condensata cultivadasin vitro apresentaram uma estrutura
dorsiventral bem definida, tendo em média uma camada de parénquima palicadico e trés
camadas de parénquima lacunoso. Alteragdes estruturais foram observadas nos
tratamentos com maiores trocas gasosas (1 e 2 membranas), cujas plantas tiveram folhas
mais espesas Tratamentos com maiores concentracdes de sacarose e com 1 ou 2
membranas apresentaram feixes vasculares maiores, mais organizados e células
parenquimaticas mais volumosas (Figuras 6A a 6L).

O indice estomético também foi alterado pelos fatores sacarose e vedacdao,
havendo interacdo entre eles no indice estomatico adaxial. Neste, as maiores médias
foram observadas nos tratamentos sem membrana. Nao houve interacdo entre os fatores
para a variavel de indice estomético abaxial, sendo observados resultados similares ao
adaxial, com as maiores médias associadas aos tratamentos sem membrana (Figura 7).

Testes histoguimicos indicaram a presenca de compostos de reserva na regiao do
feixe central e da lamina foliar dé condensata (Figuras 8, 9 e 10). Grdos de amido
evidenciados pela reagao positiva com lugol, se encontravam em pequena quantidade e
dispersos principalmente préximo ao feixe vascular. Carboidratos totais e proteinas foram
evidenciados na reacdo com PAS e xylidine Pounceau, porém em pouca quantidade na
regido da lamina foliar. Os testes histoquimicos ndo mostraram diferencas entre os

tratamentos.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho evidenciaram\juendensata possui
diferentes respostas morfoanatdmicas e no desenvolvimenttro, decorrentes das
alteracfes na concentracdo de sacarose do meio e dos niveis de trocas gasosas. O Unico
trabalho publicado com cultivan vitro de V. condensata também apresentou
desenvolvimento diferenciado em resposta a distintas concentragdes de 6-benziladenina
(Vicente et al., 2009).

O método de cultivin vitro depende da capacidade da espécie em responder as
condic¢es fornecidas para o desenvolvimento. Varios trabalhos exploraram a capacidade
fotoautotréfica de plantas vitro (larema et al, 2012; Samosir et al., 2014; Shin et al.,
2014; Corréa et al., 2015; Corréa et al., 2016). Nossos dados demonstrargmn que
condensata possui potencial fotoautotrofico, visto o desenvolvimento em frascos com
membranas que permitem trocas gasosas e as maiores taxas fotossintéticas em meio sem
fonte externa de carbono.

O aumento das trocas gasosas resultou em maior crescimento e acumulo de
biomassa enV. condensata. Diversos trabalhos obtiveram resultados similares com
outras espécies (Ribeiro et al., 2009; Rodrigues et al., 2012; Saldanha et al., 2012; Batista
et al. 2017b). O uso de membranas facilita o fluxo de gases entre o ambiente externo e
interno do frasco, reduzindo a umidade interna e facilitando a absor¢ao de nutrientes pelas
plantas (Arigita et al., 2010; Saldanha et al., 2012; Batista et al. 2017b).

O acréscimo de uma fonte de carbono no meio de cultura também pode influenciar
diretamente o desenvolvimento das plantas micropropagadas (Rolland et al., 2006).
Dentre as fontes de carbono, a sacarose € uma das mais utilizadas em cultura de tecidos
vegetais. Diversos trabalhos relacionam a utilizacdo de sacarose com maior crescimento,
expansao foliar e ganho de biomassa (Badr et al., 2015; Fanta et al., 2016; Zahara et al.,
2016). Além disso, o cultivin vitro sem sacarose no meio de cultura leva a menores
taxas de multiplicacdo do material vegetal (Jo et al., 2009). Nossos resultados
corroboraram com estes trabalhos, visto que os melhores resultados das variaveis de
desenvolvimento e das taxas de explantes respondentes ocorreram nos tratamentos com
maiores concentracdes de sacarose.

O cultivo deV. condensata na auséncia de sacarose resultou em uma maior
atividade fotossintética, mesmo com menor crescimento. A disponibilidade de sacarose

pode ter atuado na inibicdo da producdo de enzimas-chave da fotossintesejrmmtribu
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para a formacdo de um aparato fotossintético disfuncional ou inibido por saturacéo
(Hazarika, 2006; McCarthy et al., 2016). A disponibilidade de sacarose no meio pode ter
suprido as necessidades metabodlicas das plantas. Resultados semelhantes foram
observados em outras espécies cultivaasisro (Hdider & Desjardins, 1994; Fuentes et

al., 2005; McCarthy et al., 2016).

Os maiores teores de pigmentos fotossintéticog. dendensata ocorreram nos
tratamentos com maiores trocas gasosas. Maiores trocas gasosas proporcionam um
aumento da concentragédo de 30 interior do frasco, o que estimula a fotoautotrofia
das plantas e consequentemente, maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos
(Mohamed & Alsadon, 2010). Menores concentragdes de etileno no interior dos frascos
com membranas também podem ter relagdo com uma maior biossintese de pigmentos
(Kozai, 2010). Muitos trabalhos também associam a maior disponibilidade a0
do frasco com o aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos, como observado em
Pfaffia glomerata (Saldanha et al., 2012; Saldanha et al., 20G&yuina avellana
(Alvarez et al., 2012) kippia alba (Batista et al., 2017a).

A diferenciacédo e a organizacao celular sdo modificadas em cultura de tecidos
vegetais. Plantas cultivadas em condicfes heterotroficas apresentam um aumento da
densidade estomatica, em decorréncia das baixas trocas gasosas do frasco com o meio
externo (Lian et al., 2002; Mohamed & Alsadon, 2010). Nossos resultados também
evidenciaram que 0s niveis das trocas gasosas contribuiram para uma alteracdo da
frequéncia estomatica 8e condensata, sendo que os maiores indices foram encontrados
em plantas cultivadas em menores trocas gasosas.

Diferentes niveis de trocas gasosas resultam em mudancas anatémicas nas folhas
de plantas cultivadam vitro. Folhas de vitroplantas de bata&bl@num tuberosum)
cultivadas em frasco sem trocas gasosas se mostraram menos espessas € com menor
vascularizacdo (Mohamed & Alsadon, 2010). A andlise anatdmica de folh¥s de
condensata corrobora com estes resultados, demonstrando que folhas de plantas
cultivadas em frascos com tampas que permitem trocas gasosas sSd0 mais robustas,
espessas e possuem sistema vascular mais desenvolvido.

Conclui-se gueV. condensata possui potencial fotoautotréfico e que as trocas
gasosas sao benéficas no cultivaitro desta espécie. No entanto, os melhores resultados
de crescimento e biomassa também ocorreram em meio com sacarose. A necessidade da
presenca sacarose pode ser associada com a concentracao insuficienteasm@gor

do frasco durante o fotoperiodo (Xiao et al., 2011), demonstrando a necessidade de um
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maior aporte de CO Estudos futuros testando o cultivovitro de V. condensata em
ambiente com enriquecido @, a niveis proximos a concentragdo atmosférica podem
resultar na reducdo da dependéncia de fonte externa de carbono, possibilitando a producéo
de plantas mais rustificadas, bem desenvolvidas e com menores perdas na fase de

aclimatizacao.
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FIGURAS

Figura 1 — Detalhes dos padrdes de vedacdo empregados no calitm deVernonia
condensata. A. Tampa rigida de polipropileno (TRA; TRP com uma membran@;
TRP com duas membranas.
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Figura 2 - Plantas deVernonia condensata cultivadasin vitro sobre diferentes
concentragdes de sacarose (0; 7,5; 15 e 3@)gelniveis de trocas gasosas (0, 1 e 2
membranas), apos 35 dias de cultivo. Barra equivale a 10 cm.
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Figura 3 - Desenvolvimento déernonia condensata apos 35 dias de cultiva vitro, em
diferentes concentracgdes de sacarose (0; 7,5; 15 e 3pegrliveis de trocas gasosas (0,

1 e 2 membranas)Letras maiusculas comparam médias de diferentes niveis de trocas
gasosas (membranas) e letras mindsculas comparam médias de diferentes concentracdes
de sacarose. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott e
Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 4 - Taxa fotossintética deernonia condensata, apds 35 dias de cultivia vitro

em diferentes concentragdes de sacarose (0; 7,5; 15 e3@alveis de trocas gasosas

(0, 1 e 2 membranadylédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 5 - Pigmentos fotossintéticasn folhas devernonia condensata apos 35 dias de
cultivo in vitro, em diferentes concentracdes de sacarose (0; 7,5; 15 e JGkqilveis
de trocas gasosas (0, 1 e 2 membrahaglas maidsculas comparam médias de diferentes
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niveis de trocas gasosas (membranas) e letras mindsculas comparam médias de diferentes
concentracdes de sacarose. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 6 - Folhas dé/ernonia condensata coradas com azul de toluidina, apds 35 dias de
cultivo in vitro, em diferentes concentragdes de sacarose (0; 7,5; 15 e 3@&alveis de
trocas gasosas (0, 1 e 2 membranas). Epderme; Me- Mesofilo; FV— Feixe Vascular.
Barras correspondem a gf.
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Figura 7 - indice estomatico adaxial (A) e abaxial B) de folha¥e®onia condensata

apos 35 dias de cultivia vitro, em diferentes concentracdes de sacarose (0; 7,5; 15 e 30

g LY e niveis de trocas gasosas (0, 1 e 2 membrabeishs mailsculas comparam
médias de diferentes niveis de trocas gasosas (membranas) e letras minusculas comparam
médias de diferentes concentracfes de sacarose. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 8 - Andlises histoquimicas de folhas de vitroplanta¥.dmndensata cultivadas

em frascos sem membrana, em meio suplementado cArC, (7,5 O-F); 15 G-I) e

30 g L* de sacarosel{L ). Secdes transversais submetidas ao lugdDd( G, J), xylidine
pounceaul§, E, H, K) e ao PASC, F, I, L). Corpos proteicos corados em larara (

H). Reacao positiva para carboidratos tot@ig« I, L). A reacéo foi positiva para lugol

(A, D, G, J). Abreviacbes: ga, graos de amido; cp, corpos protéicos; ad, adaxial; ab,

abaxial. Barras equivalem a fith.
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Figura 9 - Analises histoquimicas de folhas de vitroplantad/dwonia condensata
cultivadas em frascos com uma membrana, em meio suplementado&«D);¥(5 O-

F); 15 G-1) e 30 g [ de sacarosel{L). Secdes transversais submetidas ao lugdD(

G, J), xylidine pounceauR, E, H, K) e ao PASC, F, |, L). Reac&o negativa para corpos
proteicos B, E, K). Reacao positiva para carboidratos tot@isH, I, L). A reacéo foi
positiva para lugolA, D, G, J). Abreviagfes: ga, graos de amido; cp, corpos protéicos;

ad, adaxial; ab, abaxial. Barras equivalem a0
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Figura 10 - Analises histoquimicas de folhas de vitroplantad/el@onia condensata
cultivadas em frascos com duas membranas de troca gasosa, em meio suplementado com
0 (A-C); 7,5 O-F); 15 G-l) e 30 g [ de sacarosel{L ). Secbes transversais submetidas
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negativa para corpos proteic® E, H, K). Reacao positiva para carboidratos tot@is (

F,1,L. Areacéo foi positiva para lugd\(D, G, J). Abreviagdes: ga, graos de amido;

cp, corpos protéicos; ad, adaxial; ab, abaxial. Barras equivalemma.10
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CAPITULO 1I
Qualidade espectral da luz no desenvolvimento, anatomia, fotossintese e

aclimatizagao deVernonia condensata cultivada in vitro

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da qualidade espectral da luz sobre
o desenvolvimento, anatomia, fotossintese e aclimatizacdo de vitroplantasholda
condensata. Para tanto, plantulas foram cultivadisvitro em diferentes tipos de
iluminacéo: lampadas emitindo diodo (LED) branca, LED vermelho/azul (V/A), LED
Branco/Azul alto (B/AA) LED Vermelho/Branco/Azul médio (V/B/AM) e LED
Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azul médio (V/B/VD/AM). Apos 40 dias de cultivo
invitro foram realizadas as analises anatémicas, fotossintéticas e de desenvolvimento. A
qualidade da luz influenciou o crescimento da parte aéréa cmdensata, sendo as
maiores médias encontradas sobre luz V/B/VD/AM. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para o acumulo de biomassa, crescimento da raiz, teor
de pigmentos e taxa fotossintética. Resultados similares foram observados durante o
cultivo ex vitro, indicando que as plantas mantiveram as caracteristicas influenciadas pelo
espectro luminoso durante a fasevitro. A anatomia das vitroplantas foi influenciada

pela qualidade de luz, sendo observadas modificagdes na espessura foliar, organizacao do
mesofilo e dos feixes vasculares do caule e das folhas, além de acumulo de compostos,
tais como carboidratos e proteinas. Testes histoquimicos também evidenciaram a
presenca de flavonoides nas folhas \decondensata, principalmente nas plantas
cultivadas em LEDs V/B/AM. Conclui-se que a qualidade da luz afeta o desenvolvimento
de V. condensata in vitro, e que essa influéncia pode ser mantida apés a aclimatizacéo.
Esses resultados sugerem que a producdo de flavonoides na espécie também pode ser
alterada pelas diferentes qualidades de luz. Futuros trabalhos que visem quantificar estes

metabolitos podem contribuir para o entendimento da biossintese desses compostos.

Palavras-chavesEspectros de luz, LED, planta medicinal, vermelho distante.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of spectral light quality on the
development, anatomy, photosynthesis and acclimatizationvidfo plants ofVernonia
condensata. For this, plantlets were grovinvitro under different light conditions: white
light-emitting diode (LED) bulbs, red/blue LED (R/B), White/High Blue LED (W/HB),
Dark red/White/Medium Blue LED (DR/WIB) and Dark red/White/Far red/High Blue

LED (DR/W/FRHB). After 40 days ofn vitro culture, anatomical, photosynthetic and
developmental analyzes were performed. The light quality influenced shoot development
of V. condensata, being the higher values found on light DR/W/HB/ No significant
differences were observed among the treatments for biomass accumulation, root growth,
pigment content and photosynthetic rate. Similar results were observed during
acclimatization, indicating that the plants maintained the characteristics influenced by the
light spectrum duringn vitro stage. The anatomy of vitroplants were influenced by light
quality, with changes in leaf thickness, organization of mesophyllarglistem bundles,

and accumulation of compounds such as carbohydrates and proteins. Histochemical tests
also evidenced the presence of flavonoids in the leawéscofdensata, mainly in plants

grown inDR/W/MB LEDs. It is concluded that light quality affects the development of

V. condensata in vitro, and that this influence can be maintained after acclimatization.
Our results suggest that flavonoid production can also be altered by different light
conditions on this species. Future studies ainmimgjuantify these metabolites may

contribute to better understand the biosynthesis of these compounds.

Keywords: Light spectrum, LED, acclimatization, medicinal plant, far red.
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INTRODUCAO

A absorcédo da luz em seus diferentes espectros € mediada por fotorreceptores, tais
como fitocromos, criptocromos e fototropinas (Hennig et al., 2001; Lu et al., 2015). A
ativacdo destes fotorreceptores resulta em diferentes respostas fotomorfogénicas da
planta (Kami et al.,, 2010). Os fitocromos séo responsaveis pela absor¢cdo da luz no
comprimento de onda vermelho e vermelho distante, sendo importantes no acimulo de
biomassa e os principais reguladores do crescimento em condi¢des de estresse fisioldgico
(Yang et al., 2016). Fototropinas e criptocromos sdo responsaveis pela absorcédo do azul
no espectro da luz visivel, este ultimo também pela absorcdo da radiacdo UV-A. Esses
receptores controlam a abertura estomética, o desenvolvimento das folhas, o fototropismo
e o crescimento das plantas (Christie, 2007; Pedmale et al., 2016).

Por estarem diretamente relacionados com o processo fotossintético, 0os espectros
de luz visivel azul e vermelho s&o os principais responsaveis pelo crescimento das plantas
(Lin et al., 2013). Muitos trabalhos exploram a influéncia destes espectros luminosos
sobre o desenvolvimenta vitro (Silva et al., 2014; Alvarenga et al., 20B$:Mayabhi,

2016; Batista et al., 2016; Hung et al., 2016; Ramirez-Mosqueda et al., 2016). LEDs azul
e vermelha se mostraram eficientes em incrementar o crescimento e desenvolvimento de
Rehmannia glutinosa (Manivannan et al., 2015) e na aclimatizagdo de clones elite de
canade-aclcar $accharum spp.) quando comparadas com plantas cultivadas em
lampadas florescentes (Ferreira et al., 2017).

A qualidade da luz pode afetar a morfogénese de vitroplantas, porém poucos
trabalhos relatam a influéncia no desenvolvimento destas plantas apds a aclimatizacao.
lacona & Muleo (2010) observaram que plantasPdéanus pseudocerasus x Prunus
avium mantiveram as caracteristicas do desenvolvimentoitro em diferentes
qualidades de luz, mesmo apds seis meses de aclimateracasa-de-vegetacao.

A eficiéncia fotossintética das plantas pode ser influenciada pela qualidade
luminosa, porém as respostas as mudancas no espectro luminoso variam de acordo com
a espécie (Lin et al., 2013; Zienkiewicz et al., 2015). Em trabalho Aratvidopsis
thaliana e Zea mays, Zienkiewicz et al. (2015) observaram que a luz vermelha pode
estimular a atividade do fotossistema Il. Apés um periodo de cultivo em luz branca, a
exposicdo das plantas a luz vermelho distante estimulou a atividade do RShays,
em uma proporgdo muito maior do que o observadd.ghaliana. A luz azul mostrou-

se eficiente na formagéo do aparato fotossintéticButgamis sativus cultivados em luz
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fraca. Nesta condicdo de luz, foram observadas as maiores taxas fotossintéticas, bem
como maior expansdo foliar, condutancia estomatica e razdo de clafbfilguando
comparados com plantas cultivadas em luz vermelha (Wang et al., 2015).

A qualidade da luz pode induzir alteracdes anatdomicas nas plantas. Mudancas no
espectro luminoso levaram a variacdes no tamanho das células e na espessura das folhas
de Betula pendula (Saebo et al.,1995). O cultivo de toméeel énum lycopersicum) sob
as combinacdes de cores vermelho/verde/azul resultou em uma reducao da espessura das
folhas e no aumento na densidade do mesofilo, enquanto que as cores vermelho/azul leva
ao aumento do tamanho do estdbmato. No mesmo estudo foi observado que as
combinagbes de cores vermelho/verde/azul e vermelho/azul afetam inversamente o
desenvolvimento das folhas Bkatanus orientalis, resultando em aumento da espessura
foliar (Arena et al., 2016).

O metabolismo secundario das plantas também pode ser regulado pela qualidade
espectral da luz. A luz azul se mostrou eficiente na inducdo da producédo de compostos
fendlicos deCitrus sinensis (Ballester & Lafuente, 2017) e Oleos essenciaiiger
aduncum (Pacheco et al., 2016). EMNicotiana tabacum, a qualidade de luz leva a
producao de classes distintas de flavonoides. A maior producéo de flavonoides derivados
de glicosideos foram observados em plantas cultivadas nos espectros UV-A e na razao
vermelho/vermelho distante, enquanto que a producéo de flavonoides derivados do metil
estdo associados a luz vermelho distante e ao infravermelho (Fu et al., 2016).

Vernonia condensata Baker é uma planta herbacea nativa da Africa e muito
utilizada na medicina popular brasileira como antibacteriano e analgésico (Lorenzi &
Matos, 2008). Esta listada na Farmacopeia Brasileira para o tratamento da indigestédo
(Brasil, 2011) e devido a sua importancia medicinal esta incluida em uma relacdo de
plantas com potencial farmacoldgico, prioritarias na pesquisa (Brasil, 2014). A espécie
produz diversos compostos de interesse farmacolégico, tais como alcaloides, flavonoides,
glicosideos, saponinas, cumarinas, taninos, triterpenos e 6leos volateis (Silva, 2011). Os
flavonoides luteolina e apigenina possuem propriedades antiinflamatérios e antioxidantes
e sao 0s principais compostos extraidos das folh&s aedensata (Silva, 2013; Khan
et al., 2014; Boeing et al., 2016).

Até o0 momento, ndo ha trabalhos relatando os efeitos da qualidade de luz no
cultivo in vitro de V. condensata. Assim, objetiva-se a partir deste trabalho avaliar as

variacdes no desenvolvimento, fotossintese e anatomia decorrentes dorcultireeem
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diferentes qualidades de luz &rcondensata, bem como a performance na aclimatizacao

em condigdes de casa-de-vegetacao.
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MA TERIAL E METODOS
Material vegetal e condi¢des de cultivo

Foram realizados dois experimentos covhh condensata: No primeiro
experimento foi analisada a influéncia da qualidade luminosa sobre desenvolyimento
anatomiae fotossintese no cultivim vitro deV. condensata. No segundo experimento, as
plantas do experimento 1 foram aclimatizadas e mantidas endeasgetacao por 90
dias, quando foram avaliados o desenvolvimento, as trocas gasosas e a fluorescéncia da
clorofila a.

Para o experimento 1, foram utilizados como fonte de explantes segmentos nodais
sem folha, oriundos do banco de germoplasma do Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCT, BIOAGRO, UFV).

Foram inoculados 3 explantes por frasco de vidro (250 mL de capacidade)
contendo 60 mL de meio basal e vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962) com 30 g L
lde sacarose, 100 mgte mio-inositol e 7 g  de agar (Merck, Darmstadt, Alemanha)

O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 e o meio foi autoclavado a 121°C e 108 kPa por 20
minutos. Os frascos foram vedados com tampa de polipropileno com 2 orificios de 10
mm, cobertos por duas membrafiaoroporo hidrofébica (PTFE, MilliSeal AVS-045

Air Vent) de 0,45um de poros, resultando [taxa de troca@®, de 25uL L* s?,
mensurado por Batista et al. (2017)].

Como fonte de luz, foram utilizadas lampadas diodo emissor de luz (LED) com
0s seguintes espectros de |Bzanco (SMD 100, 18 W, Vilu®, Vitoria, ES, Brazil);
Vermelho/Azul (V/A; LabPAR LL-HR/DB-480, 11.6 W, LabLumens®, Carapicuiba,

SP, Brasil)Branco/Azul alto (B/AA; GreenPower TLED W 20W HB, PhilifisChina);
Vermelho/Branco/Azul médio (V/B/AM; GreenPower TLED DR/W 18W MB
Philips®, China) eVermelho/Branco/Vermelho distante/Azul médio(V/B/VD/AM ;
GreenPower TLED DR/W/FR 17W MB, PhiliBsChina) (Figura 1). A irradiancia foi
padronizada em 150 umol m2s™! através de um irradidmetro (LI-250A, LI-CGmRc.,

Lincoln, NE). Os espectros de absorcéo foram registrados em uma faixa de comprimento
de onda de 200 a 800 nm com um espectrorradibmetro e o software de sistema de
aquisicédo de dados Ocean Optics Spectra-Suite (OcearfQptiosedin, FL).

As cultura foram mantidas por 40 dias em salas de crescimento com temperatura
de 26 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h. O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado, totalizando cinco tratamentos com cinco repeti¢coes (frascos) cada.
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Apos 40 dias de cultivo, 5 plantas de cada tratamento foram aclimatizadas por 15
dias para compor o experimento 2. Em seguida, as plantas foram transferidas para vasos
com capacidade de 6 L, contendo substrato comercial (Tropstrato Florestal Vida Verde,
Mogi-Mirim, SP, Brazil). O delineamento foi inteiramente casualisado, consistindo de 5
tratamentos, com 5 repeticdes cada. Apos 90 dias em casa-de-vegetacédo, foram avaliados
as variaveis de crescimento e desenvolvimento, as trocas gasosas da folha e a

fluorescéncia da clorofila.
Analise de crescimento e desenvolvimento

Apés 40 dias de cultivin vitro e 90 dias ap0s a aclimatacao, foram avaliadas as
seguintes medidas de desenvolvimento: massa fresca (g), massa seca (g), comprimento
total da parte aérea (cm), comprimento total da maior raiz (cm), namero de folhas, nimero
de brotos e area foliar (&nPara a determinac&o da area foliar foi utilizado o programa
Image J (Schneider et al., 2012).

Determinacédo de contetudo dos pigmentos fotossintéticos

Apbs 40 dias de cultivim vitro, foram retirados cinco discos foliares (7 mm de diametro),

da terceira folha apical completamente expandida. Os discos foliares foram colocados em
5 mL de solu¢do de DMSO (saturado com carbonato de célcio), onde perraarprer

48 horas no escuro (Santos et al., 2008). A determinacao da absorbéancia das amostras foi
realizada em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico, no espectrofotémetro
Genesys 10UV (ThermoScientific, EUA). Os comprimentos de onda analisados foram de
665, 645 e 480 nm. O célculo das concentracfes das clomfias carotenoides foi

baseado na metodologia descrita por Wellburn (1994).

Andlises anatbmicas

As plantas cultivadas vitro foram caraterizadas anatomicamente, ao final do
experimento 1. Foi realizada uma amostragem de trés plantas por tratamento, de onde
foram retiradas 5 cortes da segunda folha apical. As folhas foram seccionadas na posi¢éo
central do limbo, e as amostras coletadas foram de aproximadamente 100 mmz2. As
amostras foram fixados em solucao Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratadas em série
etilica crescente e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha).
As secgdes transversais de 5 um de espessura, foram obtidas em micrétomo rotativo de

avanco automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA) e corados com azul de
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Toluidina (pH 3,2) para caracterizagdo estrutural (O’Brien & McCully, 1981), xylidine
Pounceau para deteccdo de proteinas totais (Campos, 1976) e acido periéatjsmte

de Schiff (PAS) para polissacarideos totais (Feder & O'Brien, 1968). Cortes longitudinais
de folhas e caules frescos foram realizados em microtomo de mesa (LPC, Rolemberg e
Bhering Comércio e Importacdo Ltda., Belo Horizonte, Brasil) e submetidos a
floroglucina &cida (Johasen, 1940), calcofluor white (Hughes & McCully, 1975) e acetato
neutro de chumbo (Charriére-Ladreix, 1pf@ara evidenciar a presenca de lignina,
polissacarideos celuldsicos e flavonoides, respectivamente.

As laminas foram montadas em resina sintética PerfidsiRi5-500 (Fisher
Chemicals- Fisher Scientific). Para a captura de imagens, foi utilizado um microscopio
de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a camera
fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e
microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic, no Laboratorio de

Anatomia Vegetal/ UFV.

Mensuracgéo da taxa fotossintétican vitro

As trocas gasosas e a quantificacdo da taxa fotossintétiteo foi realizada em
um modelo adaptado do proposto por Costa et al. (2014).

Um IRGA (model S151; Qubit Systems, ON, Canada) foi utilizado para as
medi¢cdes de tocas gasosas e a coleta dos dados foi realizada através do software
LoggerLite (LoggerLite, 1.8.1, Vernier Software & Technology Caliper, Beaverton). O
CO: de referéncia foi calculado através da entrada de ar em um frasco vazio, trazido por
uma bomba do ambiente externo a uma taxa de fluxo de ar constante de 3@@*mL m
dentro de uma camara com iluminac¢do (uma lampada LED branca). As plantas foram
mantidas na auséncia de luz por um periodo de 8 horas que antecederam a analise. Logo
apos a medicdo do GQ@eferéncia, os frascos com as vitroplantas foram acoplados ao
sistema, sendo o GQ@alculado até o ponto de estabilizacdo. As trocas gasosas foram
calculadas através da diferenca entre @ @referéncia e o G@las plantas expostas ao
ar atmosférico. A temperatura e a umidade do ar no frasco foram mensuradas através do
sensor Espec (Thermo Recorder RS-11, Takai Espec Corp.).

A taxa fotossintéticen vitro (A) foi dada pela seguinte formula:

ACO,

—2-—1\ —
A (umol m™s )_Mol. Flow

Onde,
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ACO,(ppm) = CO, de referéncia — CO, de analise

Taxa de fluxo de ar (L min™?)
Mol Flow =

Constante dos gases perfeitos (22,4) X Temperatura (K)
( 600000 )

Area foliar (cm?)

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila

Apo6s 90 dias de cultivex vitro, foram avaliadas a taxa fotossintética liquida (A),
a concentracao interna de €J@Gi) e a condutancia estomatica (Gs) utilizando-se de um
analisador portatil de gas infravermelho (LI-6400, LI-COR Biosciences Inc., Nebraska,
EUA) equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (LI-6400-02B, LI-COR).
A fluorescéncia variavel foi obtida pela diferenca entre a fluorescéncia minima
(Fo, medida em folhas depois de 8 horas de escuro, com a intensidade de fotons de 30 mol
m? s?) e a fluorescéncia maxima (obtida pela saturacido com pulsos de luz de7@900
m2 st por 0,8 segundos). A partir disso, foi calculado o rendimento quantico potencial
do fotossistema Il (Kooten & Snel, 1990):
Fv _ Fm—F,
Fm Fm
Os coeficientes de extin¢cao fotoquimica (gp), ndo-fotoquimica (nq) e a eficiéncia
fotoquimica do transporte de elétrons associado ao fotossisteb®S11), foram obtidos
logo apoés a fluorescéncia maxima e a aplicagcédo de luz vermelho distante com o objetivo
de obter-se a fluorescéncia minima apds aclimatizacdo a luz saturanteefilo os

calculos realizados de acordo com o proposto por Maxwell & Johnson (2000).

Analises estatisticas
As andlises estatisticas de todos os experimentos foram realizadas por meio do
software Genes versdo Windows/2004.2.1 (Cruz, 2013), sendo estes analisados

separadamente. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas por meio do teste Tukey a 5% de significancia.
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RESULTADOS

Qualidade de luz afeta o crescimento d€. condensata

Plantas cultivadas na condicdo de luz V/B/VD/AM apresentaram as maiores
meédias de comprimento da parte aérea (Tabela 1). As médias da massa fresca da parte
aérea e a area foliar de plantas cultivadas em LED brancas foram significativamente
menores quando comparadas com as plantas cultivadas em LEDs V/B/VD/AM.

Em relacdo a massa seca da parte aérea, ndo houve diferenca entre os tratamentos
testados. O desenvolvimento da raiz ndo foi afetado pelas qualidades de luz testadas, uma
vez que nao foram observadas diferencas significativas em seu comprimento e biomassa
(Tabela 1, Figura 2).

Tabela 1:Variaveis fisiologicas e de crescimentoieondensata cultivadain vitro por
40 dias seguintes qualidades de luz: Branca, VermelhofAZ4), Branco/Azul alto
(B/AA); Vermelho/Branco/Azul médio (B/B/AM); Vermelho/Branco/Vermelho
distante/Azul médio (V/B/VD/AM).

LEDs
Branca V/A B/AA V/B/IAM V/B/VD/AM
CPA (cm) 507b 553b 558b 572b 10,02 a
CR(cm) 591a 6,11a 5,65a 6,27 a 7,31a
AF (cm?) 424,1b 481,1ab 777,3ab 689,1ab 833,4a
MFPA (g) 0,491b 0,591 ab 0,735ab 0,654 ab 0,89 a
MSPA (g) 0,083a 0,097a 0,103a 0,088a 0,091 a
MFR (9) 0,285a 0,302a 0,312a 0,339a 0,307 a
MSR (g) 0,025a 0,029a 0,03a 0,029a 0,019 a
Chl (ug cm™) 57,45a 53,46a 54,31a 54,48a 48,32 a
Car(ug cm?) 714a 6,89a 6,62a 6,64 a 579 a
A (umol m%s?) 38la 496a 5/1a 4,14 a 3,84 a

Abreviacdes: CPA, comprimento da parte aérea; CR, comprimento da raiz; AF, area
foliar; MFPA, massa fresca da parte aérea; MSPA, massa seca da parte aérea; MFR,
massa fresca da raiz; MSR, massa seca da raiz; Chl, clorofilas totais; Car, carotenoides
totais; A, taxa fotossintética. Médias acompanhadas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey, (p<0,05).

Os conteudos totais de clorofilas e carotenoides ndo foram influenciados pela
qualidade luminica. Do mesmo modo, plantas cultivadas nos diferentes espectros
luminosos também nao apresentaram diferencas significativas na taxa fotossintética.

(Tabela 1).

Qualidade luminica causa variagdes anatdmicas evh condensata
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O cultivoinvitro deV. condensata em diferentes espectros luminosos resultaram
em variagbes na anatomia das folhas e caule, bem como no acumulo de compostos de
reservas.

A regido da nervura central de plantas cultivas sob LEDs V/B/AM apresentou-
se menos espessa, com feixes vasculares de menor calibre, e células do mesofilo menos
organizadas, com mais espacos intercelulares. Plantas cultivadas na condi¢do de luz
V/B/VD/AM apresentaram maior espessamento da nervura central, com células de maior
diametro. Plantas cultivadas em lampadas LED branca mostraram maior organizacao
celular, com células menores e justapostas. Nao houve diferenca na espessura da lamina
foliar entre os tratamentos. (Figura 3).

O teste com lugol evidenciou a presenca de amido na forma de pequenos graos,
dispersos em pequena quantidade préximos aos feixes vasculares da nervura central. O
teste com PAS revelou que os carboidratos totais se encontram dispersos principalmente
na regido da lamina foliar. Os carboidratos estdo presentes nas folhas de vitroplantas de
todos os tratamentos, porém em maior quantidade nas plantas cultivadas em lampadas
LED branca e V/A. Corpos proteicos foram evidenciadas pelo teste xylidine Pounceau na
regido da lamina foliar, principalmente nas folhas de plantas cultivadas em LED branca.
O teste para proteina foi negativo em plantas cultivadas em LED V/A e V/B/VD/AM. O
teste com acetato de chumbo mostrou que os flavonoides se encontram dispersos em toda
a folha, mas concentrado principalmente na regido proximo aos feixes vasculares da
nervura central. O teste detectou maior presenca de flavonoides em plantas cultivadas em
LED V/B/AM (Figura 4).

O teste histoquimico com calcofluor White para caracterizacéo dos carboidratos
celulésicos ndo mostrou diferencas na espessura da parede celular. O teste com
floroglucina &cida também ndo mostrou diferencas na deposicdo de lignina e no
espessamento de células do xilema no caule e folhd dendensata. No entanto,
evidenciou que plantas cultivadas em LED branca e V/A apresentam caule com maior
diferenciagao do tecido vascular e feixes vasculares mais organizados e com maior calibre
(Figura 5).

Aclimatizacéo deV. condensata

Apo6s 90 dias de aclimatizacdo em condi¢ces de casa-de-vegetacao (Figura 6),
as plantas foram avaliadas quanto ao desenvolvimento, fotossintese, trocas gasosas e
florescéncia da clorofila (Tabela 2).
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Assim como para o cultivim vitro, os maiores valores de comprimento da parte
aérea ocorreram em plantas micropropagadas em condicdo WéBWWD/AM, que
diferiram estatisticamente das plantas cultivadas em LEDs branca. N&o foi observada
diferenca quanto a variavel comprimento da raiz, no entanto a massa seca da raiz diferiu
significativamente, sendo os maiores valores encontrados em plantas micropropagadas
em LED V/B/VD/AM e B/AA, e as menores em LEDs branca. Para a variavel area foliar,
as menores meédias foram encontradas em plantas micropropagadas em LED V/A, e as
maiores médias na qualidade de luz V/B/VD/AM. Néo foram observadas diferencas
significativas para a variavel comprimento da parte aérea.

O tipo de luz utilizado no cultivin vitro ndo afetou a eficiéncia fotossintética
e a florescéncia da clorofila das plantas ap6s a aclimatizacdo, como observado nas
variaveis taxa fotossintética, condutancia estomatica, concentracdo internaz,de CO
rendimento quantico e eficiéncia do transporte de elétrons do fotossistema Il, além dos
coeficientes de extin¢do fotoquimica e ndo-fotoquimica. Estes dados correspondem com
os obtidos no cultivan vitro, no qual os teores de pigmentos e a taxa fotossintética
também nao diferiram significativamente. O rendimento quéantico do fotosistema Il se
manteve proximo a 0,8 para todas as plantas avaliadas, indicando que elas ndo estavam

em condigéo de estresse ou fotoinibigdo.
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Tabela 2 -Variaveis fisiologicas e de desenvolvimentd/deondensata apos 90 dias de
aclimatizacdo em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo. A condicdo deinuitivofoi nas
condicbes de luz: LED Branca, Vermelho/Azul (V/A), Branco/Azul alto (B/AA);
Vermelho/Branco/Azul médio (B/B/AM); Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azul
alto (V/B/VD/AM).

Condicao de cultivoin vitro (LED)
Branca VIA B/AA V/B/AM  V/B/VD/IAM

CPA (cm) 29,6b 32,8ab 34,8ab 352ab 45,8 a
CR (cm) 66,2a 746a 7l6a 77,4 a 85,2 a
AF (cm?) 324ab 286,7b 422,1ab 404 ab 465,6 a
MSPA (9) 267a 333a 471a 3,86 a 4,76 a
MSR (9) 255b 4, 71ab 6,44a 4,76 ab 6,75 a
A (mol CO2 m? s?) 16,99a 16,5a 17,01a 16,31a 16,42 a
Gs (mol O m?2 s?) 0,67a 051a 0,36a 0,7 a 0,76 a
Ci (mol CO) 300,8a 303,8a 28243a 332,32a 329,59 a
Fv/IFm 0,792a 0,790a 0,792a 0,792a 0,791 a
®PSII 0,28a 0,32a 0,29a 0,30 a 0,29 a
ap 0,57a 0,63a 0/59a 0,6 a 0,59 a
gn 198a 2,05a 198a 1,97 a 1,97 a

Abreviagdes: CPA, comprimento da parte aérea; CR, comprimento da raiz; AF, area
foliar; MSPA, massa seca da parte aérea; MSR, massa seca da raiz; A, taxa fotossintética;
Gs, condutancia estomatica; Ci, concentracdo interna de B@Fm, rendimento
quantico potencial do fotossistema @pPSII, eficiéncia do transporte de elétrons do
fotossistema Il; gp, coeficiente de extingédo fotoquimica; gn, coeficiente de extingdo nao
fotoquimica.Médias acompanhadas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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DISCUSSAO

A luz é um dos principais fatores que influenciam o crescimento das plantas e
muitos trabalhos tém discutido o impacto da qualidade de luz sobre o desenvolvimento
invitro (Manivannan et al., 2015; Batista et al., 2016; Szopa & Ekiert, 2016; Arena et al.,
2016). O presente estudo mostrou que o0s espectros luminosos testados levaram a
diferentes respostas no crescimento de vitroplant&s amdensata.

O maior crescimento dé. condensata em condicéo de luz V/B/VD/AM sugere
gue a exposicdo ao comprimento de onda vermelho distante (VD) levou ao estiolamento
da parte aérea das plantas. Isso é suportado pelo fato de que apesar das plantas cultivadas
nesta condicdo possuirem maior crescimento, elas nao responderam com o maior acimulo
de biomassa. As plantas possuem fotorreceptores que regulam a fotomorfogénese e sob
condicBes de luz VD o fitocromo A (phyA) em interagdo com outros fotorreceptores,
estimula o alongamento do caule (Hennig et al., 2001; Zheng et al., 2013; Lu et al., 2015;
Sheerin et al., 2015; Wit et al., 2016). O suplemento de luz no comprimento de VD
também resultou no maior crescimentoAdabidopsis thaliana (Franklin & Whitelam,

2005)e Lactuca sativa (Lee et al., 2015).

Os maiores valores de éarea foliar foram observados em plantas cultivadas nas
condi¢cdes nas combinagbes de luzes com o comprimento azul alto (AA). Wang et al.
(2015) relataram que a luz azul também modulou a morfogéneSacdmis sativus,
incrementando a area foliar e o comprimento da parte aérea.

O espectro de luz pode influenciar a biossintese de pigmentos fotossintéticos nas
plantas (Wang et al., 2009). Entretanto, as condi¢des de luz testadas neste trabalho ndo
causaram diferenca significativa na producdo de carotenoides e clorofilas. Nossos dados
corroboram com o obtido por Lin et al., (2013), no cultivo de alface em diferentes
qualidades de luz. O autor relatou que provavelmente a alta densidade de luz utilizada
pode ter sido suficiente para estimular a producdo e a atividades dos pigmentos
fotossintéticos, independente da qualidade luminosa.

A qualidade da luz nédo resultou em variagdo da taxa fotossintética de plantas de
V. condensata. Estes resultados condizem com o teor de pigmentos fotossintéticos, que
também nao foram influenciados pelo espectro de luz. Resultado similar foi obtido com
Platanus orientalis, em que a taxa fotossintética foi constante independente da qualidade
de luz testada (Arena et al., 2016).
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A qualidade de luz afetou a morfogénes¥ dmndensata, como observado pelas
variacbes no espessamento, organizagdo do mesofilo foliar, diferenciacédo e disposicao
dos feixes vasculares do caule e folha. Macedo et al., (2011) observaram que a luz azul
foi responsavel pela diferenciacdo do mesofilo e aumento dos espacos intercelulares de
Alternanthera brasiliana. A variacdo na espessura da lamina foliar também pode ser
alterada por influéncia da qualidade luminosa. As combinac¢des de cores vermelho/azul e
vermelho/verde/azul incrementaram a espessura folid?latanus orientalis quando
comparadas com plantas cultivadas em LED branca, e uma resposta inversa foi observada
em Solanum lycopersicum (Arena et al., 2016).

Os testes histoquimicos revelaram que o acumulo de compostos de reservas na
folha pode ser influenciado pela qualidade de luz em que as plantas estdo expostas. Foi
observada maior quantidade de carboidratos em folhas de plantas expostas a luz branca e
proteinas em luz branca e nas combinacées vermelho e azul do espectro de luz. A
exposicdo a diferentes qualidades de luz podem modular a producdo e armazenamento
destes compostos de reservas nas folhas, como demonstrado por Wang et al. (2009). Os
autores relataram que a luz azul foi eficiente no incremento do teor de proteinas em folhas
de Cucumis sativus, bem como a luz purpura e azul estimularam a producdo de
carboidratos.

Em folhas deV. condensata, a reacdo histoquimica para flavonoides foi mais
intensa nas plantas expostas a combinacédo de luz V/B/AM. A qualidade da luz modula a
biossintese destes metabdlitos secundarios, como registrado em diversos trabalhos
(Koyama et al., 2012; Liu et al.,, 2015; Fu et al.,, 2016; Ghasemzadehet al., 2016;
Taulavuori et al., 2016). Fu et al., (2016) demonstraram que 0s espectros de luz regulam
0S mecanismos biossintese de flavonoides Neootiana tabacum, e alteracdes na
gualidade espectral levam a producao de grupos de flavonoides distintos.

Os resultados do desenvolvimento e da fotossintégecdedensata apos 90 dias
de cultivo em casdevegetacao foram muito similares aos observados no ciuitwioo.

Isso indica que a influéncia da qualidade de luz sobre o desenvolvimento das vitroplantas
foi mantido apos a aclimatizagéo. Estes resultados corroboram com os obtidos por lacona
& Muleo (2010) no cultivan vitro e ex vitro de Prunus avium x Prunus cerasus.

Pode-se concluir que alteragdes na qualidade da luz durante o pultitro de
V. condensata levam a mudancas na anatomia, no acumulo de compostos e no
desenvolvimento das plantas, e muito destes efeitos podem ser observadas também apoés

a aclimatizagcéo. Futuros trabalhos explorando a influéncia da qualidade da luz sobre o
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metabolismo secundario pode auxiliar na compreensdo da rota de biossintese de

compostos de interesse farmacologico, tais como flavonoides, triterpenos e alcaloides.
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FIGURAS

Figura 1 — Espectro luminoso das diferentes lampadas LED utilizadas nesse estudo.
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Figura 2 - Plantas deV. condensata ap0s 40 dias de cultivim vitro, nas seguintes
qualidades de luz: A: LED Branca; B: Vermelho/Azul (V/A); C: Branco/Azul alto
(B/AA); D: Vermelho/Branco/Azul médio (B/B/AM); E: Vermelho/Branco/Vermelho
distante/Azul médio (V/B/VIDAM). Barra equivale a 10 cm.
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Qualidade de luz

VIB/AM B/AA VIA Branca

V/B/VD/AM

Figura 3 — Cortes transversais da nervura central (A, C, E, G e I) e por¢cdo mediana-
lateral (B, D, F, H e J) do limbo de folhas\de&ondensata coradas com azul de toluidina,
apos 40 dias de cultivia vitro, em diferentes condicdes de luz: A e B: LED Branca; C e
D: Vermelho/Azul (V/A); E e F:. Branco/Azul alto (B/AA); G e H:
Vermelho/Branco/Azul médio WB/AM); | e J: Vermelho/Branco/Vermelho
distante/Azul médio (V/B/VD/AM). Abreviacdes: fv, feixe vascular; Ad, adaxial; Ab

abaxial. Barras correspondem a.i30.
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Figura 4 - Analises histoquimicas de folhas de vitroplanta¥ deondensata, apés 40

dias de cultivain vitro, em diferentes condi¢cdes de luz: LED Branca, Vermelho/Azul
(V/A), Branco/Azul alto (B/AA); Vermelho/Branco/Azul médio (B/B/AM);
Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azul médio (V/B/VD/AM). Secdes transversais
submetidas ao lugol( E, I, M, Q), xylidine pounceauR, F, J, N, R), PAS C, G, K,

0O, S e ao acetato de chumto,H, L, P, T). Reacéo negativa para corpos protei€os (

P). Reacdao positiva para amidd, (E, |, M, Q), carboidratos totais, G, K, O, S) e
flavonoides D, H, K, O, S). Abreviagdes: ga, grdos de amido; cp, Corpos proteicos; ct,
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carboidratos totais; fl flavonoides; fv, feixe vascular; Ad, adaxial; Ab, abaxial. Barras
equivalem a 1@um.

Teste histoquimico
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Figura 5 - Andlises histoquimicas de folhas e caules de vitroplantas cmndensata,

apos 40 dias de cultivin vitro, em diferentes condi¢cdes de luz: LED Branca,
Vermelho/Azul (V/A), Branco/Azul alto (B/AA); Vermelho/Branco/Azul médio
(B/B/IAM); Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azul médio (V/B/VD/AM). Secbes
transversais das folha#\,(E, I, M, Q) e dos caulesB( F, J, N, R) submetidas ao
calcofluor white para evidenciar a celulose. A lignina foi evidenciada em cortes
transversais das folha§,(G, K, O, S) e dos cauled), H, L, P, T) através do teste com
floroglucina acida. Abreviaces: fv, feixe vascular; Ad, adaxial; Ab, abaxial. Barras

equivalem a 3@m.

62



Figura 6 - Plantas de&/. condensata apés 90 dias de cultivex vitro, em condi¢des de
luz natural.Da esquerda para a direita, as plantas foram cultivadas in vitro sob as
seguintes qualidades de luz: LED Branca; Vermelho/Azul; Branco/Azul; alto

Vermelho/Branco/Azul médie Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azul alto. Barra

equivale a 10 cm.
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CAPITULO Il

UV-B reduz o crescimentae estimula a fotossintese e respostas ao estresse

oxidativo em plantas deVernonia condensata Baker cultivadasin vitro

RESUMO

A luz UV-B afeta diretamente o desenvolvimento vegetal, uma vez que pode reduzir o
crescimento, alterar ou mesmo danificar o aparato fotossintético, induzir respostas
enziméticas de estresse ou mesmo atuar em nivel molecular inibindo reagcbes do
metabolismo primario. Objetivou-se neste trabalho analisar como a radiacdo UV-B afeta
0 crescimento, a fotossintese e as respostas bioquimicas de defesa ao estresse oxidativo
deVernonia condensata. Para isso, plantas com 25 dias de cultimatro foram mantidas
diariamente nos seguintes tempos de exposicdo a radiacdo UV-B: 0; 0,5; 1; 2 e 4 horas.
ApoOs 40 dias de cultivim vitro, foram avaliados crescimento, taxa fotossintética, teor de
acucares solluveis e enzimas do estresse oxidativo, além de verificar a presenca de
flavonoides nas folhas por meio de teste histoquimico. A exposicao a radiacdo UV-
levou a reducédo no crescimento e acumulo de biomassa da parte aéreandensata.

No entanto, o desenvolvimento da raiz ndo foi afetado. O aumento da exposicao a
radiagdo UV-B induziu a fotossintese, sendo os maiores valores encontrados em plantas
expostas diariamente a 4 horas de radiacdo. Testes histoquimicos evidenciaram maior
guantidade de flavonoides em folhas expostas a radiacdo UV-B, o que pode ter auxiliado
na fotoprotecdo. Os mecanismos enzimaticos de resposta antioxidante também foram
afetados e a maior atividade da catalase foi observada nas plantas expostas a UV-B por
mais tempo. Pode-se concluir que a radiacdo UV-B reduz o crescimento, o acumulo de
biomassa e aumenta a fotossintese e mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos de
resposta antioxidante. Uma maior compreenséo sobre como a UV-B regula a producao
de flavonoides podera auxiliar no entendimento da rota biossintética destes compostos,

que possuem grande potencial de exploracdo econdmica e industrial.

Palavras-chave:catalase, flavonoides, planta medicinal, radiag&o ultravioleta.

64



ABSTRACT

UV-B light directly affects plant development, since it can reduce growth, alter or damage
the photosynthetic apparatus, induce enzymatic stress responses or evemoéstular

level, inhibiting reactions of the primary metabolism. This work aimed to analyze how
UV-B radiation affects growth, photosynthesis and biochemical defense responses to
oxidative stress) Vernonia condensata. For this, vitroplants with 25 days of culture were
submitted daily at the following UV-B radiation exposure times: 0; 0,5; 1; 2 and 4 hours.
After 40 days ofn vitro culture, growth, photosynthetic rate, soluble sugar contents and
oxidative stress enzymes were evaluated, as well as the presence of flaabniogds
leaves by histochemical test. Exposure to UV-B radiation led to reduced growth and
biomass accumulation &f. condensata. However, root development was not affected.
Increased exposure to UV-B radiation induced photosynthesis, with the highest levels
found in plants exposed daily to 4 hourddf-B radiation. Histochemical tests showed
more flavonoids in leaves longer exposedUWv-B, which may have helped the
photoprotection. The enzymatic mechanisms of antioxidant response were also affected
and the higher catalase activity was observed in plants longer exposed to UV-B. It can be
concluded that UV-B radiation reduces growth and biomass accumulation and increases
photosynthesis and enzymatic and non-enzymatic antioxidant responses. A deep
understanding of how UV-B regulates flavonoids production can help to elucidate the
biosynthesis pathway of these compounds, which have high economic and industrial

potential.

Keywords: Catalase, flavonoids, medhal plant, ultraviolet radiation.
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INTRODUCAO

As condi¢gbes ambientais, tais como a disponibilidade de agua, nutrientes e
variacfes de temperatura e luminosidade, podem afetar diretamente o desenvolvimento
das plantas e levar a situacfes de estresse (Asensi-Fabado et al., 2017). Em relacéo a luz,
a radiacdo ultravioleta B (UV-B, 280-315 nm) possui alta energia espectral e é
potencialmente danosa (Heilmann et al., 2016), podendo influenciar nos processos
fisiologicos, metabdlicos e morfoanatémicos das plantas (Chen et al., 2016; Schreiner et
al., 2016).

As plantas possuem fotorreceptores especificos para determinados espectros de
luz, sendo o UMB response locus 8 (UVR8) o responséavel pela regulacdo dos estimulos
gerados pela radiacdo UV-B (Fernandez et al., 2016). As respostas mediadas pelo UVRS8
induzem a fotoprotecao, podem evitar danos deletérios e mutagénicos no DNA (Willing
et al., 2016), inibir a termomorfogénese (Hayes et al., 2017) e proteger a maquinaria
fotossintética das plantas expostas a radiagdo UV-B (Allorent et al., 2016). Além disso, a
percepcédo da radiacdo UV-B pode ser realizada por meio de horménios, tais como o &cido
abscisico, etileno e auxina, que levam a alteracdes no crescimento e na fotoprotecdo
(Vanhaelewyn et al., 2016).

A radiagéo UV-B pode afetar o desenvolvimento das plantas. Biever et al. (2014)
observaram que a radiacdo UV-B causa danos ao DNA, inibe a atividade do ciclo celular
e leva a reducédo do alongamento do hipocotildraédopsis thaliana. A diminuicdo da
divisdo e da expanséao celular causado pelo UV-B pode ter como consequéncia plantas
com menor area foliar (Suchar & Robberrecht, 20A5)V-B também pode afetar o
acumulo de biomassa, tal como obtido em trabalhos com fél&seplus vulgaris)
(Raghuvanshi & Sharma, 2016), e trigoi{icumpolonicum) (Yan et al., 2016). A menor
biomassa de plantas expostabl\&-B pode estar relacionada com a reducdo da taxa
fotossintética ou com os custos metabdlicos da biossintese de compostos fotoprotetores
(Suchar & Robberrecht, 2016).

A exposigdo a UV-B pode levar a uma reducéo da fotossintese, por meio de danos
causados ao aparato fotossintético das plantas (Allorent et al., 2016). Varios trabalhos
relatam que a exposi¢éo a UV-B reduz a eficiéncia da fotossintese e o teor de pigmentos
fotossintéticos (Chen et al., 2016; Doupis et al., 2016; Yan et al., 2016; Kataria et al.,
2017). Entretanto, nem sempre a radiagdo UV-B tem como consequéncia injurias para as

plantas, sendo que o efeito do estresse pode depender da espécie, da intensidade da
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radiacdo e das outras condi¢cdes ambientais associadas ao cultivo (Hideg et al., 2013;
Czégény et al., 2016a; Suchar & Robberrecht, 2016). A exposicdo a radiacao Ud6B alia

a alta intensidade da radiacdo fotossinteticamente ativa induziu a fotoprotecdo de
Plectranthus coleoides, por meio do aumento das taxas fotossintéticas e da biossintese de
flavonoides Vidovi¢ et al., 2015.

A defesa vegetal contra o estresse oxidativo causado pela radiacdo UV-B pode se
dar através de enzimas antioxidantes (Majer et al., 2014; Czégény et al., 2016a; Czégény
et al., 2016b; Yoom et al., 2016) ou por compostos provenientes do metabolismo
secundario $chreiner et al., 2016). A exposicdo a UV-B levou a regulacdo de genes
envolvidos na rota de biossintese de flavondislerthaliana (Zhou et al. 2016). A
radiacaoUV-B também foi responsavel pelo aumento da producdo de &cidos fendlicos
(Randriamanana et al., 2015a; Randriamanana et al., 2015b; Ghasemzadeh et al., 2016),
flavonoides (Chen et al., 2016; Ghasemzadeh et al., 2016; Huang et al., 2016), alcaloides
(Qin et al., 2014), dleos essenciais e terpenos (Pandey & Pandey-Rai, 2014a).

Devido a possibilidade de controle sobre as condi¢gdes de cultivo, a cultura de
tecidos pode ser uma alternativa viavel para entender como a radiacdo UV-B influencia
no desenvolvimento vegetal, como observado em diversos trabalhos (Namli et al., 2014,
Pandey & Pandey-Rai, 2014b; Gai et al., 2016; Huang et al., 2016; Rajendiran et al.,
2016).

Vernonia condensata € uma planta muito utilizada na medicina popular brasileira
(Lorenzi & Matos, 2008) e possui muitos compostos de interesse farmacologicos, tais
como flavonoides, cumarinas, terpernos, e 6leos essenciais (Silva et al., 2011). Dentre
suas propriedades, destaca-se como anti-inflamatoria, analgésica (Risso et al., 2010; Silva
etal., 2011), antiulcerogénica (Boeing et al., 2016), anticancerigena (Thomas et al., 2016)
e na prevencao do acumulo de colesterol no sangue (Arantes et al., 2016). A espécie faz
parte de uma lista com 71 plantas da flora brasileira que possuem potencial de gerar
produtos para o Sistema Unico de Satde (RENISUS, Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais; Brasil, 2014), porém existem poucos trabalhos abordando o oulitam
da espécie. Nesse contexto, o presente trabalho tem como obijetivo verificar a influéncia
da radiacdo UV-B sobre o desenvolvimento e fotossinte¥e amdensata, bem como

analisar as respostas da planta ao estresse oxidativo.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal e condi¢des de cultivo

Plantas deV. condensata oriundas do banco de germoplasma do laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais (LCT, BIOAGRO, UFV) foram subcultivadas mensalmente
em meio MS meio basal e vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
30 g L' de sacarose, 100 mgtide mio-inositol e 7 g t de aga (Merck, Darmstadt,
Alemanha) como agente gelificante.

Foram utilizados como fonte de explante segmentos nodais sem folhasde
aproximadamente 1 cm, excisados de plantas subcultivageso. Foram inoculados
trés explantes por frasco de vidro (250 mL de capacidade) contendo 60 mL de meio MS
basico, nas mesmas condi¢des utilizadas para a manutencéo do banco. O pH foi ajustado
para 5,7 = 0,1 e o meio foi autoclavado a 121°C e 108 kPa por 20 minutos. Os frascos
foram vedados com tampa de polipropileno com duas membranas (MilliSeal AVS-045
Air Vent), de 0,45um de poros que permitem uma taxa de troc&@gde 25uL Lt st
(Batista et al., 2017). As culturas foram mantidas por 40 dias em sala de crescimento sob

irradiancia de 5ol m? s?, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 26 + 2 °C.
Tratamento com UV-B

Aos 25 dias de cultivo, as plantas foram levadas para uma camara de crescimento
(5 lampadas UV-B Sankio Denki, G15T8E, 9E, Japéo e 4 lampadas fluorescentes brancas,
Philips, TL-D, 15W/75-650, China; Figura 1) e mantidas por 15 dias nos seguintes tempos
de exposi¢do a radiacdo ultravioleta UV-B: 0; 0,5; 1; 2 e 4 horas. Apds o periodo de
exposicdo diario, as plantas retornaram para a sala de crescimento. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, totalizando 5 tratamentos com 5 repetices

cada. Cada frasco constituiu uma repeticao.

Analise de crescimento

Foram avaliadas as seguintes variaveis de crescimento: massa fresca (g), massa
seca (g), comprimento da parte aérea (cm), comprimento da maior raiz (cm), nimero de
folhas, nimero de brotos, e area foliar{crRara o processamento e geracéo do atributo

area foliar, foi utilizado o programa ImageJ (Schneider et al., 2012).

Atividade enzimatica
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Foram quantificadas as enzimas Catalase (CAT, EC 1.11.1.6), Peroxidase do
Ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e Superoéxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1). Para tanto,
foram coletados 50 mg de massa fresca da parte aérea, que foi congelada edeonserva
em ultra freezer -80 °C. Para a obtencdo do extrato bruto, o material foi macerado em
almofariz de porcelana juntamente com 2 mL do meio de extracdo (Tampao fosfato de
potdssica0,1 M, pH 6.8; &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0.1 mM; fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSFr1 mM e PVPP 1% (p/v). Apos a maceracgdo, o material foi
centrifugado a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi retirado e
reservado em gelo.

Para a determinagéo da atividade da CAT foram adicionados 2,9 mL de meio de
reacdo (Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,802 H2,5 mM) e 0 uL do extrato
em microplaca (Havir & McHale, 1987). A leitura foi realizada no comprimento de onda
de 240 nm por 1 minuto (a cada 10 segundos), e o célculo da atividade enziméatica foi
dado pelo decréscimo da absorbancia, sendo expressad@dimin?® gt de massa fresca.

A determinacao da atividade da APX foi realizada através do acréscimo do meio
de reacdo (Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, acido ascorbico 0,25 mM, EDTA
0,1 mM e HO, 0,3mM) com D uL do extrato em microplaca. Apds a homogeneizacao,
foi realizada a leitura em comprimento de onda de 290 nm durante um minuto. A
absorbancia foi decrescente e a quantificacdo da enzima foi dadenpldr mint gt
massa fresca.

A quantificacdo da SOD foi preparada através da adi¢do de 2,97 mL de meio de
reacao (Tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazoélio (NBT) 75uM, EDTA 0,1 mM e Riboflavina 2 uM) e 30 pL do extrato bruto
em microplaca. A microplaca com as amostras foi magti2a °C por 5 minutos em
camara de reacéao (iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W). Apés este tempo,
a placa foi retirada da iluminacdo interrompendo a reacdo. A leitura foi realizada em
compartimento de onda de 560 nm. A absorbancia foi incrementada pela producgéo de
formazana azul durante a reacgéo, e o valor de absorbancia foi subtraido do branco, que
Nao possuia extrato enzimatico. A atividade da superoxido dismutase foi representada em
U mintg?! de massa fresca, sendo 1 U o equivalente a concentracdo necessaria de SOD

para inibir em 50% a fotorreducao do NBT.

Determinacao de acucares, amido e clorofila
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A massa fresca foi coletada, congelada com nitrogénio liquido e conservada em
ultrafreezer a 80 °C. Para a extracdo de acguUcares, amido e pigmentos fotussintéti
(clorofilasa e b), foi pesado 25 mg de matéria fresca macerada e acrescentoupde 250
de etanol 98% em microtubo. A solucao foi agitada em vortex, incubada a 80 °C e agitada
a 450 rpm por 20 minutos e centrifugada por 10 minutos (14000 rpm, 4 °C). O
sobrenadante foi coletado e mantido a 4 °C. O procedimento foi repetido mais duas vezes,
acrescentando-se 250 de etanol (80% na segunda e 50% na terceira vez). Ao final do
procedimento foi obtido 75QL de sobrenadante para a quantificacdo de acucares e
pigmentos, além do precipitado para a quantificacdo do amido, sendo ambos os
microtubos conservados em freezer -20 °C.

A quantificacdo dos agucares glicose, frutose e sacarose foi realizada de acordo
com metodologia descrita por Fernie et al. (2001). Inicialmente foi preparado uma mistura
(meio de reacao) contendo tampédo HEPES/KOH (100 mM) com M8C@hM, pH 7,

ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mM) e 56 U de desidrogenase da glicose-6-fosfato (5 mg
mL1). Foram adicionados em cada poco de uma microplatalldo mix, 15 uL do

extrato e 25 pL de etanol 76%, e em seguida realizado leituras das absorvancias a 340 nm.

Apoés a estabilizacdo da densidade otica (OD), foram adiciorfagbsdas enzimas
hexocinase (1,5 U por reacéo), fosfoglicose isomerase (0.7 U por reagao) e invertase (5
U por reacéo) com intervalos de 20 minutos a aplicacao de cada enzima. Todasass enzim
foram ressuspendidas no mesmo tampdo do meio de reacdo. A concentracdo dos
respectivos acucares foi calculada em uma equacao baseada na lei de Lambert-Beer, e 0s

resultados expressos mol g™
AOD
2,85%6,22
Para a quantificacdo do amido, foi utilizado o protocolo descrito por Fernie et al.

NADPH (umol) =

(2001). Os tubos contendo o precipitado da extracédo etandlica e o NaOH 0,1 M (mesmo
extrato utilizado para quantificacdo de proteinas), foram acrescidts dede acido

aceético (1 M) para neutralizacédo do extrato, e apos foram homogeneizadadiduivia

de 40 pL da suspensao foi retirada e colocada em uma microplaca, aqual continha 60 pL

do mix de hidrolise do amido, composto pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades
uL1) e a-amilase (@1 U uLY) ressuspendidas em acetato de sodio (0,5 M, pH 4,9). A
microplaca foi vedada com fita de aluminio (Scotch 3M Modeld®¥@a5ncubada por

uma hora a 55 °C com leve agitacdo. Posteriormente, a microplaca foi centrifugada por

15 segundos a 12.800e25 pL da suspensdo foram retirados e transferidos para uma
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nova microplaca. Em cada poco foi adicionado gB5o meio de reagdo composto por
tampao Hepes/KOH (1M, pH 7,0 MgCB mM, ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mMe 56
unidades de desidrogenase da glicose-6-fosf@6PDH (0,7 unidades pL™?). As
absorvancias das respectivas a 340 nm foram lidas por um leitor de micogatam
minuto de intervalo entre leituras. Uma vez estabilizado a OD, foi adicionado aos pocos
5 uL de hexocinase (2 unidades por reacdo). O contetido de amido foi entdo calculado de

acordo com a equagdo e os resultados expressos em pmol de glicose por g de massa

fresca.

AOD

A determinacao de clorofilase b foi realizada com base na metodologia proposta
por Porra et al. (1989).oFam adicionados em cada pogo 25 pL do extrato etanolico
fresco, 25 pL do mix etanolico (contendo etanol 98%, 80% e 50% na proporcao 2:1:2,
respectivamente) ¢ 120 plL de etanol 98% em uma microplaca de 96 pogos.
Posteriormente foram feitas leituras nos comprimentos de onda 665 e 645 nm. Os teores
de clorofilas foram determinados por meio das equacfes abaixo e expressosedemg g
massa fresca.
Chl a =5,21*Abs665 2,07*Abs645
Chl b = 9,29*Abs645- 2,74*Abs665

Mensuracéo da taxa fotossintétican vitro

As trocas gasosas e a quantificacdo da taxa fotossintétitia foram realizadas
em um modelo adaptado do proposto por Costa et al. (2014).

Um IRGA (model S151; Qubit Systems, ON, Canada) foi utilizado para as
medicbes de tocas gasosas e a coleta dos dados foi realizada através do software
LoggerLite (LoggerLite, 1.8.1, Vernier Software & Technology Caliper, Beaverton). O
CO: de referéncia foi calculado através da entrada de ar em um frasco vazio, trazido por
uma bomba do ambiente externo a uma taxa de fluxo de ar constante de 300%nL min
dentro de uma camara com iluminagédo (uma lampada LED branca). As plantas foram
mantidas no escuro por 8 horas antes da analise. Logo apos a medicaoeferéqxia,
os frascos com as vitroplantas foram acoplados ao sistema, sendaal€ado até o
ponto de estabilizagdo. As trocas gasosas foram calculadas através da diferenca entre o

CO. de referéncia e o CQlas plantas expostas ao ar atmosférico. A temperatura e a
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umidade do ar no frasco foram mensuradas através do sensor Espec (Thermo Recorder
RS-11, Takai Espec Corp.).
A taxa fotossintéticén vitro (A) foi dada pela seguinte formula:

ACO,
—2o-1Yy —
A (umol m™s™%) = Mol. Flow
Onde,
ACO,(ppm) = CO, de referéncia — CO, de analise
Taxa de fluxo de ar (L min™1)
Mol Flow =

Constante dos gases perfeitos (22,4) X Temperatura (K)
( 600000 )

Area foliar (cm?)

Teste histoquimico

Apo6s 40 dias de cultivin vitro, foram realizados cortes transversais de folhas
com o auxilio de um micrétomo de mesa (LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e
Importacdo Ltda., Belo Horizonte, Brasil), que foram submetidos ao acetato neutro de
chumbo (Charriere-Ladreix, 1976) para evidenciar a presenca de flavonoides. As laminas
foram montadas em resina sintética PernfouB®15-500 (Fisher Chemicals- Fisher
Scientific). Para a captura de imagens, foi utilizado um microscépio de luz (modelo AX70
TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo e equipado com fluorescéncia, acoplado a
camera fotogréfica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.)
e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic, no Laboratério
de Anatomia Vegetal/ UFV.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Genes versao
Windows/2004.2.1 (Cruz, 2013). Os dados foram submetidos a analise de variancia e

comparados por meio do teste Tukey a 5% de significancia.
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RESULTADOS

O desenvolvimento dé/. condensata é afetado pela alta exposic¢édo a radiacdo UV-B

O menor desenvolvimento da parte aérea ocorreu em plantas expostas aos maiores
tempos de radiacdo UV-B, como mostrado pelas variaveis comprimento (Figura 3A),
acumulo de massa fresca (3C) e seca (3E). Por outro lado, ndo houve diferencas
significativas no desenvolvimento da raiz (Figuras B, D, F).

A influéncia da radiacdo UV-B sobre a area foliar \de condensata foi
proporcional ao tempo de exposi¢cdo. Maiores tempos de aplicacdo da radiado UV-
induziram menores areas foliares. Entretanto, ndo houve diferenca entre as plantas que

ficaram expostas por 0,5 hora e o controle (Figura 3G).

A radiacdo UV-B aumenta a taxa fotossintética, mas néao o teor de clorofilas

As plantas mais expostas a radiacdo UV-B, por 4 horas diarias, apresentaram as
maiores taxas fotossintéticas. Nao houve diferenca na fotossintese das plantas expostas
ao UV-B por 1 e 2 horas diarias, mas estas foram superiores aos tratamentos controle e
com meia hora de exposicdo ao UV-B (Figura 3H).

A quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos demonstrou que os teores de
clorofila a e b ndo foram afetados pelos tempos de exposi¢do a radiacdo UV-B (Figura
4).

Radiacdo UV-B pode afetar os produtos do metabolismo primario dé. condensata

A tendéncia geral no acumulo dos metabdlitos primarios foram de maiores valores
associados aos menores tempos de exposi¢cao a radiagdo UV-B, no entanto, essa diferenca
nao foi significativa para frutose e amido (Figuras 5B e 5D). Para glicose e sacarose, a
menores médias foram observadas em plantas mantidas sob o maior tempo de exposicéo
a radiagcdo UV-B. Entretanto, ndo houveram diferengcas no acumulo deste composto para
os demais tratamentos (Figuras 5A e 5C).

A radiagdo UV-B induz o acumulo de flavonoides nas folhas dé condensata

Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de flavonoides em toda a regiao do
mesofilo e proximo a epiderme, mas a maior concentragao encontra-se ao redor dos feixes
vasculares. A presenca deste metabdlito mostrou-se menos intensa nas folhas de plantas
nao expostas ao UV-B, e com maior intensidade nas folhas expostas por 1 e 4 horas
(Figura 6).
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A atividade enzimatica deV. condensata € influenciada pela exposicao a radiacao
UVv-B

A analise da atividade enzimatica na parte aérea dendensata revelou que a
catalase foi a principal responsavel pela resposta antioxidante. A menor atividade desta
enzima foi observada em plantas ndo expostas a UV-B, enquanto que entre as plantas
expostas nao houve diferenca significativa (Figura 7A). As atividades da APX e da SOD

nao foram afetadas pela exposicéo a radiacdo UV-B (Figura 7B e C).
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DISCUSSAO

Estudos prévios com radiacdo UV-B tém demonstrado que essa faixa do espectro
luminoso exerce influéncia no desenvolvimento de muitas espécies de plantas, bem como
induz diferentes mecanismos de adaptacao a situacdes de estresse (Chen et al., 2016; Ma
et al., 2016; Hayes et al., 2017; Kataria et al., 2017; Wu et al., 2017). Nossos resultados
mostraram que diferentes tempos de exposicdo a radiagdo UV-B levou a diferentes
respostas no crescimento, fotossintese e metabolismacdedensata.

A exposicao prolongada dé condensata a radiacdo UV-B resultou em plantas
com menor parte aérea. O menor crescimento pode ser resultado de danos moleculares
causados pelo UV-B, tal como observado #&rabidopsis thaliana por Biever et al.

(2014). Esses autores observaram que danos causados no DNA pela radidg@do UV-
impediram a atividade do ciclo celular, levarando a inibicdo do alongamento do hipocotilo
deA. thaliana.

A radiacdo UV-B reduziu a biomassa na parte aérea. Essa reducdo possivelmente
esta relacionada com a producdo de compostos fotoprotetores, que atenuam os danos
causados pela radiacdo UV-B (Suchar & Robberrecht, 2016). Resultados similares foram
observados em outras espécies, tais como caBodasica napus), amoreira Korus
alba), feijao Phaseolusvulgaris), e trigo {Triticumpolonicum) (Zhu & Yang, 2015; Chen
et al., 2016; Raghuvanshi & Sharma, 2016; Yan et al., 2016).

O aumento da exposicéo a radiacdo UV-B afetou o desenvolvimento das folhas
de V. condensata resultando em menores areas foliares. Estes resultados podem estar
relacionados com a diminuicdo da divisdo e da expansao celular, afetado pela radiacao
UV-B (Suchar & Robberecht, 2015). Além de levar a reducao da area foliar de muitas
espécies (Baroniya et al., 2014; Randriamanana et al., 2015b; Zhu & Yang, 2015;
Raghuvanshi & Sharma, 2016), a radiacdo UV-B também pode causar outras
modificagdes nas folhas, tais como menor espessura, maior concentracdo de compostos
fenolicos (Randriamanana et al., 2015b), desenvolvimento de um tecido semelhante a
periderme para protecdo (Nascimento et al., 2015) e menor abertura estomatica (Almeida
etal., 2013).

As concentragdes de clorofilas ndo foram alteradas significativamente pelos niveis
de radiacdo UV-B. Estes resultados estdo de acordo com o obtido para arroz superhibrido
cv. Liangyoupeijiu (Yu et al., 2013), videira cv. Tempranillo (Martinez-Luscher et al.,
2015) ePlectranthus coleoides (Vidovic et at., 2015).
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Varios trabalhos associam a reducéo da atividade fotossintética com a radiacéo
UV-B (Zhu & Yang, 2015; Chen et al., 2016; Doupis et al., 2016; Kataria et al., 2017).
Entretanto, os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que houve um aamento n
fotossintese proporcional ao incremento de UV-B no cultivyy.dendensata. Tais
resultados corroboram com os obtidos por Vidovi¢ et at. (2015b), onde a radiacdo UB-
estimulou a fotossintese delectranthus coleoides por meio do incremento da
assimilacdo de C£e da condutancia estomética, e também estimulou a biossintese de
flavonoides que foram os responsaveis pela fotoprotecdo. Assim, o efeito da radiacéo
UV-B sobre a eficiéncia fotossintética das plantas depende da espécie e dos niveis de
radiacao utilizados.

As menores concentracdes de agUcares, principalmente glicose e sacarose, foram
observadas nas plantas mais expostdg-8. Nestas condi¢cdes de estresse, recursos do
metabolismo primario podem ser alocados para a biossintese de metabdlitos de defesa
(Caretto et al., 2015). Em condi¢des de alta intensidade da radiagéo fotossinteticamente
ativa, a radiacdo UV-B regulou o transporte de monossacarideos para a regido branca de
folhas variegadas deelargonium zonale, onde foram utilizados para a biossintese d
compostos fendlicos, visandop#otegdo contra o estresse oxidativo (Vidovié¢ et at.,
2015a).

Flavonoides sé&o os principais compostos relacionados com a filtragem da radiacao
ultravioleta, e a maior biossintese sob UV-B pode estar relacionada com a fotoprotecao
(Guidi et al., 2016; Pascual et al., 2017). Zhou et al. (2016) relataram que a radiacéo UV-
B leva a regulacao de genes envolvidos na rota de biossintese de flavoAdisatiana.

A exposicao a radiagdo UV-B induziu a biossintese e o acumulo de flavonoides em folhas
de V. condensata, como evidenciado pelo teste histoquimico. Nossos resultados séo
similares aos obtidos coMorus alba (Chen et al., 2016),igustrum vulgare, Phillyrea

latifolia (Guidi et al., 2016)Chrysanthemum morifolium (Ma et al., 2016)A. thaliana
(Bernula et al., 2017Rinus radiata (Pascual et al., 2017). A inducdo da sintese de
flavonoides pode ser interessante, devido as suas propriedades farmacoldgicas,
nutraceuticas e sua ampla utilizacdo em processos industriais, como na producédo de
corantes (Wang et al., 2011).

Aradiacdo UV-B pode induzir a atividade de enzimas antioxidantes (Raghuvanshi
& Sharma, et al., 2016). Nossos resultados demonstraram que o estresse oxidativo ativou
mecanismos enzimaticos de defesa, com aumento da atividade da catalase. Respostas

similares foram encontradas com bat&agnhum tuberosum) Santos et al., 2004), soja
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(Glycine max), milho Zea mays) (Shen & Chen, 2015) e feija@lfaseolus vulgaris L.
cv. Pusa Himlata e Pusa Parvati) (Raghuvanshi & Sharma, et al., 2016).

Conclui-se que a exposicao prolongada a radiagdo UV-B afeta negativamente o
desenvolvimento d¥. condensata, resultando em um menor crescimento e acumulo de
biomassa. Além disso, a UV-B também pode induzir mecanismos de resposta
antioxidantes, através do aumento da atividade da enzima catalase e do acumulo de
flavonoides em folhas. Futuros trabalhos que explorem o papel da radiacdo UV-B sobre
a regulacdo da producédo de flavonoides podem auxiliar no entendimento da rota de

biossintese destes compostos, que possuem grande interesse farmacoldgico e industrial.
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FIGURAS

Figura 1 — Plantasin vitro de Vernonia condensata acondicionadas em camara de
crescimento iluminada por 5 lampadas UV-B (Sankio Denki, G15T8E, 9E, Japao) e 4
lampadas fluorescentes brancas (Philips, TL-D, 15W/75-650, China).
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Figura 2 - Plantas d&ernonia condensata apos 40 dias de cultiva vitro. Aos 25 dias
de cultivo, as plantas foram submetidas aos seguintes tempos de exposicdo diaria a
radiacdo UV-B: 04), 0,5 8), 1 (C), 2 ©) e 4 horasK). Barra equivale a 5 cm.
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Figura 3 - Variaveis de crescimento e taxa fotossintétici&®onia condensata apos

40 dias de cultivan vitro. Aos 25 dias de cultivo, as plantas foram submetidas aos
seguintes tempos de exposicdo diaria a radiacdo UV-B: 0; 0,5; 1; 2 e 4 horas. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Barras representam o erro médio.
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Figura 4 — Teor de clorofilas d&ernonia condensata apds 40 dias de cultivio vitro.

Aos 25 dias de cultivo as plantas foram submetidas aos seguintes tempos de exposicao
diaria a radiacdo UV-B: 0; 0,5; 1; 2 e 4 horas. Médias seguidas pela mesma letra nédo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o erro

médio. Abreviacdes Chla: clorofila a; Chlb: clorofila b.
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Figura 6 - Seces transversais de folhas de vitroplantads dmdensata apds 40 dias de

cultivo in vitro, submetidas ao acetato de chumbo para evidenciar a presenca de

flavonoides. Tempos de exposicao a radiacdo UV-B)0Q,5 B), 1 (C), 2D) e 4 horas
(E). Barras equivalem a 10n
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Figura 7 — Atividade das enzimas do estresse oxidativo na parte aérea de vitroplantas de
V. condensata apos 40 dias de cultivia vitro. Aos 25 dias de cultivo as plantas foram
submetidas aos seguintes tempos de exposi¢éo diaria a radiacdo UV-B: 0; 0,5;1;2 e 4
horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Barras representam o erro médio. Abreviag@&s: Catalase; APX:
Ascorbato peroxidase; SOD: Desmutase do superoxido.
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CONCLUSOES GERAIS

Vernonia condensata possui potencial de propagacdo fotoautotréfica. As
melhores condigcdes de cultinovitro da espécie sdo em meio com 30'gde sacarose
em frascos com maiores trocas gasosas. Maiores niveis de trocas gasosas foram benéficos
para o desenvolvimento da espécie e contribuiram para a maior rusticidade das plantas.
A presenca de sacarose no meio induziu a heterotrofia, reduzindo as taxas fotossintéticas.

A qualidade espectral da luz influencia no desenvolvimentd. @endensata,
sendo o comprimento de onda vermelho distante responsavel pelo estiolamento das
plantas. A variacdo da qualidade de luz também afetou a anatomia das vitroplantas, sendo
observadas alteracdes no espessamento, organizacdo do mesofilo, diferenciacdo e
disposicédo dos feixes vasculares no caule e na folha. Entretanto, as condi¢cdes de luz
testadas ndo interferiram no acumulo de biomassa, no teor de pigmentos e taxa
fotossintética. A influéncia da qualidade de luz sobre o crescimento e fotossirtese de
condensata no cultivoin vitro foi mantida mesmo apds as plantas serem aclimatizadas
em condi¢cles de casa-de-vegetacao.

A radiacdo ultravioleta-B afeta negativamente o desenvolvimentoV.de
condensata. A exposi¢do das plantasJ&/-B levou ao menor crescimento e acumulo de
biomassa. Entretanto, a radiagdo UV-B ndo causou danos a maquinaria fotossintética das
plantas, ndo sendo observadas diferencas significativas do teor de pigmentos
fotossintéticos de plantas expostas e ndo expostbl/-B. Além disso, a taxa
fotossintética foi maior nas plantas expostas. A catalase foi a principal responsavel pela
atividade antioxidante em resposta ao estresse oxidativo induzido pela radiagdo UV-B.
Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de flavonoides em folh¥s de
condensata, principalmente nas plantas expostas por mais tempo. Os flavonoides também

podem ter atuado como antioxidantes e fotoprotetores.
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