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RESUMO

A Urtica dioica L. (Urticaceae), conhecida popularmente como ‘“urtiga”, ¢ uma planta
medicinal explorada pela industria téxtil, alimenticia e farmacéutica. Recentemente, a espécie
tem recebido atencdo de pesquisadores por apresentar evidéncias de atividade
anticancerigena, em razdo de seus compostos antioxidantes. A intensidade, qualidade de luz e
o tipo de sistema de cultivo sdo fatores que influenciam diretamente o crescimento e o
metabolismo secundario das plantas medicinais. Dessa forma, neste estudo, objetivou-se
avaliar diferentes intensidades, qualidades de luz e o uso do sistema de ventilagdo natural no
crescimento e no acumulo de compostos secundarios em plantulas de U. dioica
micropropagadas. No experimento de intensidade de luz, segmentos nodais foram cultivados
em meio de cultura MS sob as irradiancias 26, 51, 69, 94 € 130 umol m™ s’!, obtidas com
lampadas LED. No experimento de qualidade de luz, segmentos nodais foram cultivados em
meio de cultura MS sob lampadas LED azul, vermelho, 1 vermelho:1azul; 2,5 vermelho:1
azul; 1 vermelho:2,5 azul; branco e sob lampada fluorescente branca fria. No experimento
com o sistema de ventilagdo natural (SVN), segmentos nodais e apicais, com um par de
folhas, foram cultivados em meio de cultura MS, na presenga e auséncia de 30g L' de
sacarose. Foram testados 4 tipos de sistemas de cultivo: sistema convencional (SC), sistema
de ventilagdo natural com uma membrana (SVNI), duas membranas (SVN2) e quatro
membranas (SVN4). Apos 40 dias, avaliaram-se nos 3 experimentos: crescimento, area foliar,
pigmentos fotossintéticos, compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante. Plantulas cultivadas sob 94 pmol m s™! apresentaram resultados superiores de
crescimento e producdo de matéria seca in vitro. A produg¢do de compostos fendlicos,
flavonoides e atividade antioxidante foi intensificada a 130 umol m? s'. O uso do LED
Ivermelho: 2,5azul proporcionou um aumento de 5,53 vezes na concentragdo de compostos
fendlicos e 8,63 vezes na concentracdo dos flavonoides em relacdo ao uso de lampadas
fluorescentes. O LED 2,5 vermelho:1azul favoreceu o crescimento e acumulo de matéria seca
in vitro. O sistema de ventilagdo natural foi superior ao convencional quanto aos indices de
crescimento. Segmentos apicais cultivados em meio de cultura suplementado com sacarose e
uso do SVNI1 e SVN2 promoveram os melhores resultados de crescimento in vitro. A
atividade antioxidante ¢ diretamente influenciada pelo aumento da intensidade da luz. O
aumento da propor¢ao de luz vermelha induz o estiolamento da plantula. A adig¢do de sacarose
no meio de cultivo promove o enraizamento e acumulo de flavonoides. A auséncia de
sacarose induz a produ¢do de matéria seca das folhas na espécie.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Sistemas de cultivo. Espectro de Luz. Irradiancia.
Urtiga. Cultivo in vitro.



ABSTRACT

Urtica dioica L. (Urticaceae), popularly known as "stinging nettle", is a medicinal plant
exploited by the textile, food, and pharmaceutical industries. Recently, the species has
received attention from researchers for presenting evidence of anticancer activity due to its
antioxidant compounds. The intensity, light quality and type of cultivation system are factors
that directly influence the growth and secondary metabolism of medicinal plants. Therefore,
this study aimed to evaluate different intensities, light qualities, and the use of natural
ventilation system in the growth and accumulation of secondary compounds in
micropropagated U. dioica plantlets. In the light intensity experiment, nodal segments were
cultured in MS medium under the irradiances 26, 51, 69, 94, and 130 pmol m? s™!, obtained
with LED lamps. In the light quality experiment, nodal segments were grown in MS culture
medium under LED lamps: red; blue; 1 red:1blue; 2.5 red:1 blue; 1 red: 2.5 blue; white, and
under cold white fluorescent lamp. In the experiment with the natural ventilation system
(SVN), nodal and apical segments with a pair of leaves were grown in MS culture medium in
the presence and absence of 30 g L' of sucrose. Four types of culture systems were tested:
conventional system (SC), natural ventilation system with one membrane (SVNI), two
membranes (SVN2) and four membranes (SVN4). After 40 days, the growth, leaf area, dry
matter, photosynthetic pigments, total phenolic compounds, total flavonoids and antioxidant
activity were evaluated in all three experiments. Plantlets grown under
94 umol m? s! showed superior growth and dry matter yields in vitro. The production of
phenolic compounds, flavonoids and antioxidant activity was intensified at 130 pmol m2 s,
The use of 1 red: 2.5 blue LED provided increased the concentration of phenolic compounds
by 5.53 times and 8.63 times in flavonoid concentration, compared to the use of fluorescent
lamps. The LED 2.5 red:1blue favored the growth and accumulation of dry matter in vitro.
The natural ventilation system was superior to the conventional one regarding the indices of
growth. Apical segments grown in culture medium supplemented with sucrose and the use of
SVN1 and SVN2 promoted the best in vitro growth results. The antioxidant activity is directly
influenced by the increase in light intensity. Increasing the proportion of red light induces
etiolation. The addition of sucrose in the culture medium promotes rooting and flavonoid
accumulation. The absence of sucrose induces leaf dry matter production.

Keywords: Phenolic compounds. /n vitro culture. Light spectrum. Irradiance. Nettle. /n vitro
cultivation system.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém um papel de suma importancia para a populacdo de baixa
renda. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que 65 a 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam as plantas medicinais no tratamento de
enfermidades (WHO, 2011). Entretanto, seu uso tradicional ¢ fundamentado no saber popular
passado de geracdo a geracdo, sem fundamentacdo cientifica (IANCK et al., 2017;
OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012; SILVA, 2014).

O mercado mundial de fitoterapicos movimentou 71,19 bilhdes de dolares em 2016 e
espera-se um crescimento economico desse setor (HEXA RESEARCH, 2017). Com o avango
da industria farmacéutica, o estudo do metabolismo secundario das plantas medicinais
possibilita abrir novos horizontes para a criagdo de novos medicamentos (MORALIS et al.,
2012), visto que existe um vasto numero de compostos fitoquimicos presentes nas plantas que
ainda nao foram estudados (SHAKIYA, 2016).

Pertencente a familia Urticaceae, a Urtica dioica L., conhecida popularmente no Brasil
como “urtiga”, € uma planta rica em vitaminas, ferro, calcio, sodio e 4cidos graxos (RUTTO
et al., 2013). E explorada pela industria téxtil, alimenticia e pela medicina popular no
tratamento de artrite, reumatismo, paralisia muscular e diabetes mellitus (UPTON, 2013).
Ultimamente, a espécie tem chamado a aten¢do dos pesquisadores por apresentar evidéncias
de atividade anticancerigena (FATTAHI et al., 2018; MOHAMMADI et al., 2016).

Para a producdao de mudas in vivo da espécie € necessario um grande espago (DI
VIRGILIO et al., 2015). A micropropagacdo assim se apresenta como uma ferramenta para a
propagagdo vegetativa de matrizes com caracteristicas genéticas superiores, em menor espago,
alta escala e durante o ano todo, assim como permite estudar a influéncia do ambiente no
crescimento e no metabolismo secundario da espécie (AMARAL-BAROLI et al., 2016;
GONCALVES; ROMANO, 2013). Na micropropagacao, a qualidade e a intensidade da luz
sdo fatores ambientais que devem ser controlados, pois afetam a fotossintese, a
fotomorfogénese e o metabolismo secundério das plantas (LAZZARINI et al., 2018; SILVA
etal., 2017).

No cultivo in vitro, o microclima criado dentro do recipiente pode levar a desordens
fisiologicas e morfoldgicas nas plantas, como raizes malformadas, baixa concentracdo de

clorofilas, reduzida sobrevivéncia na fase de aclimatizacdo e hiper-hidricidade (ISAH, 2015).



15

O uso do sistema de ventilagdo natural permite superar esses problemas do cultivo in vitro,
uma vez que promove trocas gasosas com o ambiente externo, mantendo concentragdes ideais
de CO», favorecendo a abertura estomatica e maior taxa fotossintética, condi¢des que afetam,
inclusive, o metabolismo secundario das plantulas in vitro (SALDANHA et al., 2012; SILVA
etal., 2017).

Um protocolo de micropropagagao eficiente ¢ especifico para cada espécie. Portanto, a
avaliacdo de parametros que influenciam na sua organogénese, como a luz e CO> disponivel
para as plantulas, visando as melhores condigdes para expressao da totipoténcia das células
vegetais, deve ser estudada. Além disso, esses pardmetros fazem com que a planta produza
diferentes compostos e quantidades distintas de metabolitos secundarios de interesse
(ALVARENGA et al., 2015; NAIK; AL-KHAYRI, 2016).

Na literatura, existe uma caréncia de informacdes sobre as condi¢cdes ambientais
favoraveis a micropropagacdo da espécie e quanto a quantificacdo dos metabolitos
secundarios da espécie cultivada in vitro. Dessa forma, neste trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito da intensidade, qualidade da luz e uso do sistema de ventilagdo natural no crescimento e
acumulo de pigmentos fotossintetizantes e de compostos com atividade antioxidante de

plantulas de Urtica dioica micropropagadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas agrondomicas da espécie

A familia Urticaceae compreende aproximadamente 53 géneros e 2655 espécies
(CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016), tendo ampla distribuicio em regides tropicais e
temperadas ao redor do mundo (WU et al., 2013). No Brasil, existem 13 géneros, como
Laportea, Urera, Phenax e Urtica, sendo 109 espécies com diferentes habitos, desde ervas
perenes a arvores encontradas em todos os estados brasileiros. O género Urtica possui 4
espécies, sendo elas Urtica circularis (Hicken) Sorart, Urtica spathulata Sm., Urtica urens
L. e Urtica dioica L. (ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI, 2015).

A espécie Urtica dioica L. (FIGURA 1), popularmente conhecida como ‘“urtiga”, ¢
nativa da Asia, Europa, norte da Africa e América do Norte (TAYLOR, 2009). Considerada
uma planta invasora de areas cultivadas (TAYLOR, 2009), a U. dioica é capaz de causar
reacdes alérgicas e dor ao entrar em contato com a pele (ADHIKARI; BAJRACHARYA;
SHRESTHA, 2016; LIMA et al., 2008). Em decorréncia de seus tricomas urticantes, a espécie
ndo ¢ comumente cultivada para alimentagdo, apesar de bastante utilizada como alimento em
paises em desenvolvimento (UPRETY et al., 2012).

A urtiga ¢ uma espécie herbacea perene, podendo ser encontrada em forma de
subarbusto de até 2 m de altura (JAN; ZARAFSHAN; SINGH, 2016). Seu caule ¢ simples, de
coloracdo esverdeada e apresenta poucas ramificagdes. Suas folhas podem ser ovais ou
lanceoladas e opostas, com caules e folhas cobertos por tricomas (BISHT; BHANDARI;
BISHT, 2012; TAYLOR, 2009). Apresenta inflorescéncias em paniculas com 2 a 8 cm. Suas
flores sdo esverdeadas e unissexuais (UPTON, 2013). Os frutos sdo do tipo aquénio, com
somente uma semente, medindo de 1 a 1,5 mm de comprimento e 0,7 a 0,9 mm em largura
(REAUME, 2010).

A urtiga se desenvolve melhor em solos ricos em nitrogénio, fosfato e matéria
organica (BISHT; BHANDARI; BISHT, 2012), com pH de 5,6 a 7,6 (DI VIRGILIO et al.,
2015). Naturalmente propagada por rizomas e por sementes (JAN; ZARAFSHAN; SINGH,
2016), a urtiga ¢ uma espécie anemocorica e ¢ dificilmente polinizada por insetos (TAYLOR,

2009).
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Figura 1 - A espécie Urtica dioica L. (Urticaceae), cultivada em vasos na casa-de vegetacao;
B — Face adaxial da folha; C — Face abaxial da folha.

Fonte: José Eduardo B. P. Pinto (2018).

Em razdo do alto nivel de heterozigose, a propaga¢do seminifera resulta em plantas
ndo homogéneas (VOGL; HARTL, 2003). Sendo assim, para a produgdo comercial da
espécie, visando a producao uniforme de clones de alto teor de fibras e matéria- prima para
producdo de fitoterdpicos, a propagacdo vegetativa se apresenta como potencial ferramenta
para o cultivo de mudas da espécie, via estaquia (VOGL; HARTL, 2003) ou rizomas
(JANKAUSKIENE; GRUZDEVIENE, 2013; WURL et al., 2002), os quais devem ser
dispostos de 5 a 8 cm de profundidade, com espagamento de 40 a 60 cm entre plantas e de 75
cm a 1 m entre linhas (JANKAUSKIENE; GRUZDEVIENE, 2013).

Quando se objetiva a producdo de folhas, a colheita deve ser realizada no outono.
Entretanto, se o foco ¢ a producdo de matéria-prima para a industria téxtil, ¢ indicado realizar
a colheita no verdo, periodo em que a qualidade das fibras do caule ¢ maior (DI VIRGILIO et

al., 2015).
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2.2 Atividade biologica e usos da Urtica dioica

As folhas da urtiga s@o a principal fonte dos compostos bioativos da espécie, sendo
utilizadas como matéria-prima na produgdo de extratos utilizados, na medicina popular, ha
centenas de anos (DI VIRGILIO et al., 2015). Suas folhas, flores e caule sdo utilizados na
forma de infusdo e decoccdo para o tratamento de artrite, anemia, reumatismo, paralisia
muscular, diabetes, hiperplasia prostatica benigna e tlcera. A espécie ¢ empregada ha séculos
na “urticagdo”, tratamento utilizado para estimular a circulagdo sanguinea (UPTON, 2013).
Existem relatos do uso da urtiga, desde o Egito antigo, pela infusdo da planta para tratamento
da artrite (HARRISON, 1966).

A Urtica dioica contém vitamina A, C, célcio, ferro, sddio e acidos graxos (RUTTO et
al., 2013). No setor alimenticio, seu extrato pode ser utilizado para a produ¢do de alimentos
funcionais com maior teor de antioxidantes (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015) e pode
ser utilizado como ingrediente na fabricagdo de queijos, atuando na coagulacdo do leite e
melhorando as propriedades organolépticas (FIOL et al., 2016). Na piscicultura, ¢ estudada
por apresentar atividade imunoestimulante e promotora de crescimento em peixes (DE VICO;
GUIDA; CARELLA, 2018; VAN HAI, 2015). Na avicultura, estudos demonstram que o uso
do extrato etandlico da U. dioica na alimentagdo das aves promove o aumento da resisténcia a
doengas (SANDRU et al., 2016). A espécie tem sido explorada pela industria téxtil na
producdo sustentdvel de fibras para a producdo de cordas, tecidos e redes de pesca (BISHT;
BHANDARI; BISHT, 2012). Existem, inclusive, programas de melhoramento e selecdo de
clones de alto rendimento de fibra na Europa (DI VIRGILIO et al., 2015).

Por ser uma espécie que utiliza bastante nitrogénio do solo, a urtiga pode ser utilizada
na fitorremediacao do solo, prevenindo que o nitrogénio chegue até os corpos d’agua e cause
eutrofizagdo (VIKTOROVA et al., 2016). Pode ser utilizada como planta de cobertura e
indicada como abrigo para inimigos naturais (DI VIRGILIO et al., 2015).

Pesquisas recentes relatam a importancia da espécie no setor farmacéutico. A
utilizacdo de extrato hidroalcdolico da Urtica dioica atenuou, significantemente, a
hiperglicemia em ratos (SHOKRZADEH et al., 2018) e reduziu os fatores de risco de
incidéncia cardiovascular em pacientes com diabetes mellitus (AMIRI BEHZADI;
KALALIAN-MOGHADDAM; AHMADI, 2016). Liao et al. (2016), ao estudarem a eficacia
do gel obtido do extrato metandlico das raizes da urtiga no tratamento de artrite reumatoide
em ratos, indicam a urtiga como um potencial ingrediente na fabricacdo de medicamentos

para o tratamento da doenga, em razdo de sua atividade analgésica e anti-inflamatoria. O uso
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da urtiga pode ser combinado com o uso de anti-inflamatorios. Chrubasik et al. (1997)
reportaram que 50 mg de U. dioica associado a 50 mg de diclofenaco, possui a mesma
resposta anti-inflamatéria que uma dose de 200 mg do medicamento alopatico isolado.

A sensacdo de irritacdo ao ser tocada ¢ causada, em razdo da presenca de acido
formico, histamina, serotonina ¢ acetilcolina em seus tricomas (BISHT; BHANDARI;
BISHT, 2012). Estudos relatam a presenca de saponinas, flavonoides, esterois, taninos, acidos
graxos, clorofilas, carotenoides, proteinas e vitaminas em plantas de Urtica dioica (GUL et
al., 2012; RAFAJLOVSKA et al., 2013).

A espécie tem recebido atengdo especial dos pesquisadores por apresentar evidéncias
de atividade anticancerigena (ADHIKARI; BAJRACHARYA; SHRESTHA, 2016;
FATTAHI et al., 2018; MOHAMMADI et al., 2016). Nas ultimas décadas, houve um
aumento expressivo no consumo de plantas medicinais empregadas na preven¢do de doencas
cronicas, cardiovasculares e certos tipos de cancer, decorrentes das acdes dos compostos
bioativos produzidos durante o metabolismo secunddrio, como os compostos fenodlicos,
flavonoides e carotenoides (DOU et al., 2017). A cultura de tecidos de plantas medicinais
permite o estudo da influéncia do ambiente no acimulo desses compostos, assim como a

produc¢do de mudas de qualidade em larga escala.

2.3 Cultura de tecidos de plantas medicinais

A cultura de tecidos vegetais permite a produgdo de plantulas in vitro a partir de
células, 6rgaos e tecidos vegetais, sendo aplicada na pesquisa e produgdo de plantas livres de
doencas, na obtencdo de mudas de espécies de dificil propagagdo, na transformagdo genética e
na producdo de metabolitos secundarios de valor comercial (ESPINOSA-LEAL; PUENTE-
GARZA; GARCIA-LARA, 2018; ALTPETER et al., 2016). Na cultura de tecidos, existem
duas vias para producdo de compostos bioativos: a calogénese, utilizada na biotecnologia na
transformagdo genética de plantas e cultura de suspensdo celular, e a organogénese, via
cultura de raizes e micropropagacio (ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-
LARA, 2018) (FIGURA 2).

A micropropagacdo ¢ uma das técnicas da cultura de tecidos vegetais, que permite a
producdo de mudas livres de patdgenos, em alta escala, sob condi¢des ambientais controladas
e durante todo o ano. Visa a obter plantas com maior producdo de biomassa, rendimento e
composi¢do uniforme dos metabolitos secundarios de interesse (ESPINOSA-LEAL;

PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA, 2018; KARUPPUSAMY, 2009).
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Figura 2 - Métodos para a producao de compostos bioativos com uso da cultura de tecidos.

Planta Matriz

ORGANOGENESE CALOGENESE
MICROPROPAGA(;AO CULTURA DE RAIZES SUSPENSAO CELULAR

Produgao de compostos bioativos

Fonte: Adaptado de Espinosa-Leal, Puente-Garza e Garcia-Lara (2018).

Apesar das vantagens da micropropagacdo das plantas medicinais, um protocolo de
micropropagacdo eficiente ¢ especifico para cada espécie, em razdo de diferentes respostas
fisiologicas e morfoldgicas das plantas a organogénese (ISAH, 2015). Estudos recentes
reportam sobre a micropropagacdo de espécies medicinais: estévia (Stevia rebaudiana
Bertoni, Asteraceac) (RAMIREZ-MOSQUEDA; IGLESIAS-ANDREU; BAUTISTA-
AGUILAR, 2017), alfavaca (Ocimum gratissimum L., Lamiaceae) (FERNANDES et al.,
2013), agave (Agave salmiana Otto Ex Salm-Dick, Asparagaceae) (PUENTE-GARZA;
GARCIA-LARA; GUTIERREZ-URIBE, 2017), mil-folhas (Achillea millefolium L.,
Asteraceae) (ALVARENGA et al., 2015), orquidea (Cattleya walkeriana Gardner,
Orchidaceae) (SILVA et al., 2014), hortela-da-folha-grossa (Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng, Lamiaceae) (SILVA et al., 2017), erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides
L., Chenopodiaceae) (CARVALHO et al., 2018) e alecrim-de-tabuleiro (Lippia gracilis
Schauer, Verbenaceae) (LAZZARINI et al., 2018; LAZZARINI et al., 2019).

Pela técnica de micropropagagdo, ¢ possivel estudar a influéncia do ambiente no
crescimento, desenvolvimento e no metabolismo secundario das plantas medicinais,
controlando o microclima dentro do tubo de ensaio e observando as respostas
morfofisiologicas das plantas (DOU et al., 2017; RAMIREZ-MOSQUEDA; IGLESIAS-
ANDREU; BAUTISTA-AGUILAR, 2017). A biossintese de metabolitos secundérios, como
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os compostos fendlicos e flavonoides, depende de condic¢des intrinsecas a espécie, como seu
codigo genético, sendo a resposta fisiologica ao ambiente dependente de cada espécie (LI et
al., 2014; PEDROSO et al., 2017; TAULAVUORI et al., 2018).

Na micropropagacao, plantulas necessitam de fontes externas de carbono, como
sacarose, uma vez que hd pouco CO: disponivel para uma fotossintese eficiente (KOZAI,
2010), sendo a resposta variavel de acordo com a espécie. Entretanto, a redu¢cdo da sacarose
no meio de cultura reduz custos, diminui a proliferacdo de fungos e bactérias no meio de
cultura (XIAO; KOZALI 2006), influencia no crescimento (JO et al., 2009) e pode aumentar
as trocas gasosas com o exterior, em caso do uso de sistemas que permitem tais trocas gasosas
(IAREMA et al., 2012).

No sistema de cultivo in vitro convencional, os recipientes devem apresentar um
microambiente isento de contaminagdo por microorganismos. Nesse sistema, os recipientes
sdo vedados impedindo o contato com o exterior, expondo a plantula a um microambiente
com baixa luminosidade, baixa concentragdo de CO,, alta umidade relativa, alta concentragao
de etileno e sem trocas gasosas com o ambiente externo (KOZAI; KUBOTA, 2001). Essas
condi¢des sdo propicias para o aparecimento de anomalias, como a baixa concentragdo de
clorofilas, hiperidricidade e raizes malformadas, gerando grandes perdas na fase de

aclimatiza¢dao e mau funcionamento dos estomatos (ISAH, 2015).

2.4 Sistema de ventilacio natural

O sistema de ventilagdo natural permite trocas gasosas do recipiente com o exterior, ao
mesmo tempo em que mantém um microambiente asséptico. Dessa forma, ha um aumento da
aeracao, redu¢do da umidade relativa, maior sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo ¢ maior
producdo de fotoassimilados, uma vez que mantém a concentracao ideal de CO, e melhora a
capacidade fotossintética (MOREIRA et al., 2013; SALDANHA et al., 2012).

Entretanto, membranas comerciais para a montagem do sistema de ventilagao natural
possuem alto custo de mercado. Saldanha et al. (2012) criaram uma membrana de qualidade
com materiais de baixo custo, utilizada em pesquisas recentes no estudo da influéncia do
sistema de cultivo no crescimento e no metabolismo secundario.

Pesquisas reportam que o uso das membranas aumenta as trocas gasosas, influenciam
o crescimento e o metabolismo secundério de plantas medicinais cultivadas in vitro. larema et
al. (2012), avaliaram plantulas de ginseng-brasileiro (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,

familia Amaranthaceae) cultivadas sob sistema convencional e sistema de ventilacdo natural
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com 1 e 2 membranas, observando maior crescimento ¢ aumento do acumulo de 20-
hidroxiecdisona quando seu cultivo ¢ associado a auséncia de sacarose no meio de cultura.
Silva et al. (2017), observaram que o uso do sistema de ventilagdo natural com 1 e 2
membranas aumenta a matéria seca de Plectranthus amboinicus, ao passo que o uso de 4

membranas aumenta o acamulo de carvacrol.

2.5 Luz no cultivo das plantas medicinais

A luz ¢ considerada um dos fatores ambientais mais importantes para o crescimento e
desenvolvimento da planta, assim como influencia fortemente o metabolismo secundério
(DOU et al., 2017). Segundo Kozai et al. (2015), o custo com eletricidade ¢ um dos mais altos
na produgdo comercial em cultivo protegido, onde as lampadas fluorescentes branca-fria sao
as mais utilizadas. Houve um aumento no interesse na substitui¢do dessas lampadas por
diodos emissores de luz (LED), em razdo do baixo custo de instalacdo, longevidade e
capacidade de emitir um comprimento de onda especifico para as plantas (LAZZARINI et al.,
2017; MITCHEL, 2015; STUTTE, 2015). Além disso, lampadas fluorescentes emitem o
comprimento de onda de 350 a 750 nm, contendo uma faixa de espectro de luz desnecessaria
para a fotossintese e crescimento das plantas (RAMIREZ-MOSQUEDA; IGLESIAS-
ANDREU; BAUTISTA-AGUILAR, 2017), uma vez que as plantas utilizam somente o
espectro de luz de 400-700 nm, conhecido como radiacdo fotossinteticamente ativa (TAIZ et
al., 2017).

A luz vermelha monocromatica estimula a fotossintese, em decorréncia do
comprimento de onda do vermelho (660 nm) ser correspondente ao pico de absor¢do dos
fitocromos (DOU et al., 2017; TAIZ et al., 2017). O uso da luz vermelha promove o
alongamento do hipocétilo, decorrente de uma condigdo conhecida por “fitocromo-
dependente” (DARKO et al., 2014) e também ativa os genes responsaveis pela biossintese de
giberelinas (KAMIYA; GARCIA-MARTINEZ, 1999).

Luz azul monocromatica (470 nm) promove a abertura estomatica (TAIZ et al., 2017).
Por ser bastante energética, ¢ considerada um ativador efetivo para o acuimulo de carotenoides
nas plantas, onde a resposta fisioldgica ¢ dependente da espécie (ZHANG et al., 2015).
Johkan et al. (2010), ao estudarem o efeito do uso de LEDs no crescimento de plantulas de
alface (Lactuca sativa L., Asteraceae), demonstraram a importancia da qualidade da luz azul
no aumento da concentragdo de carotenoides e melhores resultados na aclimatizagdo, uma vez

que estavam mais preparadas para lidar com o estresse luminoso.
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Os comprimentos de onda do azul e vermelho e suas combinagdes, estdo associados
com o crescimento, desenvolvimento e metabolismo de fitohormonios (OUYANG et al.,
2015). A taxa fotossintética e produtividade das plantas aumentam sob combinagdes de luz
azul e vermelha, mas diminuem com o aumento da propor¢ao da luz azul (BUGBEE, 2016).
Pesquisas recentes tém comprovado a eficacia da luz vermelha suplementada com luz azul, no
crescimento de plantas medicinais (DOU et al., 2017). De acordo com Sabzalian et al. (2014),
o comprimento de onda fornecido as plantas pela combina¢do da luz azul e vermelha promove
uma maior excitacdo dos fitocromos, criptocromos e fototropinas, levando a melhores
resultados de crescimento.

Além da qualidade da luz, a intensidade da luz também exerce influéncia no
metabolismo vegetal. Sob baixa luminosidade, as plantas ndo produzem fotoassimilados de
maneira eficaz, ao passo que sob estresse luminoso sofrem danos, em razdo da foto-oxidacgao
(TAIZ et al, 2017). Silva et al. (2017), observaram que a intensidade da luz de
69 umol m2 s! foi benéfica para o crescimento in vitro de Plectranthus amboinicus, assim
como influenciaram o contetido de carvacrol encontrado na fragdo volatil das plantulas da
espécie. Karimi et al. (2013), ao avaliarem plantas de Labisia pumila (Primulaceae) cultivadas
sob duas intensidades de luz em casa-de-vegetagdo (310 e 630 pmol m2 s7!), concluiram que
maiores irradidncias aumentam a concentra¢ao de compostos fendlicos totais nas plantas.

Produtores de plantas medicinais tém optado pela producdo em casas-de-vegetacao
(DOU et al., 2017). Assim, estudando a resposta das plantas a luz ¢ possivel entender a
fisiologia vegetal e manipular o ambiente, para otimizar o acumulo de compostos
fitoquimicos de interesse nas plantas medicinais, possibilitando a produ¢do de matéria-prima
de qualidade (JAAFAR; HARIS; RAHMAT, 2008). Entretanto, o conhecimento sobre a
influéncia da qualidade e intensidade de luz no crescimento € no metabolismo secundario das
plantas ainda estd limitado, necessitando de estudos mais aprofundados e com diferentes

espécies (HERNANDEZ; KUBOTA, 2016).

2.6 Metabolitos secundarios e atividade antioxidante

No metabolismo primario, as plantas produzem macromoléculas essenciais ao seu
crescimento e desenvolvimento, como os agucares, acidos graxos e proteinas, ao passo que 0s
metabolitos secundarios sdo micromoléculas de grande varia¢do estrutural, produzidas em

respostas as alteragdes ambientais, com o objetivo de adaptacdo e sobrevivéncia, sendo
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espécie-especificas (TAIZ et al., 2017). Sdo divididos em 3 grandes grupos: terpenos e
esteroides, alcaloides e compostos fendlicos (AHMED; ARSHAD; KHAN, 2017).

Muitos destes compostos bioativos, como os compostos fendlicos, sdo utilizados como
matéria-prima para a producdo de novos medicamentos fitoterapicos, decorrente da sua
atividade biologica, anti-inflamatoria, antibidtica e antioxidante, sendo também de grande
importancia na industria de alimentos (CANADANOVIC-BRUNET et al., 2009).

Os compostos fendlicos sdo compostos por fenois, acidos fenolicos e flavonoides
(FIGURA 3) (AHMED; ARSHAD; KHAN, 2017), com um papel associado a adaptacdo ao
ambiente e resisténcia a patogenos e predadores (LI et al., 2014). Sao produzidos pela via
biossintética mista do &cido chiquimico e acido acético. A via do chiquimato tem inicio na
condensa¢do de moléculas de fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato, formando o acido
chiquimico e, posteriormente, a formagdo do acido corismico. Apds uma série de estagios
intermediarios, as moléculas de fenilalanina sdo formadas. A fenilalanina ¢ utilizada na rota
biossintética dos fenilpropanodides, onde ¢ transformada em 4acido cindmico pela enzima
fenilalanina amoénia-liase (PAL). Posteriormente, apo6s diferentes reacdes quimicas, sdo
formados diversos fenilpropanoides, apresentando blocos de constru¢do C6C3, dando origem

a varios metabolitos secundarios, como os flavonoides (KOUGAN et al., 2013) (FIGURA 4).

Figura 3 - Estruturas quimicas bésicas dos compostos fenolicos.
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Figura 4 - Rota biossintética de alguns compostos fendlicos pela via do chiquimato.
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Os flavonoides possuem esqueletos de carbono na forma C6-C3-C6, e sdo produtos do
metabolismo secundario das plantas por via mista de biossintese: via dcido chiquimico (a
partir da fenilalanina) e 4cido acético (via moléculas de acetil-CoA) (SIMOES, 2001). Sao
encontrados na epiderme das folhas e nas frutas. Sdo utilizados pelas plantas para prote¢ao
contra a radiagdo ultravioleta, pigmentagdo, como antioxidante e contra o ataque de insetos e
patogenos (AHMED; ARSHAD; KHAN, 2017).

Os principais compostos bioativos presentes na urtiga sdo: quercetina, rutina,
isoquercitrina e o acido 5-0-cafeoilquinico (FIGURA 5) (JAN; ZARAFSHAN; SINGH, 2016;
ORCIC et al., 2014). Segundo Jan, Zarafshan e Singh (2016), os compostos fendlicos sio os
responsaveis pela atividade terapéutica da espécie.

Sarikurkcu et al. (2017), reportaram 16,6 mg de equivalente em &cido galico por
grama de planta (mgEAG gplanta!) ao quantificar os compostos fenolicos totais do extrato

etandlico de Urtica dioica selvagens na Turquia. Kukri¢ et al. (2012) reportaram um acimulo
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de 208,37 mgEAG gMS! (matéria seca da planta) de compostos fenolicos totais € 20,29 mg
de equivalente em quercetina por grama de matéria seca (mgEQ gMS™!) quanto aos
flavonoides totais ao avaliar o extrato seco de plantas de U. dioica selvagens, coletadas na
regido da Republica Sérvia.

Os compostos fendlicos e flavonoides apresentam atividade antioxidante (AO et al.,
2008; KARIMI et al, 2013). Quercetina e isoquercitrina apresentam atividade anti-
inflamatoria (ROGERIO et al., 2007).

Figura 5 - Compostos bioativos encontrados em maior quantidade na Urtica dioica.

RUTINA QUERCETINA

HOOC OH
OH OH

ACIDO 5-0-CAFEOILQUINICO ISOQUERCITRINA

Fonte: Jan, Zarafshan e Singh (2016).

Os compostos antioxidantes atuam no sequestro de radicais livres produzidos no
metabolismo, como os ions superoxido (O2¢"), peréxido de hidrogénio (H202) e radicais
hidroxila (OHe), e sdo empregados na prevencdo de doencas ligadas ao estresse oxidativo
(PISOSCHI; POP, 2015). H4 um crescente niumero de pesquisas visando a producdo de
antioxidantes de fontes naturais, uma vez que ndo proporcionam efeitos nocivos a satde, ao
contrario dos antioxidantes sintéticos (XU et al., 2017; LI et al., 2014). Os antioxidantes
naturais, encontrados nos vegetais, retardam o processo de muitas doengas cronicas, previnem
o aparecimento do cincer e aumentam o tempo de prateleira de alimentos (OSKOUEIAN et
al., 2011), sendo de grande potencial para a aplicago industrial (YANEZ et al., 2012).

E possivel determinar a capacidade antioxidante dos extratos das plantas medicinais
por meio dos métodos eDPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil), Capacidade Antioxidante Total
(CAT), Capacidade de Absor¢do do Radical Oxigénio (ORAC), dentre outros (OJHA et al.,



27

2018). O DPPH ¢ um radical livre que possui um elétron desemparelhado em um dos seus
atomos de Nitrogénio, apresentando cor purpura. Ao entrar em contato com uma substancia
antioxidante, este elétron se emparelha com um elétron de um Hidrogénio, formando um
complexo quimico que apresenta cor amarelada (OLIVEIRA, 2015). A capacidade
antioxidante total (CAT) ¢ medida pelo teste do fosfomolibdénio, que tem como principio
basico a redugdo do Mo®" para Mo>*, pelos compostos antioxidantes contidos nas plantas
(KHAN et al., 2012), fazendo com que a solugdo fique esverdeada. O método da Capacidade
de Absor¢ao do Radical Oxigénio (ORAC) ¢ baseado na oxidagdo da fluoresceina por radicais
peroxila adicionado ao teste. Os antioxidantes presentes nas plantas protegem a fluoresceina,
bloqueando a reagdo de oxidacdo (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001). Todos os
trés métodos utilizam a leitura da absorbancia via espectrofotometro (OJHA et al., 2018).

Estudos reportam dados sobre a atividade antioxidante da urtiga. Kukri¢ et al. (2012)
encontraram um ICso de 31,38 pg mL! no extrato seco de folhas de plantas selvagens da
espécie, coletadas na regido da Republica da Sérvia, considerando a espécie de fraca a
moderada capacidade antioxidante. Entretanto, Giider e Korkmax (2012) relataram que
extratos hidroalcoolicos de urtiga cultivadas no Ird apresentaram percentagem de inibigdo na
peroxidagdo do 4cido linoléico de 81,7% para sementes, 79,8% para raizes, 78,3% flores e
76,4% folhas, valores superiores aos dos padrdes BHA (66,2%), BHT (70,6%) e a-tocoferol
(50,1%), indicando alta atividade antioxidante.

Condigdes ambientais, temperatura, disponibilidade hidrica, ritmo circadiano, idade da
planta, sazonalidade, hora do dia, nutrientes disponiveis, luz, danos mecanicos e concentracao
de CO: e O; fazem com que a planta acumule diferentes compostos e quantidades distintas de

metabolitos secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; NAIK; AL-KHAYRI, 2016).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A Urtica dioica L., apesar de negligenciada ¢ considerada uma espécie invasora de
areas cultivadas, ¢ uma planta medicinal de aplicacdo no tratamento da artrite, hiperplasia
prostatica benigna e de potencial uso no tratamento da diabetes mellitus. A espécie ¢ utilizada
na industria alimenticia, agropecudria e na produgdo sustentavel de fibras para a industria
téxtil. A U. dioica também tem se destacado como aliada na prevencao do cancer, em razao
de sua propriedade antioxidante. Entretanto, a espécie ¢ pouco estudada do ponto de vista
agrondmico.

Na literatura, existe uma caréncia de informacdes sobre a quantificacdo dos
metabolitos secundéarios da espécie e as condicdes ambientais favordveis para a
micropropagacdo da Urtica dioica, seu crescimento in vitro € seus respectivos efeitos na

biossintese de compostos fendlicos e flavonoides.
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CAPITULO 2 QUALIDADE E INTENSIDADE DE LUZ AFETAM O
CRESCIMENTO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Urtica dioica L.
MICROPROPAGADAS

RESUMO

A Urtica dioica L. (Urticaceae) ¢ uma espécie de multiplos usos, utilizada na industria téxtil,
farmacéutica e alimenticia. Conhecida como “urtiga” ¢ popularmente indicada para o
tratamento de diabetes, hiperplasia prostdtica benigna, artrite e reumatismo. Estudos das
atividades biologicas da U. dioica indicam rela¢do entre a sua composi¢dao fenodlica e sua
atividade antioxidante. Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes qualidades e intensidades de
luz no crescimento, acimulo de compostos fendlicos e atividade antioxidante de plantulas de
U. dioica micropropagadas. Dois experimentos foram realizados. No experimento de
intensidade de luz, segmentos nodais foram cultivados sob as irradiancias 26, 51, 69, 94 ¢ 130
umol m? s, obtidas com lampadas LED. No experimento de qualidade de luz, segmentos
nodais foram cultivados em meio de cultura MS sob lampadas LED azul, vermelho;
Ivermelho:1azul; 2,5 vermelho:1 azul; 1 vermelho:2,5 azul; branco e sob lampada
fluorescente branca fria. Aos 40 dias, foram avaliados os parametros biométricos, acimulo de
pigmentos fotossintéticos, compostos fendlicos e flavonoides totais e a capacidade
antioxidante por diferentes mecanismos. No experimento de intensidade de luz, os melhores
resultados de crescimentos foram observados nas plantulas sob 94 umol m s!. Intensidades
de luz a partir de 69 umol m? s'! favoreceram o enraizamento das plantulas e o aumento da
area foliar. Plantulas sob 130 umol m? s! acumularam mais compostos fendlicos e
flavonoides, assim como apresentaram maior atividade antioxidante em todos os mecanismos
avaliados. No experimento de qualidade de luz, o uso do LED vermelho monocromatico
proporcionou o maior comprimento da parte aérea. O uso do LED azul, LED branco e
lampada fluorescente branca fria beneficiaram a concentracao de pigmentos fotossintéticos. A
combinac¢do dos LED 2,5 vermelho: 1 azul favoreceu a producdo de matéria seca da espécie,
ao passo que o uso do LED 1 vermelho:2,5 azul favoreceu o acimulo de compostos fenolicos
e flavonoides, assim como a atividade antioxidante. A atividade antioxidante € diretamente
influenciada pelo aumento da intensidade da luz. Os compostos fenolicos e flavonoides estao
correlacionados com a atividade antioxidante da espécie. O aumento da proporcdo da luz
vermelha induz o estiolamento da plantula.

Palavras-chave: Espectro. Irradiancia. Antioxidante. Micropropagacgao.
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CHAPTER 2 QUALITY AND INTENSITY OF LIGHT AFFECT GROWTH AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF MICROPROPAGATED Urtica dioica L.

ABSTRACT

Urtica dioica L. (Urticaceae) is a species of multiple uses, used in the textile, pharmaceutical
and food industries. Known as "stinging nettle", it is popularly indicated for the treatment of
diabetes, benign prostatic hyperplasia, arthritis, and rheumatism. Studies of the biological
activities of U. dioica indicate a relation between its phenolic composition and its antioxidant
activity. The objective of this study was to evaluate the effect of different qualities and light
intensities on growth, accumulation of phenolic compounds and antioxidant activity of
micropropagated U. dioica plantlets. Two experiments were performed. In the light intensity
experiment, nodal segments were grown under irradiations 26, 51, 69, 94, and 130 umol m2 s-
!, obtained with LED lamps. In the light quality experiment, nodal segments were grown in
MS culture medium under LED lamps: red; blue; 1 red: 1blue; 2.5 red: 1 blue; 1 red: 2.5 blue;
white, and under cold white fluorescent lamp. At 40 days, biometric parameters, accumulation
of photosynthetic pigments, phenolic compounds and total flavonoids, and antioxidant
capacity by different mechanisms were evaluated. In the light intensity experiment, the best
growth results were observed in the seedlings under 94 pmol m s!. Light intensities from 69
umol m2 s'! favored rooting and increased leaf area. Higher concentrations of photosynthetic
pigments were observed at 51 umol m™ s!. Plantlets under 130 pmol m™ s*! accumulated
more phenolic compounds and flavonoids, as well as presented higher antioxidant activity in
all evaluated mechanisms. In the light quality experiment, the use of the monochromatic red
LED provided the largest shoot length. The use of blue LED, white LED, and cold white
fluorescent lamp favored the concentration of photosynthetic pigments. The combination of
LEDs 2.5 red: 1 blue favored the dry matter production of the species, while the use of LED 1
red: 2.5 blue favored the accumulation of phenolic compounds, flavonoids and antioxidant
activity. The antioxidant activity is directly influenced by the increase in light intensity. The
phenolic and flavonoid compounds are correlated with the antioxidant activity of the species.
Increasing in red light proportion may induce etiolation.

Keywords: Spectrum. Irradiance. Antioxidant. Micropropagation. Stinging Nettle.
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1 INTRODUCAO

A Urtica dioica L. (Urticaceae), apesar de considerada uma planta daninha, se destaca
por suas propriedades nutricionais, medicinais e pela qualidade da sua fibra (LIMA et al.,
2008; DI VIRGILIO et al., 2015; UPTON, 2013). Conhecida popularmente, no Brasil, como
“urtiga”, na medicina popular, ¢ utilizada no tratamento da artrite, reumatismo, paralisia
muscular e diabetes mellitus (UPTON, 2013). Pesquisas recentes relatam a eficicia da espécie
na indu¢do de apoptose de células cancerigenas responsaveis pelo desenvolvimento do cancer
de mama (FATTAHI et al., 2018) e de prostata (MOHAMMADI et al., 2016), associada ao
poder antioxidante dos seus compostos fendlicos.

A micropropagacdo permite a producdo sustentavel de plantas geneticamente
idénticas, em grande escala e livres de patdgenos (SILVA et al., 2017). Essa técnica tem sido
utilizada no estudo da influéncia do ambiente no crescimento e no metabolismo secundario
das plantulas in vitro, assim como na obtencao de protocolos para otimizar a biossintese de
compostos fitoquimicos de interesse comercial (PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA;
GUTIERREZ-URIBE, 2017; WITBOOI et al., 2017).

A qualidade e a intensidade da luz sdo dois parametros ambientais que afetam o
crescimento, desenvolvimento e o metabolismo secundério das plantas. Entretanto, a resposta
a luz ¢ espécie-especifica (TAIZ et al., 2017). Pesquisas recentes t€m comprovado os efeitos
da qualidade de luz no crescimento e no metabolismo secundério de plantas medicinais, como
alecrim-de-tabuleiro (Lippia gracilis Schauer, Verbenaceae) (LAZZARINI et al., 2018;
LAZZARINI et al., 2019), alfavaca (Ocimum gratissimum L., Lamiaceae) (FERNANDES et
al., 2013), malvarisco (Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng, Lamiaceae) (SILVA et al.,
2017), erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides L., Chenopodiaceae) (CARVALHO
et al., 2018) e mil-folhas (Achillea millefolium L., Asteraceac) (ALVARENGA et al., 2015).

A intensidade luminosa ¢ imprescindivel para uma fotossintese eficiente. Sob baixa
luminosidade, as plantas ndo produzem fotoassimilados de maneira eficaz, ao passo que sob
estresse luminoso sofrem danos, em decorréncia da foto-oxidagdo (TAIZ et al., 2017).
Contudo, a intensidade de luz também influencia a biossintese de compostos antioxidantes.
Pesquisas relatam a influéncia da intensidade de luz no crescimento, desenvolvimento e na
biossintese de metabdlitos secundarios de plantas medicinais in vitro (SILVA et al., 2017;
CIOC etal., 2018).

Apesar de apresentar grande potencial medicinal e de grande importancia para a

industria téxtil na producdo de fibras a partir de fontes sustentaveis, ndo foram encontrados
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relatos sobre a influéncia da luz na micropropagacdo da Urtiga dioica. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o efeito da intensidade e da qualidade de luz na micropropagacdo da
espécie, assim como avaliar os efeitos no acumulo de pigmentos fotossintéticos, compostos
fenodlicos, flavonoides totais, assim como avaliar o potencial antioxidante de plantulas de

urtiga cultivadas in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
Medicinais e no Laboratorio de Fitoquimica do Departamento de Agricultura (DAG) na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Minas Gerais.

Explantes de uma planta-matriz de Urtica dioica L. (Urticaceae), pertencente ao Horto
de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), foram coletados ¢
encaminhados ao Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas Medicinais para
estabelecimento in vitro. A exsicatas foram depositadas no herbario da Empresa de Pesquisa

Agropecudria (EPAMIG) em novembro de 2018, sob o registro 58577.

2.1 Estabelecimento in vitro

Para o estabelecimento in vitro da espécie, os explantes foram desinfestados em agua
corrente com adi¢do de detergente comercial, por 30 minutos, seguido de imersdo em alcool
70%, por 30 segundos, e por posterior imersdo em agua sanitaria com 1,25% de cloro ativo,
por 15 minutos, sob agitacdo constante, seguidos de triplice lavagem com agua destilada
autoclavada. Em seguida, segmentos nodais e apicais foram padronizados em 1 cm com
auxilio de um bisturi, e inoculados na vertical em tubos de ensaio contendo 12,5 mL de meio
de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L*! de sacarose, 5,5 g
L' de 4gar e pH ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem por 20 min, a 121°C. Os tubos
foram mantidos em sala de crescimento sob lampada fluorescente branca fria (39 umol? s!)
com temperatura de 26+1 °C e fotoperiodo de 16h. Os explantes foram repicados a cada 40

dias até a obtencao de material vegetal necessario para a montagem dos experimentos.

2.2 Influéncia da qualidade da luz

Segmentos nodais (correspondentes ao 1° e 2° par de folhas — contando a partir do
apice) das plantulas de urtiga ja pré-estabelecidas, foram padronizados em, aproximadamente,
1 cm com auxilio de um bisturi. Em seguida, foram inoculados na vertical em tubos de ensaio
contendo 12,5 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado
com 30 g L' de sacarose, 5,5 g L'! de agar e pH ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem

por 20 min, a 121°C. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado
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(DIC), sendo 7 tratamentos com 4 repeticdes, sendo 5 tubos por repeti¢do, um explante por
tubo.

Os tubos foram mantidos em sala de crescimento, onde foram cultivados sob
diferentes diodos emissores de luz (LED): azul, vermelho; lazul: 2,5vermelho;
2,5azul:1vermelho; lazul:1vermelho; branco e sob lampada fluorescente branca fria

(Controle) (39 umol? s!) (FIGURA 1).

Figura 1 - Espectros de luz utilizados no experimento de qualidade de luz.
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Legenda = A: LED Vermelho; B: LED Azul; C: LED 1 vermelho:2,5 azul; D: LED 2,5 vermelho:1
azul; E: LED lvermelho:1 azul; F: LED Branco; G: Lampada fluorescente branca fria.
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2.3 Influéncia da intensidade de luz

Segmentos nodais (correspondentes ao 1° e 2° par de folhas — contando a partir do
apice), provenientes de plantulas pré-estabelecidas in vifro, foram padronizados em
aproximadamente 1 cm de comprimento em capela de fluxo laminar e inoculados na vertical
em tubos de ensaio, contendo 12,5 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose, 5,5 g L' de 4gar e pH ajustado para 5,7+0,1
antes da autoclavagem por 20 min, a 121°C. Foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) com 5 tratamentos (intensidades de luz: 26, 51, 69, 94 ¢ 130

umol?s1) e 4 repeti¢des, sendo 5 tubos por repeti¢do € um explante por tubo.
2.4 Condicoes gerais dos experimentos

Ap6s inoculagdo dos explantes, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16h e temperatura de 26+1 °C, e cultivados por 40 dias em
diferentes tratamentos de intensidade e qualidade de luz. As plantulas foram avaliadas quanto
ao comprimento da parte aérea (cm), comprimento da maior raiz (cm), nimero de segmentos
nodais, nimero de folhas, matéria seca da folha (mg), matéria seca do caule (mg), matéria
seca da raiz (mg), matéria seca total (mg), pigmentos fotossintetizantes, area foliar, compostos
fenolicos totais e flavonoides totais e potencial antioxidante pelos métodos de Capacidade

Antioxidante Total (CAT), DPPH e Capacidade de Absor¢ao do Radical Oxigénio (ORAC).
2.4.1 Analise do crescimento

O comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR) foram 9determinados com
o auxilio de uma régua, medindo-se da base da brotacdo até o meristema apical e da base da
brotacdo até a extremidade da maior raiz, respectivamente. Para obter os valores de matéria
seca das folhas (MSF), caule (MSC) e raiz (MSR), as respectivas partes foram separadas com
auxilio de um bisturi, acondicionadas em sacos de papel kraft e desidratadas em estufa de
circulagdo de ar forcado, a 37°C, por 72h. Posteriormente, o material seco foi pesado em
balanca de precisdo. Para determinar a area foliar, foram utilizadas 5 plantulas representativas
por tratamento. Todas as folhas tiveram sua area foliar mensurada por meio do software

WinFOLIATM e scanner EPSON PERFECTION V700 PHOTO.
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2.4.2 Analise de pigmentos fotossintéticos

A clorofila a, clorofila b, relagdo a/b, clorofila total e carotenoides foram extraidas e
analisadas de acordo com a metodologia desenvolvida por Hiscox e Israelstam (1979).
Utilizando somente o segundo par de folhas das plantulas, 50 mg de folhas frescas de cada
tratamento foram coletados e pesados em balanca de precisdo, em sala escura iluminada
somente com luz verde. Em tubos do tipo Falcon, envoltos em papel aluminio, a matéria
fresca foi incubada com 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e mantidos em estufa, a
temperatura de 65 °C, por 24h. As amostras foram preparadas em triplicatas.

Apos esse periodo, aliquotas de 3 mL do conteudo foram coletadas e transferidas para
cubetas de quartzo, sendo feita a leitura das absorbancias nos comprimentos de onda 480 nm
(carotenoides) 649 nm (clorofila a) e 665 nm (clorofila b). O espectrofotometro TECAN
INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento de dados I-control ®
(versdo 3.37) foi utilizado para a leitura da densidade 6ptica. As concentragdes de clorofila e
carotenoides tiveram seus resultados expressos em miligrama de pigmento por grama de
matéria fresca de tecido foliar (mg g!), calculados de acordo com as seguintes equagdes,

segundo a metodologia de Wellburn (1994):

Clorofila a = (12,47 x A665) - (3,62 x A649);

Clorofila b = (25,06 x A649) - (6,5 x A665);

Carotenoides: (1000 x A480 - 1,29 x Ca - 53,78 x Cb)/220.

Onde, Asss,1= absorbancia mensurada a 665 nm; As49,1= absorbancia mensurada a 649

nm; A4so= absorbancia mensurada a 480 nm.

2.4.3 Doseamento de compostos fenolicos e ensaios antioxidantes

Para ensaios antioxidantes, foram avaliados os compostos fenolicos totais, flavonoides

totais e atividade antioxidante por diferentes métodos: DPPH, CAT e ORAC.
2.4.3.1 Preparacio extrativa e condicoes gerais
Folhas secas de Urtica dioica foram pulverizadas em gral e pistilo. Uma aliquota de

15 mg do pd de U. dioica foi pesada diretamente em microtubos. Aos microtubos

adicionaram-se 2 mL de MeOH:H,O (1:1), os quais foram vortexados por 5 segundos e
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submetidos a extracdo por sonicacdo por 15 minutos, a temperatura ambiente. ApoOs
centrifugacdo a 10.000 RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi recolhido e armazenado em
freezer a -20 °C, até as analises.

As leituras de absor¢ao molecular no ultravioleta foram mensuradas na leitora de
microplacas TECAN INFINITY M200 PRO, operada com o sistema de processamento de

dados I-control ® versdo 3.37. Todos os tratamentos foram avaliados em triplicata.

2.4.3.2 Fenois Totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi feita pelo método de Folin-
Ciocalteau, com modificagdes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Em microtubos de 2 mL, foram
adicionados 50 pL do extrato, 130 pL de solucdo etanolica de Folin-Ciocalteau (10%) e 130
pL de NaxCOs (7,0%). As amostras foram incubadas por 2 horas no escuro, a temperatura
ambiente. Posteriormente, 300 pL foram adicionados em microplacas de 96 pocos e a
absorbancia foi lida a 760 nm.

A curva de calibragdo foi constituida com padrdo acido gélico (Sigma-Aldrich®, >
98%) na faixa de 0,0078 a 0,25 mg mL"!, gerando a equagdo y= 6,2873x+0,9239 (R?=0,9986).
A partir da equacdo da reta, foi possivel calcular o acimulo dos compostos fendlicos totais,
sendo os resultados expressos em miligramas de equivalente de acido gélico por grama de

matéria seca de folha (mgEAG gMSF!).

2.4.3.3 Flavonas/Flavonois Totais

Para quantificar os flavonoides presentes nos extratos, foi utilizada a metodologia de
Atanassova, Georgieva e Ivancheva (2011), com modificagdes do método. Em microtubos de
2 mL, 100 puL. da amostra foram adicionados a 100 pL de 4dgua destilada e 50 pL de NaNO..
Em seguida, os microtubos passaram por agitagdo no vortex e, apoés 5 minutos, 50 uL de
AICIl; foram adicionados a solugdo. Aliquota de 100 uL. de NaOH (1 M) foi adicionada apos 6
minutos. Posteriormente, 200 pL das amostras foram pipetados em microplacas de 96 pogos e
a absorbancia mensurada a 510 nm. Como controle, foram utilizados 100 puLL da amostra, 300
uL de dgua destilada. Como branco, foram utilizados 100 pL da amostra, 100 pL. de NaOH (1
M) e 200 pL de 4gua destilada. Todos os tratamentos foram avaliados em triplicata.

A curva de calibragdo foi obtida a partir do padrdo quercetina (Sigma-Aldrich®, >

95%) diluido na faixa de 0,0625 a 1,0 mg mL"! (y=3,72x+0,2596, R?>=0,9901). A partir da
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equacao da reta, calcularam-se os acimulos de flavonoides nas amostras, sendo os resultados
expressos em miligrama equivalente de quercetina por grama de matéria seca de folha (mgEQ

gMSF-).

2.4.3.4 Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A capacidade antioxidante total (CAT) foi avaliada utilizando a metodologia de
redu¢do do molibdato (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), com modifica¢cdes. Em
microtubos de 2 mL foram adicionados 50 pL do extrato de cada tratamento e 1 mL da
solugdo reagente CAT (fosfato de s6dio monobasico (28 mM), molibdato de amoénio (4 mM)
e acido sulfurico (0,6 M), em iguais propor¢des). Os microtubos foram incubados a 95 °C por
90 minutos e, em seguida, resfriados a temperatura ambiente. Posteriormente, 200 uL. das
amostras foram pipetados em microplacas de 96 pocos e a absorbancia mensurada a 695 nm.

A CAT foi determinada, usando uma curva de calibragdo do padrdo acido ascorbico
(Sigma-Aldrich®, > 99,7%) nas concentra¢des de 0,002 a 0,5 mg mL™!, cuja equagdo da reta
foi y= 6,80x +0,0716 (R?>=0,9946). Os resultados foram expressos em miligrama de

equivalentes de acido ascorbico por grama de matéria seca de folha (mgEAA gMSF).

2.4.3.5 Atividade de eliminacio de radicais livres (DPPH)

O método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil) foi utilizado para
avaliagdo da capacidade antioxidante dos extratos, segundo metodologia de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), com modificagdes. Para as analises, solucao etandlica 92,8° GL de
DPPH (60 pg mL '), mantida em abrigo da luz e refrigeragdo, foi utilizada. Para cada amostra,
foram empregadas as solugdes extrativas originais (7,5 g mL!) e diluigbes sequenciais em
MeOH:H>O 1:1 até 1/128. Em microplacas de 96 pocos, aliquotas de 250 uL da solugdo
DPPH foram adicionadas a 50 pL. das amostras, as quais foram incubadas por 60 minutos no
escuro e a temperatura ambiente. Posteriormente, a absorbancia foi lida a 517 nm. A

porcentagem de eliminagdo do radical DPPH foi calculada a partir da férmula:

%AA = (Ao — A1)/Aox 100

Onde, Ao corresponde a absorbancia da solugdo etandlica do DPPH e A; corresponde a

absorbancia da solucdo DPPH + extrato. A atividade de elimina¢do de radicais livres foi
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expressa como ICso (ug mL-1), correspondendo a concentragdo do extrato capaz de inibir

50% dos radicais DPPH.

2.4.3.6 Capacidade de Absorcao do Radical Oxigénio (ORAC)

A andlise foi baseada no método de Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001), com
modifica¢des. Em microplacas pretas de 96 pogos, foram adicionados 25 pL. da amostra e 150
uL de fluoresceina (70 mM) preparada em tampao fosfato (75 mM e pH 7,4). A microplaca
foi pré-incubada durante 10 minutos, a 37 °C. Ap6s esse periodo, foram adicionados 30 pL do
radical AAPH [2,2'-Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto] (12 mM), sendo a
fluorescéncia registrada a cada minuto, por 150 minutos. Como controle, foi utilizado o
padrdo Trolox nas concentragdes de 0,25 a 0,015625 mg mL"'. Como branco foram utilizados
30 uL do tampao fosfato (75 mM e pH 7,4) em substituicdo do AAPH. Todos os tratamentos
foram avaliados em triplicata.

Os resultados foram calculados usando uma equagao de regressao entre a concentracao
de Trolox e a AUC (area sobre a curva) liquida (AUCamostra-AUCpranco), sendo os valores de
ORAC expressos como mg de equivalente de Trolox por grama de matéria seca da folha

(mgET gMSF).
2.5 Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o software

R Development Core Team (2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Qualidade de luz

Apos 40 dias, as plantulas sob diferentes qualidades de luz foram avaliadas quanto ao
crescimento, produ¢do de matéria seca, pigmentos fotossintéticos, doseamento dos compostos

fenolicos, flavonoides e ensaios antioxidantes.
3.1.1 Analise do crescimento

A qualidade da luz influenciou significativamente (p<0,05) o crescimento in vitro da
espécic (TABELA 1). De modo geral, os melhores resultados de crescimento foram
observados nas plantulas cultivadas sob LED 2,5V:1A (TABELA 1), apresentando maior
crescimento de raiz (2,09 cm), nimero de folhas (9,90), nimero de segmentos nodais (4,95) e
os maiores valores de matéria seca (FIGURA 4). Estudos recentes relataram aumento da
atividade fotossintética de plantulas in vitro cultivadas sob combinagdes de vermelho e azul,
promovendo o aumento da produg¢do de matéria seca (HERNANDES; KUBOTA, 2014;
TAULAVUORI, 2018), corroborando os resultados observados neste estudo.

Figura 2 - Plantulas de Urtica dioica L. oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro sob
diferentes qualidades de luz, aos 40 dias. Lavras, 2019.

Fonte: Do Autor (2019).

No cultivo da espécie sob luz monocromatica vermelha, observou-se o maior

comprimento de parte aérea (12,03 cm) e os internos mais distanciados, evidenciando uma
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caracteristica de plantula estiolada (FIGURA 2 e TABELA 1). O alongamento do caule sob
luz vermelha pode ser uma resposta hormonal endogena na plantula, associada a giberelina.
Segundo Kamiya e Garcia-Martinez (1999), a luz vermelha ¢ responséavel pela ativacdo dos
genes responsaveis pela producdo de giberelina. Estudos reportam a influéncia da luz
vermelha monocromatica como indutora no crescimento da parte aérea de plantulas
micropropagadas (JEONG; SIVANESAN, 2018; HUNG et al., 2016; SILVA et al., 2017). Foi
possivel observar uma relagdo diretamente proporcional entre o aumento da propor¢ao da luz

vermelha e a indu¢@o do crescimento da parte aérea (FIGURA 3).

Tabela 1 - Valores de comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CR),
nimero de folhas (NF) e numero de segmentos nodais (NSN) de plantulas de
Urtica dioica L., oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro sob diferentes
qualidades de luz, aos 40 dias. 2019.

Tratamentos CPA CR NF NSN
(cm) (cm)
Vermelho 12,03a 0,66¢ 7,60b 3,80b
2,5V:1A 7,81b 2,09a 9,90a 4,95a
1V:2,5A 4,05¢ 0,58¢ 5,70c 2,85¢
Azul 3,14c 1,07¢ 5,90c 2,95¢
1V:1A 4,64c 0,76¢ 8,10b 4,05b
Branco 6,26b 0,85¢ 6,20c 3,10¢c
Fluorescente 6,39b 1,41b 7,30b 3,65b
C.V. (%) 18,31 29,74 9,39 9,70

Legenda: V= Vermelho; A=Azul. Lavras, 2019. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Neste estudo, o uso do LED vermelho promoveu o menor comprimento de raiz (0,66
cm) (TABELA 1) e os menores valores de matéria seca da folha (1,95 mg planta!), caule
(2,86 mg planta’!), raiz (0,69 mg planta!), parte aérea (4,81 mg planta™!) e matéria seca total
(5,50 mg planta!) (FIGURA 4). Em razio da sua plasticidade morfolégica e fisiologica, as
plantas se ajustam as condi¢des de luminosidade (YANG et al., 2018; TAIZ et al., 2017) e
podem utilizar seus fotoassimilados para o crescimento do caule ao custo de desenvolver
folhas e raizes (PARK; RUNKLE, 2017). Em contrapartida, o aumento da propor¢do do
comprimento de onda do azul nos LEDs promoveu menores valores de CPA (FIGURA 3). A
luz azul visivel possui um menor comprimento de onda e, por consequéncia, maior energia
(TAIZ et al., 2017). Neste estudo, a grande quantidade de energia contida no comprimento de
onda da luz azul induziu a planta a deslocar os fotoassimilados para a biossintese de
metabolitos secunddrios responsaveis pela protecdo do aparato fotossintético, ao custo de

promover o seu alongamento.



51

Figura 3 - Valores de comprimento da parte aérea (CPA) dos tratamentos contendo
comprimentos de onda azul (A) e vermelho (V) utilizados no experimento com
plantulas de Urtica dioica oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro, aos

40 dias. Lavras, 2019.
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Figura 4 - Matéria seca das folhas (MSF), do caule (MSC), da raiz (MSR), da parte aérea
(MSPA), total (MST) e razdo matéria seca da parte aérea: raiz (MSPA:MSR) de
plantulas de Urtica dioica L. oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro sob
diferentes qualidades de luz, aos 40 dias
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As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade. Legenda: V: vermelho; A: azul.
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3.1.2 Analise de pigmentos fotossintéticos

O aparato fotossintético da Urtica dioica, avaliado pelos teores de pigmentos
fotossintéticos, demonstrou sensibilidade frente as varia¢des espectrais de luz (TABELA 2).
O uso de LED azul e branco nao diferiu do uso de lampadas fluorescentes (controle) quanto a
concentragdo de clorofila nas plantulas de Urtica dioica. Segundo Kwon et al. (2015), o
comprimento de onda da luz azul, também contido na luz branca e fluorescente, ¢ importante
na sintese da clorofila, assim como no desenvolvimento do cloroplasto e na fotomorfogénese.
A luz azul regula a ativag@o de enzimas e aumenta a expressdo de genes envolvidos na via de
biossintese da clorofila (FAN et al., 2013; RUYTERS, 1984).

O LED azul, 1V:2,5A e 2,5V:1A e a lampada fluorescente proporcionaram os
melhores valores da razio clorofila a/b para a U. dioica. Esses resultados indicam uma maior
capacidade de transporte de elétrons, proporcionando uma fotossintese mais eficiente
(ZHENG; VAN LABEKE, 2017). De acordo com os resultados do presente estudo, ¢ possivel
que os fotoassimilados produzidos nas plantulas sob LED azul e lampada fluorescente tenham
sido direcionados para a producdo de clorofila e carotenoides (TABELA 2) e ndo utilizados
no crescimento das plantulas ou na conversdo de compostos fenolicos e flavonoides. Em
contrapartida, o produto da fotossintese das plantas sob LED 1V: 2,5A parece ter sido
direcionado para a producdo de compostos fenolicos e flavonoides (TABELA 7), enquanto
sob o LED 2,5V:1A foram empregados na maior produgdo de matéria seca (FIGURA 4).

Plantulas cultivadas sob LEDs contendo propor¢cdes de vermelho (V; 1V:1A;
2,5V:1A; 1V:2,5A) apresentaram valores inferiores quanto a clorofila a e total (TABELA 2).
O comprimento de onda do vermelho reduz a biossintese de clorofila, atuando na diminui¢ao
do 4cido-5 aminolevulinico, precursor na produ¢do da clorofila (ZHENG; VAN LABEKE,
2017). No presente estudo, observou-se que o uso de LED vermelho monocromatico levou a
baixa concentracdo de pigmentos fotossintéticos promovendo, como consequéncia, uma
fotossintese deficiente e uma baixa produgdo de matéria seca (FIGURA 4).

A qualidade de luz atua diretamente na regulacdo da biossintese de carotenoides,
sendo a resposta espécie-especifica (ZHANG et al., 2015). Observou-se que nos tratamentos
contendo comprimento de luz do vermelho, a produgdo de carotenoides foi menor (TABELA
2). O acumulo de carotenoides se relaciona aos niveis giberelina nas plantas (MOHANTY et
al., 2016), uma vez que possuem o geranilgeranil-difosfato (GGPP) como precursor em
comum na sua rota biossintética (RUIZ-SOLA; RODRIGUES-CONCEPCION, 2012). Pode-

se correlacionar essa menor producdo de carotenoides com o aumento do CPA, sugerindo que
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a planta utilizou seus fotoassimilados para a produ¢do de giberelinas, uma vez que os genes
de biossintese de giberelinas sdo ativados, quando os fitocromos recebem luz vermelha,

controlando o alongamento do caule das plantulas (KAMIYA; GARCIA-MARTINEZ, 1999).

Tabela 2 - Pigmentos fotossintéticos presentes em plantulas de Urtica dioica L., oriundas de
segmentos nodais e apicais cultivados in vitro sob diferentes qualidades de luz,
aos 40 dias. 2019.

Tratamentos Clorofilaa Clorofilab  Clorofila total Carotenoides  Relacao a/b
(mg g™
Vermelho 0,44b 0,18b 0,62b 0,12b 2,45b
2,5V:1A 0,56b 0,16¢ 0,72b 0,15b 3,51a
1V:2,5A 0,58b 0,15¢ 0,73b 0,13b 3,99a
Azul 0,80a 0,18b 0,98a 0,18a 4,36a
1V:1A 0,56b 0,14c 0,70b 0,13b 3,94b
Branco 0,72a 0,28a 1,00a 0,17a 2,58b
Fluorescente 0,77a 0,20b 0,97a 0,17a 3,85a
C.V. 13,20 8,04 11,27 7,90 12,12

Legenda: V= Vermelho; A=Azul. Lavras, 2018. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

3.1.3 Doseamento de compostos fenolicos e ensaios antioxidantes

Houve diferenga significativa (p<0,05) quanto a concentragdo dos compostos
fenodlicos, flavonoides e atividades antioxidantes de Urtica dioica cultivadas in vitro
(TABELA 3). O uso do LED 1V:2,5A proporcionou um aumento de 5,53 vezes na
concentracdo de compostos fenolicos e 8,63 vezes na concentragdo dos flavonoides em
relagdo ao controle. Ao induzir a biossintese desses compostos, a planta se torna mais
resistente a doengas ¢ a estresses ambientais (JING et al., 2018).

Plantas respondem ao ambiente de maneira distinta, alocando seus fotoassimilados
para a biossintese de elementos necessarios a sua sobrevivéncia e adaptacdo as condigdes
ambientais oferecidas pelas diferentes fontes de luz. Lobiuc et al. (2017), ao estudarem o
efeito de LEDs vermelho, azul e branco na produc¢ao de compostos fendlicos e flavonoides em
manjericdo (Ocimum basilicum L.), observaram que os maiores valores foram obtidos com
combinagdo dos LED vermelho ¢ azul (2V:1A). VASTAKAITE et al. (2015), ao estudarem o
efeito do LED azul em microgreens, concluiram que proporg¢des de 16 a 33% de luz azul sao
necessarias para causar estresse luminoso e, como consequéncia, um aumento do contetido de
compostos fendlicos, flavonoides e da atividade antioxidante. A qualidade de luz afeta a

biossintese de compostos fendlicos e flavonoides nas plantas, com a resposta das plantas a luz
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azul e vermelha dependente de cada espécie e das condi¢des de cultivo (HUCHE-THELIER
etal., 2016; LOBIUC et al., 2017; PEDROSO et al., 2017; TAULAVUORI et al., 2018).

Tabela 3 - Teores de compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade
antioxidante de plantulas de Urtica dioica cultivadas in vitro sob diferentes
intensidades de luz aos 40 dias. Lavras, 2019.

Qualidade CFT FT DPPH CAT ORAC
Vermelho 11,85b 7,01c 125,48¢ 4,58b 682,0b
2,5V:1A 12,33b 8,95b 78,86b 3,97b 593,2b
1V:2,5A 21,44a 16,77a 73,10a 8,31a 1356,3a
Azul 11,82b 9,50b 98,75b 4,22b 584,7b
1V:1A 14,36b 9,84b 111,79b 4,39b 679,5b
Branco 12,93b 2,79d 98.,89b 4,54b 721,2b
Fluorescente 3,88c 1,06e 152,85d 0,12¢ 190,9¢

CV (%) 10,31 9,23 13,93 15,67 11,19

Legenda: MSF= matéria seca da folha; V= Vermelho; A=Azul. Lavras, 2019. CFT: expresso em mg
equivalentes de 4cido gilico/g de folha seca (mg EAG gMSF™'); CF: expresso em mg equivalentes de
quercetina/g de folha seca (mg EQ gMSF'); DPPH: captura de radicais livres de DPPH, expresso em
ICso; CAT: capacidade antioxidante total expressa em mg equivalentes de acido ascorbico/g de folha
seca (mg EAA gMSF™"); ORAC: capacidade de absor¢do do radical oxigénio em mg equivalente de
Trolox/g de folha seca (mg ET gMSF'). As médias seguidas da mesma letra nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com os testes antioxidantes DPPH, CAT e ORAC, os melhores resultados
foram proporcionados pelo uso do LED 1V:2,5A (TABELA 3), tratamento que permitiu o
maior acimulo dos compostos fenolicos e flavonoides, podendo inferir que esses compostos
sdo responsaveis pela atividade antioxidante da espécie. Os principais compostos bioativos
com atividade antioxidante na urtiga sdo os compostos fendlicos quercetina, rutina,
isoquercitrina e o acido 5-0-cafeoilquinico (JAN; ZARAFSHAN; SINGH, 2016; ORCIC et
al., 2014). Esses compostos apresentam atividade anti-inflamatéria e antioxidante (ROGERIO

etal., 2007; AO et al., 2008; KARIMI et al., 2013).
3.2 Intensidade de luz
Apos 40 dias, as plantulas sob diferentes intensidades de luz foram avaliadas quanto

ao crescimento, producdo de matéria seca, pigmentos fotossintéticos, doseamento dos

compostos fenolicos e ensaios antioxidantes.
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3.2.1 Analise do crescimento

As variaveis de crescimento in vitro avaliadas ndo foram afetadas pelas diferentes
intensidades de luz, exceto para o comprimento da maior raiz (CR). Observou-se um
comprimento da parte aérea (CPA) de 7,61 a 8,41 cm, nimero de folhas por plantula (NF) de
6,9 a 7,9 e nimero de segmentos nodais (NSN) de 3,45 a 3,95. Observou-se um estiolamento
nas plantulas sob 26 a 69 umol m? s, apresentando caules finos e esbranquigados, em
comparagio com os tratamentos 94 e 130 umol m s! (FIGURA 5).

Plantulas cultivadas sob intensidades a partir de 69 pmol m? s! apresentaram os
melhores resultados quanto ao comprimento da maior raiz (CR) e area foliar total (AFT),
variando de 1,89 a 4,20 cm e 11,38 a 13,15 cm?, respectivamente. A area foliar tem relagdo
direta com a interceptacdo da energia luminosa, levando a uma maior conversdo dos foétons
em fotoassimilados e, consequentemente, a maiores valores de matéria seca (SANQUETTA et
al., 2014), corroborando os resultados observados nesse experimento. As condi¢des de
luminosidade afetam o balango hormonal e a distribui¢do de auxina nas plantas, promovendo
alteragdes fisiologicas, como maior producio de raizes (HALLIDAY; MARTINEZ-GARCIA;
JOSSE, 2009). Yang et al. (2018), ao estudarem a influéncia da luminosidade na producao de
auxina em plantas de soja (Glicine max (L.) Merr.), concluiram que a concentracdo endogena

deste fitohormonio ¢ regulada pela intensidade e qualidade de luz.

Figura 5 - Plantulas de Urtica dioica L. oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro nas
intensidades 26, 51, 69, 94 ¢ 130 pmol m s!, aos 40 dias. Lavras, 2019

5
pmolm s

Fonte: do Autor (2019).

Diferentes intensidades de luz influenciaram significativamente (p <0,05) a producao

de matéria seca das folhas (MSF), do caule (MSC), da raiz (MSR), da parte aérea (MSPA) e
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na matéria seca total (MST) (FIGURA 6). Um maior ganho de matéria seca do caule e da raiz
foi observado a partir de 69 umol m? s'!. A intensidade de 94 pmol m s™! foi superior a todos
os outros tratamentos quanto a matéria seca das folhas (14,45 mg planta!), da parte aérea

(20,05 mg planta™') e matéria seca total (22,59 mg planta™!).

Figura 6 - Matéria seca das folhas (MSF), do caule (MSC), da raiz (MSR), da parte aérea
(MSPA), total (MST) e razdo matéria seca da raiz:caule (R:S) de plantulas de
Urtica dioica oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro sob diferentes
intensidades de luz, aos 40 dias. Lavras, 2019.
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As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, em
nivel de 5% de probabilidade.

Os menores valores de matéria seca foram observados em plantulas cultivadas a 26
umol m? s! (FIGURA 6). De modo geral, plantas cultivadas em ambientes de baixa

luminosidade apresentam menores valores de biomassa, em razdo da baixa producdo de



57

fotoassimilados, resultado de uma fotossintese ineficiente (TAIZ et al., 2017). Resultados
semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2017), ao estudarem o efeito de diferentes
intensidades de luz (26, 51, 69, 94 ¢ 130 pmol m2 s!) no cultivo in vitro de Plectranthus
amboinicus, onde plantulas cultivadas sob 26 pmol m? s™! apresentaram os piores valores em
producdo de matéria seca.

O melhor resultado quanto a razdo parte aérea: raiz (MSPA:MSR) foi observado nas
plantulas cultivadas sob 26 pmol m? s*! (FIGURA 6). Diferengas na relagdo parte aérea/raiz
sdo respostas observadas em plantas expostas a diferentes intensidades luminosas
(FERNANDES et al., 2013). Os menores valores encontrados foram nas intensidades 69 pmol
e 130 m? 57!, indicando que plantulas cultivadas nessa intensidade tém maior produgio de raiz

e, consequentemente, uma melhor absor¢do de agua e sais minerais.

3.2.2 Analise de Pigmentos Fotossintéticos

As diferentes intensidades de luz afetaram significativamente (p<0,05) a concentracio
de pigmentos fotossintéticos nas plantulas de Urtica dioica cultivadas in vitro (TABELA 4).
Os melhores resultados quanto a clorofila a, clorofila total e relagdo a/b foram observados nas
intensidades 51 umol m? s! e 94 umol m? s!. Em plantulas cultivadas sob 51 umol m? s!
foram observadas maiores concentragdes de clorofila » (0,28 mg g'). A utilizagdo da
intensidade de luz 51 umol m? s! favoreceu a biossintese de carotenoides nas plantulas
cultivadas in vitro (0,25 mg g™!). Intensidade da luz é um dos fatores-chave na regulagdo dos

genes responsaveis pela biossintese de clorofilas e carotenoides (ZHANG et al., 2015).

Tabela 4 - Concentragdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Urtica dioica L.
oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro sob diferentes intensidades de
luz, aos 40 dias. Lavras, 2019.

Intensidades Clorofilaa Clorofilab  Clorofila total Carotenoides  Relacio a/b
(umol m? s™)

(mg g™
26 0,77b 0,23b 1,00b 0,18b 3.43d
51 1,07a 0,28a 1,35a 0.25a 3.81a
69 0,85b 0,23b 1,08b 0,19b 3,63c
94 0,96a 0,25b 121a 0.21b 3.84a
130 0,87b 0,23b 1,10b 0,20b 3,72b
C.V. 7.26 6,63 711 7.28 1,55

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Kukri¢ et al. (2012) reportaram valores similares ao presente estudo para as
quantidades de clorofila a (0,882 + 0,002 mg g™!), clorofila b (0,285 + 0,01 mg g™'), clorofila
total (1,174 + 0,006 mg g') e carotenoides (0,323 + 0,006 mg g') ao estudar urtigas
selvagens colhidas na Republica Sérvia, durante o verdo. Nos ultimos anos, pesquisas tém
visado ao aumento da concentracdao dos carotenoides nas plantas, por via da manipulacido do
ambiente de cultivo e modificagdes genéticas (HUANG et al., 2013).

Ambientes de baixa luminosidade interferem no processo da fotossintese, afetando a
producgdo de pigmentos fotossintéticos assim como a relagao entre eles (ZHAO; HAO; TAO,
2012). Ha uma correlagdo entre uma maior intensidade de luz e a reducdo da concentragio de
pigmentos fotossintetizantes, em decorréncia da fotodegradagdo (SILVA et al., 2017).
Entretanto, a Urtica dioica ndo apresentou o mesmo comportamento, provavelmente por sua
plasticidade. A alta adaptabilidade e rusticidade da urtiga permitiram a propagac¢ao da espécie
por todo o mundo, sendo encontrada em ambientes sombreados, como florestas densas, e em
areas degradadas a plena-luz (TAYLOR, 2009). De acordo com Zhou, Hao e Tao (2012),
diferentes espécies in vitro necessitam de condi¢des distintas de luminosidade, se adaptando

morfologicamente e fisiologicamente a diferentes intensidades de luz de forma singular.

3.2.3 Doseamento de compostos fenolicos e ensaios antioxidantes

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos quanto aos teores de
fenois e flavonoides totais de U. dioica, assim como nas atividades antioxidantes avaliadas
(TABELA 5). A concentragdo de compostos fendlicos totais variou de 5,40 a 9,83 mgEAG
gMSF-!, sendo o melhor resultado observado nas plantulas sob a irradiancia de 130 pmol m™
s'l. O aumento da intensidade de luz leva a uma maior produgio de fotoassimilados até um
nivel onde comecam a ocorrer reagdes prejudiciais a planta, causadas pelo estresse luminoso
(TAIZ et al., 2017). O aumento da intensidade luminosa estimula a producdo de compostos
fenolicos nas plantas, com funcdo de protecdo do aparato fotossintético (WARREN et al.,
2003).

A maior producdo de flavonoides e antioxidantes foram observadas em plantulas
cultivadas a 130 pmol m? s! (TABELA 5). Nessa irradidncia, exibiram maior atividade
antioxidante pelos métodos ORAC (1107,0 mg ET gMSF!), CAT (5,66 mgEAA gMSF!) e
DPPH (253,9 ug mL™"). A luz é um dos fatores ambientais diretamente ligados a producéo de
metabolitos secundarios como os compostos fenolicos e os flavonoides (JING et al., 2018;

TAULAVUORI et al., 2018). Normalmente, a plantula in vitro produz menor quantidade de
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cera nas folhas, o que ocasiona uma menor prote¢do das folhas. Assim, o aumento da
intensidade de luz pode ter levado a uma situacdo de estresse luminoso, onde a planta
acumulou compostos fendlicos e flavonoides para protecdo das clorofilas. De acordo com
Gobbo-Neto e Lopes (2007), ha uma correlagdo positiva entre intensidade de luz e produgao
de compostos fendlicos, como os flavonoides, uma vez que esses metabolitos secundarios

absorvem e dissipam a energia luminosa, reduzindo os danos ao aparato fotossintético.

Tabela 5 - Teores de compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade
antioxidante de plantulas de Urtica dioica cultivadas in vitro, sob diferentes
intensidades de luz aos 40 dias. Lavras, 2019.

Intensidades

(umol m™ s CFT FT DPPH CAT ORAC
26 5,40b 2,98c 580,4e 3,34b 720,7d
51 5,63b 3,84b 502,7d 3,73b 827, Tc
69 5,73b 4,09b 416,6¢ 4,14b 913,0b
94 6,60b 4,46b 355,1b 3,05b 948,1b
130 9,83a 6,55a 253,9a 5,66a 1107,0a
C.V. 12,38 11,30 4,83 11,56 4,21

As médias, seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott,
em nivel de 5% de probabilidade. Legenda: CFT: expresso em mg equivalentes de acido galico/g de
folha seca (mg EAG gMSF™"); CF: expresso em mg equivalentes de quercetina/g de folha seca (mg EQ
gMSF"); DPPH: captura de radicais livres de DPPH, expresso em ICso; CAT: capacidade antioxidante
total expressa em mg equivalentes de 4cido ascorbico/g de folha seca (mg EAA gMSF™'); ORAC:
capaci(liade de absorcdo do radical oxigénio em mg equivalente de Trolox/g de folha seca (mg ET
gMSF™).

Observaram-se poucos tricomas nas plantulas cultivadas in vitro. Segundo Pollard e
Briggs (1982), a Urtica dioica quando cultivada em ambiente de sombra e baixa luminosidade

apresenta poucos tricomas em relagao aquelas cultivadas a pleno sol.
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4 CONCLUSOES

A intensidade e qualidade de luz afetam o crescimento, concentragdo de pigmentos
fotossintéticos e atividade antioxidante das plantulas de Urtica dioica. A intensidade de 94
umol? s! proporciona as melhores condigdes luminosas para a micropropagagio da espécie in
vitro e producdo de matéria seca das folhas. A producdo de pigmentos fotossintéticos ¢
favorecida pelo uso de 51 pmol? s'!. As concentragdes de compostos fendlicos, flavonoides e
atividade antioxidante aumentam em maiores intensidades da luz. A atividade antioxidante ¢
diretamente proporcional ao aumento da intensidade de luz, sendo indicado o uso de 130
umol2 s,

O LED 2,5 V:1A favorece o crescimento ¢ acimulo de matéria seca in vitro. O uso do
LED 1V: 2,5A proporciona um aumento de 5,53 vezes na concentragdo de compostos
fendlicos e 8,63 vezes na concentracdo dos flavonoides, em relacdo ao uso de lampadas

fluorescentes. O aumento a propor¢ao da luz vermelha induz o estiolamento da plantula.
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CAPITULO 3 CRESCIMENTO In vitro E ACUMULO DE COMPOSTOS
ANTIOXIDANTES DE Urtica dioica L. MICROPROPAGADAS SOB DIFERENTES
SISTEMAS DE VENTILACAO NATURAL

RESUMO

A Urtica dioica L. (Urticaceae) ¢ uma espécie rica em vitaminas e minerais, conhecida na
medicina popular por ser eficaz no tratamento dos sintomas da artrite, diabetes, reumatismo e
hiperplasia benigna prostatica. De acordo com estudos recentes, seus compostos fendlicos e
flavonoides podem ser os responsaveis por sua atividade antioxidante. Dessa forma, neste
estudo, objetivou-se avaliar o uso do sistema de ventilagdo natural no crescimento € no
acimulo de compostos secundarios em plantulas de U. dioica micropropagadas. Dois tipos de
explantes (segmentos nodais e apicais) com um par de folhas foram cultivados na auséncia e
presenca de sacarose (30 g L), em 4 diferentes sistemas de cultivo: sistema de cultivo
convencional (sem membranas), com uma membrana (SVNI1), duas (SVN2) e quatro
membranas porosas (SVN4). Apds 40 dias, o crescimento, area foliar, matéria seca,
pigmentos fotossintéticos, compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante foram avaliados. O sistema de ventilacdo natural foi superior ao convencional
quanto aos parametros de crescimento e produ¢do de matéria seca das plantas. Os melhores
resultados quanto a micropropaga¢do da espécie foram observados com o uso de segmentos
apicais em meio de cultura suplementado com 30 g L! de sacarose e cultivo em SVNI ou
SVN2. O cultivo de segmentos apicais em SVNI e SVN2, sem a adigdo de sacarose
favoreceu a produgdo de matéria seca das folhas. A adi¢cdo de sacarose no meio de cultivo
aumentou o actmulo de flavonoides em 3,1 vezes. O SVN2 e SVN4 favoreceram o acimulo
de pigmentos fotossintéticos. A adi¢do de sacarose no meio de cultivo promove o
enraizamento, acumulo de flavonoides e favorece a atividade antioxidante. A auséncia de
sacarose induz a producdo de matéria seca das folhas. O uso do sistema de ventilagdo natural
favorece o crescimento e a micropropagac¢do da U. dioica. O acumulo de compostos de
atividade antioxidante ¢ superior em plantulas cultivadas em sistema convencional.

Palavras-chave: Sacarose. Compostos fendlicos. Flavonoides. Micropropagacao. Urtiga.
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CHAPTER 3 In vitro GROWTH AND ACCUMULATION OF ANTIOXIDANT
COMPOUNDS IN Urtica dioica L. MICROPROPAGATED UNDER DIFFERENT
NATURAL VENTILATION SYSTEMS

ABSTRACT

Urtica dioica L. (Urticaceae) is a species rich in vitamins and minerals, known in folk
medicine as being effective in treating the symptoms of arthritis, diabetes, rheumatism, and
benign prostatic hyperplasia. According to recent studies, phenolic compounds and flavonoids
may be responsible for its antioxidant activity. Therefore, this study aimed to evaluate the use
of natural ventilation system in the growth and accumulation of secondary compounds in
micropropagated U. dioica plantlets. Two types of explants (nodal and apical segments) with
one pair of leaves were cultured in the absence and presence of sucrose (30 g L) in four
different culture systems: conventional culture system (without membranes) with one
membrane (SVNI), two (SVN2) and four porous membranes (SVN4). After 40 days, growth,
leaf area, dry matter, photosynthetic pigments, total phenolic compounds, total flavonoids and
antioxidant activity were evaluated. The natural ventilation system was superior to the
conventional one regarding the parameters of growth and dry matter production. The best
results of micropropagation were observed with the use of apical segments in culture media
supplemented with 30 g L! of sucrose and culture in SVN1 or SVN2. Cultivation of apical
segments in SVN1 and SVN2, without the addition of sucrose, favored leaf dry matter
production. The addition of sucrose in the culture medium increased the accumulation of
flavonoids by 3.1 times. SVN2 and SVN4 favored the accumulation of photosynthetic
pigments. The addition of sucrose in the culture medium promotes rooting, accumulation of
flavonoids and enhance the antioxidant activity. The absence of sucrose induces leaf dry
matter production. The use of natural ventilation system favors U. dioica growth and
micropropagation. The accumulation of compounds of antioxidant activity is superior in
plantlets grown in conventional system.

Keywords: Sucrose. Phenolic compounds. Flavonoids Micropropagation. Nettle.
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1 INTRODUCAO

A Urtica dioica L. (Urticaceae) ¢ considerada uma planta daninha de alto valor
nutricional, popularmente conhecida no Brasil por causar reacdes alérgicas e dor ao entrar em
contato com a pele (ADHIKARI; BAJRACHARYA; SHRESTHA, 2016; LIMA et al., 2008).
Entretanto, a espécie apresenta alto valor nutricional e ¢ utilizada na medicina popular no
tratamento de artrite, anemia, reumatismo, paralisia muscular, diabetes, hiperplasia prostatica
benigna e tlcera (UPTON, 2013; CHRUBASIK et al., 1997).

A urtiga ¢ produzida comercialmente como matéria-prima para a producdo de
fitoterapicos e para a fabricagdo sustentavel de fibras na industria téxtil, na producdo de
cordas e tecidos (BACCI et al., 2009). Em alguns paises da Europa, existem programas de
melhoramento e producdo de clones de alto teor de fibras (DI VIRGILIO et al., 2015).
Entretanto, a propaga¢do seminifera da espécie resulta em plantas ndo homogéneas, em razao
do alto nivel de heterosigose (VOGL; HARTL, 2003), sendo indicada a propagacdo
vegetativa da espécie para fins comerciais.

A micropropaga¢do ¢ uma das técnicas da cultura de tecidos vegetal, que permite a
producgdo clonal de mudas livres de patdgenos, em alta escala, sob condi¢cdes ambientais
controladas e, durante todo o ano, visando a obter plantas com maior produciao de biomassa,
rendimento e composi¢do uniforme dos metabodlitos secundarios de interesse (ESPINOSA-
LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA, 2018). A técnica também permite estudar a
influéncia do ambiente no crescimento in vitro € no acimulo de compostos bioativos pelas
plantas medicinais (DOU et al., 2017; RAMIREZ-MOSQUEDA; IGLESIAS-ANDREU;
BAUTISTA-AGUILAR, 2016).

Plantulas micropropagadas geralmente necessitam de uma fonte de carbono
adicionada ao meio de cultura, pois o pouco CO: disponivel ndo ¢ suficiente para uma
fotossintese eficiente (KOZAI, 2010). Entretanto, pelas diferentes respostas morfofisiologicas
das plantas a organogénese, um protocolo de micropropagacdo eficiente ¢ especifico para
cada espécie, sendo necessario definir parametros como a concentragdo de sacarose, tipo de
explante utilizado e melhores condi¢des ambientais para promover as melhores condigdes de
crescimento in vitro (ISAH, 2015).

Em razdo da alta contamina¢do por microorganismos, os frascos utilizados na
micropropagacdo sdo vedados, criando um microambiente com baixa concentra¢do de COz,
alta umidade relativa, alta concentracdo de etileno e sem trocas gasosas com o ambiente

externo (KOZAI; KUBOTA, 2001). Essas condi¢des favorecem o aparecimento de anomalias
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fisioldgicas, como raizes malformadas, baixa concentracdo de clorofilas e hiperidricidade,
fatores responsaveis por grandes perdas na fase de aclimatizagao das mudas (ISAH, 2015).

Em contrapartida, o sistema de ventilagdo natural permite trocas gasosas do recipiente
com o exterior, a0 passo que mantém um microambiente asséptico, através de membranas
porosas, permitindo concentragdes de CO; ideais, redu¢do da umidade relativa, maior taxa
fotossintética e maior sobrevivéncia na fase de aclimatizacio (MOREIRA et al., 2013;
SALDANHA et al., 2012).

O uso das membranas influencia o crescimento e o metabolismo secundario das
plantas medicinais (IAREMA et al. 2012; SILVA et al., 2017; SALDANHA et al., 2012).
Entretanto, ha uma caréncia de informacdes sobre a micropropaga¢do da Urtica dioica e
quanto ao uso do sistema de ventilacdo natural. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do
uso do sistema de ventilagdo natural, tipo de explante e concentracdo de sacarose no
crescimento, concentracdo de pigmentos fotossintéticos, compostos fendlicos, flavonoides e

atividade antioxidante das plantulas de urtiga micropropagadas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
Medicinais e no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Agricultura (DAG), na
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Como planta-matriz, uma planta de Urtica dioica L.
pertencente ao Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), foi
utilizada. A matriz foi depositada no herbario da Empresa de Pesquisa Agropecudria
(EPAMIG), em novembro de 2018, sob o registro 58577.

Explantes foram coletados e encaminhados ao Laboratério de Cultura de Tecidos de

Plantas Medicinais para estabelecimento in vitro.

2.1 Estabelecimento in vitro

O estabelecimento consistiu de desinfestacio em agua corrente, por 30 minutos,
seguido de imersdao em alcool 70%, por 30 segundos, e por imersdo em agua sanitiria com
1,25% de cloro ativo, por 15 minutos, sob agitacdo constante.

Posteriormente, os explantes foram padronizados em 1 cm e inoculados na vertical em
tubos de ensaio, contendo 12,5 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L' de sacarose, 5,5 g L*! de agar e pH ajustado para 5,7+0,1 antes da
autoclavagem, por 20 min, a 121°C. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 26+1 °C, sob 1ampadas fluorescentes (39 umol m2 s!) e fotoperiodo de 16h. A
cada 40 dias, as plantas foram repicadas até a obten¢do de material necessario para a

montagem dos experimentos.

2.2 Sistema de Ventilagao Natural

Segmentos apicais e nodais (primeiro e segundo segmento nodal a partir do 4pice da
planta) com um par de folhas, provenientes de plantulas pré-estabelecidas in vitro, foram
padronizados em aproximadamente 1 cm com auxilio de um bisturi e inoculados na vertical
em frascos contendo 50 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com ou
sem sacarose (30 g L!). O meio MS foi suplementado com 5,5 g L'! de agar e pH ajustado
para 5,7+0,1 antes da autoclavagem por 20 min, a 121°C. Em seguida, os frascos foram

encaminhados para a sala de crescimento onde permaneceram por 40 dias sob ldmpadas LED,
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na intensidade de luz de 94 umol m s’!, (definida no experimento de intensidade de luz),
fotoperiodo de 16 h e a temperatura de 26+1 °C.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial triplo, sendo 2 tipos de explantes (nodal e apical), 2 concentragdes de
sacarose (0 € 30 g L!) e 4 sistemas de cultivo: convencional (SC); sistema de ventilagdo
natural com uma (SVNI1); duas (SVN2) e quatro membranas (SVN4), totalizando 16
tratamentos, sendo 4 repeticdes com 3 frascos por repeti¢ao e 4 plantulas por frasco.

As membranas porosas foram montadas de acordo com o trabalho de Saldanha et al.
(2012) (FIGURA 1), utilizando fita microporosa bege (Cremer ®) e fita veda rosca da marca
Amanco ® (FIGURA 1A). No total, a membrana consiste em quatro camadas, sendo a
primeira de fita microporosa (FIGURA 1B), a segunda de fita veda rosca (FIGURA 1C), a
terceira camada novamente de fita microporosa (FIGURA 1D). Essas trés camadas foram
cortadas em quadrados de 1 ¢cm? (FIGURA 1E-F) que foram distribuidos sobre uma outra
camada de fita microporosa, totalizando 4 camadas (FIGURA 1G). Foram cortados quadrados
de tamanho homogéneo e colados sobre furos de 1 cm de diametro, feitos nas tampas dos

frascos. As tampas continham 0, 1, 2 e 4 furos (FIGURA 1H-J).

Figura 1 - Esquema de montagem das membranas porosas utilizadas na montagem do sistema
de ventilagdo natural.

F(’);rce: Giulia Duarte. Lavras, 2016.
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2.3 Analises do crescimento

O comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR) foi determinado medindo-
se da base da brotagdo até o meristema apical e meristema da raiz, respectivamente. Os
valores de matéria seca das folhas (MSF), caule (MSC) e raiz (MSR) foram obtidos a partir da
separagdo das respectivas partes, as quais foram acondicionadas em sacos de papel kraft e
desidratadas em estufa de circulacdo de ar for¢ado, a 37°C, por 72h, e posterior pesagem em
balanca de precisdo. Para a avaliacdo da area foliar, 5 plantulas representativas por tratamento
foram utilizadas. Todas as folhas tiveram sua area foliar mensurada, Em razao da do software

WinFOLIATM e scanner EPSON PERFECTION V700 PHOTO.

2.4 Analise de pigmentos fotossintéticos

Para analise dos pigmentos fotossintéticos, 50 mg de matéria fresca das folhas de cada
tratamento foram coletados, em sala escura iluminada somente com luz verde. Utilizou-se
somente o segundo par de folhas de cada plantula. O material foi colocado em tubos do tipo
Falcon, envoltos em papel aluminio, e, em seguida, 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO)
foram adicionados. Em seguida, os tubos foram encaminhados para a estufa, a temperatura de
65 °C, por 24h. Apoés esse periodo, 3 mL do conteudo foram coletados e colocados em
cubetas de quartzo, para leitura das absorbancias nos comprimentos de onda 480 nm
(carotenoides) 649 nm (clorofila a) e 665 nm (clorofila b) (HISCOX; ISRAELSTAM, 1979).
As leituras foram realizadas na leitora de microplacas TECAN INFINITY M200 PRO,
operada com o sistema de processamento de dados I-control ® versdo 3.37. Todos os
tratamentos foram avaliados em triplicata.

As concentragdes de clorofila e carotenoides foram calculadas de acordo com as
equacdes propostas por Wellburn (1994) e tiveram seus resultados expressos em miligrama de

pigmento por grama de matéria fresca de tecido foliar (mg g™!),

clorofila a (Ca)= [(12,47 X A665,1) - (3,62 X A649,1)]
clorofila b (Ch) = [(25,06 x Ae49,1) — (6,5 X Ass5,1)]
carotenoides = (1000 Asgo — 1,29 Ca- 53,78 Cb)/220

Onde, Asss,1= absorbancia mensurada a 665 nm; As49,1= absorbancia mensurada a 649

nm; A4so= absorbancia mensurada a 480 nm.
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2.5 Doseamento de compostos fenolicos e ensaios antioxidantes

Ap0s as analises de crescimento, foi realizado o doseamento dos compostos fenolicos
totais, flavonoides totais e a atividade antioxidante foi avaliada por meio dos métodos DPPH,

CAT e ORAC.

2.5.1 Preparacio extrativa e condicOes gerais

Os extratos foram preparados a partir de folhas secas de Urtica dioica, pulverizadas
em gral e pistilo. Uma aliquota de 15 mg do pd de U. dioica foi pesada diretamente em
microtubos. Uma aliquota de 2 mL de MeOH:H>O (1:1) foi adicionada aos tubos, os quais
foram vortexados por 5 segundos e submetidos a extragdo por sonicacdo por 15 minutos, a
temperatura ambiente, seguida por centrifugagdo a 10.000 RPM, por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi recolhido e armazenado em freezer (-20 °C), até a
realizacdo das andlises.

As leituras de absor¢ao molecular no ultravioleta foram mensuradas na leitora de
microplacas TECAN INFINITY M200 PRO, operada com o sistema de processamento de

dados I-control ® versdo 3.37. Todos os tratamentos foram avaliados em triplicata.

2.5.2 Fenois Totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi feita com base método de Folin-
Ciocalteau, com modificacdes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Uma aliquota de 50 pL do
extrato, 130 pL de solugdo etanolica de Folin-Ciocalteau (10%) e 130 uL de Na,COs (7,0%)
foram adicionados em microtubos de 2 mL. As amostras foram incubadas por 2 horas no
escuro, a temperatura ambiente. Posteriormente, 300 pL foram adicionados em microplacas
de 96 pocos e a absorbancia foi lida a 760 nm.

A curva de calibragdo foi constituida com padrdo acido gélico (Sigma-Aldrich®, >
98%) na faixa de 0,0078 a 0,25 mg mL"!, gerando a equagio y= 6,2873x+0,9239 (R?=0,9986).
A partir da equacdo da reta, o acimulo dos compostos fendlicos totais foi calculado, com
resultados expressos em miligramas de equivalente de acido galico por grama de matéria seca

de folha (mgEAG gMSF!).
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2.5.3 Flavonas/Flavonadis Totais

A quantificacdo de flavonoides foi baseada na metodologia de Atanassova, Georgieva
e Ivancheva (2011). Em microtubos de 2 mL, 100 pL da amostra foram adicionados a 100 pL.
de 4gua destilada e 50 pL de NaNO:. Posteriormente, os microtubos foram vortexados por 5
segundos e, apds 5 minutos, uma aliquota de 50 pL de AlCI; foi adicionada aos tubos. Apds 6
minutos, foi adicionada uma aliquota de 100 pL de NaOH (1 M). Em seguida, 200 pL das
amostras foram pipetados em microplacas de 96 pocos e a absorbancia foi mensurada a 510
nm. Como controle, 100 pL. da amostra e 300 pL de 4dgua destilada foram utilizados. Como
branco, foram utilizados 100 pL. da amostra, 100 pL. de NaOH (1 M) e 200 pL de agua
destilada.

A curva de calibragdo foi obtida, a partir do padrao quercetina (Sigma-Aldrich > 95%),
diluido na faixa de 0,0625 a 1,0 mg mL"!' (y=3,72x+0,2596, R?>=0,9901). O actmulo de
flavonoides teve seu resultado expresso em miligramas equivalente de quercetina por grama

de matéria seca de folha (mgEQ gMSF!).

2.5.4 Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A capacidade antioxidante total (CAT) foi avaliada, utilizando-se a metodologia de
reducdo do molibdato (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), com modificacdes. Uma
aliquota de 50 puL do extrato de cada tratamento foi adicionada a 1 mL da solug@o reagente
CAT (fosfato de s6dio monobasico (28 mM), molibdato de amonio (4 mM) e acido sulfurico
(0,6 M), em iguais propor¢des) em microtubos de 2 mL, os quais foram incubados a 95 °C por
90 minutos e, posteriormente, resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, 200 uL. das
amostras foram pipetados em microplacas de 96 pocos e a absorbancia mensurada a 695 nm.

A CAT foi determinada, usando-se uma curva de calibragdo do padrao acido ascorbico
(Sigma-Aldrich®, > 99,7%) nas concentragdes de 0,002 a 0,5 mg mL™!, na qual a equagdo da
reta foi y= 6,80x +0,0716 (R?>=0,9946). Os resultados foram expressos em miligrama de

equivalentes de acido ascorbico por grama de matéria seca de folha (mgEAA gMSF).

2.5.5 Atividade de eliminacio de radicais livres (DPPH)

Para determinar a atividade de eliminagdo de radicais livres, utilizou-se o método de

captura do radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil), de acordo com a metodologia de
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Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificagdes, utilizando-se uma solugdo
etandlica 92,8° GL de DPPH (60 pg mL!), mantida em abrigo da luz e refrigeragio.

Para cada amostra, foram empregadas as solugdes extrativas originais (7,5 g mL™) e
dilui¢des sequenciais em MeOH:H>O 1:1 até 1/128. Em microplacas de 96 pocos, aliquotas
de 250 pL da solugdo DPPH foram adicionadas a 50 pL das amostras. As placas foram
incubadas por 60 minutos no escuro, a temperatura ambiente e, em seguida, tiveram a
absorbancia lida a 517 nm. A porcentagem de eliminacdo do radical DPPH foi calculada a

partir da formula:

%AA = (Ao — A1)/Aox 100

Onde, Ao: absorbancia da solucdo etandlica do DPPH; A;. absorbancia da solucdo
DPPH + extrato. A atividade de eliminagdo de radicais livres foi expressa como I1Cso (ug mL-
1, a qual corresponde a concentragdo do extrato capaz de causar a inibi¢do de 50% dos

radicais DPPH.

2.5.6 Capacidade de Absorc¢io do Radical Oxigénio (ORAC)

A Capacidade de Absor¢do do Radical Oxigénio seguiu a metodologia de Ou,
Hampsch-Woodill e Prior (2001), com modificacdes. Em microplacas pretas de 96 pogos,
uma aliquota de 25 puL da amostra foi adicionada a 150 pL de fluoresceina (70 mM),
preparada em tampado fosfato (75 mM e pH 7,4). Posteriormente, a microplaca foi pré-
incubada durante 10 minutos, a 37 °C e, apo6s esse periodo, foram adicionados 30 pL do
radical AAPH [2,2'-Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto] (12 mM). A fluorescéncia
registrada a cada minuto, por 150 minutos. Como controle, o padrdo Trolox nas concentragdes
de 0,25 a 0,015625 mg mL"! foi utilizado. Como branco foram utilizados 30 uL do tampdo
fosfato (75 mM e pH 7,4) em substituicao ao radical AAPH. Os resultados foram calculados
utilizando-se uma equacgdo de regressdo entre a concentra¢do de Trolox e a AUC (4rea sobre a
curva) liquida (AUCamostra-AUChbranco). Os valores de ORAC foram expressos como mg de

equivalente de Trolox por grama de matéria seca da folha (mgET gMSF!).
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2.6 Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o software

R Development Core Team (2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Crescimento in vitro

Os diferentes sistemas de cultivo, tipos de explante e concentracdes de sacarose
influenciaram, significativamente, o crescimento e producdo de matéria seca de plantulas de
Urtica dioica (FIGURA 2 e TABELA 1). Houve uma forte interagdo significativa entre os
tipos de explante, sacarose e sistema de cultivo (p<0,001) (TABELA 2).

Figura 2 - Plantulas de Urtica dioica oriundas de segmentos nodais e apicais em meio MS
em diferentes sistemas de cultivo: convencional (SC), sistema de ventilacido
natural com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro (SVN4) membranas, cultivadas
por 40 dias. A e B: com sacarose; C e D: sem sacarose. Lavras, 2019.

S B

SVN2

SVN2 SVN4

Fonte: do autor (2019).

Plantulas cultivadas em frascos com tampas contendo uma (SVN1) e duas membranas
(SVN2) apresentaram os melhores resultados para matéria seca das folhas, caule, raiz e total

(FIGURA 2 e TABELA 1). O aumento da disponibilidade do CO,, em relacdo ao sistema
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convencional (SC), favorece a producdo de fotoassimilados e o acimulo de biomassa
(SALDANHA et al., 2012; SILVA et al.,, 2017). Os menores valores de crescimento ¢
acimulo de matéria seca em plantulas cultivadas foram observados no sistema convencional
de cultivo in vitro. O uso do sistema convencional limita a fotossintese, uma vez que nao
permite que a planta in vitro receba quantidades adequadas de CO» (XIAO; NIU; KOZAI et
al., 2011). Resultados semelhantes foram reportados para a cultura do tomate (MILLS; TAL,
2004), Cattleya walkeriana (SILVA et al., 2014), Plectranthus amboinicus (SILVA et al.,
2017), Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2012), Lippia gracilis Schauer (LAZZARINI
etal., 2019) e Azadirachta indica (RODRIGUES et al., 2012).

O uso de quatro membranas (SVN4) foi estatisticamente igual ao uso do sistema
convencional (SC) quanto a producdo de matéria seca e crescimento in vitro. O SVN4 foi
inferior ao SC somente em relagdo ao comprimento da parte aérea (CPA) (TABELA 1). Esses
resultados podem estar aliados a evaporacdo do meio de cultura observada nos frascos com o
uso do SVN4. Apesar das maiores concentragdes de CO2 nesse tratamento, a perda de agua
por evapotranspiragdo favoreceu o aumento da concentracdo de sais no meio de cultura
restante no frasco, reduzindo o seu potencial hidrico, e dificultando a absor¢do de agua e
nutrientes pelas plantulas no SVN4.

Plantulas cultivadas no SVN2 apresentaram os melhores valores quanto ao
enraizamento (TABELA 1). Assim, ¢ possivel que apresentem maior taxa de sobrevivéncia
em uma futura fase de aclimatizacdo. A resposta das plantas a fase de aclimatizagdo estd
diretamente relacionada ao desenvolvimento das raizes (CHANDRA et al., 2010).

Plantulas cultivadas sem sacarose ndo diferiram estatisticamente das cultivadas em 30
g L1, para as variaveis de crescimento, exceto para a matéria seca das folhas, visto que a sua
auséncia promoveu uma maior producdo de MSF (TABELA 1). Entretanto, a adicdo da fonte
exogena de carbono promoveu melhores resultados quanto a matéria seca do caule (4,78 mg
gplanta!) e raiz (2,01 mg gplanta ).

A auséncia de sacarose no meio de cultura leva a baixa producdo de raizes em
Capsicum chinense (BARRALES-LOPEZ et al., 2015). A adi¢io de sacarose no meio de
cultura induz o enraizamento em plantulas de Syzygium cuminii (JAIN; BABBAR, 2003) e
Arabidopsis thaliana (MISHRA et al., 2009). A sacarose afeta a producao de fitohdrmonios e
metabolitos secundarios (MISHRA et al., 2009; YUAN; WYSOCKA-DILLERB, 2006).
Entretanto, altas concentragdes podem causar um acumulo de carboidratos nas plantulas e a

inibi¢do da fotossintese (HDIDER; DERSJARDINS, 1994).
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De modo geral, plantulas provenientes de segmentos apicais foram semelhantes as de
segmentos nodais, sendo superiores somente quanto a matéria seca de raiz (MSR), niimero de
folhas (NF) e area foliar (AF) e inferiores quanto a matéria seca das folhas (MSF) (TABELA
1). O meristema apical ¢ a fonte de producdo de auxinas, fitohormdénio promotor do
crescimento de raizes (TAIZ et al., 2017). Assim, os segmentos apicais deram origem a
plantulas de melhor enraizamento, que absorvem agua, sais e sacarose do meio de cultura com
mais eficiéncia, enquanto o maior nimero de folhas com maior area foliar intercepta a luz e
promove uma maior produ¢do de fotoassimilados. Como consequéncia, produzem-se mudas

de melhor qualidade e favorece a fase de aclimatizagao.

3.2 Pigmentos fotossintéticos

Houve interacdo significativa entre segmentos, sacarose e sistema de ventilagdo para a
clorofila b, clorofila total e carotenoides. Entretanto, para clorofila ¢ ndo foi observada
interagdo significativa (TABELA 3 e TABELA 4). Nao houve diferenca significativa entre os
sistemas de cultivo quanto ao actimulo de clorofila a, b e carotenoides (TABELA 3).
Entretanto, o uso de duas (SVN2) e quatro membranas (SVN4) favoreceram a produ¢do dos
pigmentos fotossintéticos (clorofila total). Segundo Zobayed et al. (1999), o acimulo de
etileno nos recipientes de cultivo in vitro reduz a produgdo de clorofila nas plantas. Assim,
com aumento das trocas gasosas obtido com o uso das membranas porosas, a concentracao de
etileno nos frascos provavelmente foi reduzida, favorecendo a sintese de clorofila total. De
acordo com Saldanha et al. (2012), o uso das membranas pode estimular a fotossintese ao
manter uma concentragdo favoravel de CO; nos recipientes de cultivo in vitro. Neste estudo,
observou-se que o aumento do nimero de membranas foi diretamente proporcional ao
conteudo total de clorofila.

Nao houve diferenca significativa entre os tipos de segmentos utilizados. De modo
geral, a adi¢do de sacarose favoreceu a producao de clorofila a e carotenoides (TABELA 3).
Entretanto, a adicdo da fonte exdgena de carbono provocou a redugdo na concentragdo de
clorofila total e clorofila » (TABELA 3). Resultados semelhantes foram observados por
Wegrzynowicz-Lesiak et al. (2012), ao estudarem o efeito da sacarose na concentragdo de

pigmentos fotossintéticos em tulipas.



Tabela 1 - Matéria seca das folhas (MSF), caule (MSC), raiz (MSR), total (MST), comprimento da parte aérea (CPA), raiz (CR), numero de
folhas (NF) e area foliar (AF) de plantulas de Urtica dioica L. oriundas de segmentos nodais e apicais cultivados in vitro sob
diferentes sistemas de cultivo e concentragdes de sacarose, aos 40 dias. Lavras, 2019.

Segmentos Sacarose Sistemas de MSF MSC MSR MST CPA CR NF AF
(gL™" cultivo mg gplanta”’ mggplanta’ mggplanta’ mg gplanta™ (cm) (cm) (cm?)
Apical 30 SC 5,88d 395¢ 1,68 ¢ 11,53d 7,03 a 2,78 d 7,08 b 8,42b
SVNI 7,15¢ 595¢ 3,28 a 16,35b 7,70 a 3,48 b 6,43 ¢ 9,46 a
SVN2 9,19b 6,78 b 2,80a 18,73 a 6,40 b 4,80 a 7,13 b 8,51b
SVN4 4,90d 340¢ 2,53b 10,85 d 443 c 3,55b 5,85¢ 285¢g
0 SC 3,00e 423 ¢ 1,48 ¢ 8,03 f 520¢ 2,75d 725b 3,34 f
SVNI 7,08 ¢ 523d 1,23 ¢ 13,55¢ 6,35b 2,73d 8,00 a 8,31b
SVN2 5,00d 3,03f 1,28 ¢ 9,23 ¢ 5,08 ¢ 3,00c 7,50 b 5,78 d
SVN4 1,70 f 1,80 g 1,40 ¢ 4,88 g 2,50 e 0,90 f 4,00 e 1,43 h
Nodal 30 SC 323 ¢ 2,70 f 1,40 ¢ 7,30 f 443 ¢ 1,90 e 4,08 ¢ 2,13 ¢
SVNI 7,48 ¢ 8,53 a 2,20b 6,93 f 4,60 c 235¢ 6,00 c 444 ¢
SVN2 7,13 ¢ 423 ¢ 1,55¢ 12,93 ¢ 513¢ 3,10¢ 4,75d 426¢
SVN4 3,60¢ 2,70 £ 0,63d 6,93 f 2,80¢ 2,78 d 4,00 e 1,00 h
0 SC 9,58 b 1,65¢g 1,28 ¢ 12,50 ¢ 3,70d 2,48d 575¢ 4,62 ¢
SVN1 10,85 a 3,68¢ 1,35¢ 15,88 b 6,25b 3,10¢ 5,50 ¢ 7,03 ¢
SVN2 10,90 a 4,85d 1,30 ¢ 16,95 b 6,35b 3,83b 6,25¢ 7,98 b
SVN4 11,63 a 523d 2,20b 19,03 a 5,70 b 3,58b 5,68 ¢ 7,18 ¢
Média para segmentos
Apical 5,48 b 4,29 a 1,96 a 11,64 a 5,58a 3,00 a 6,65a 6,01 a
Nodal 8,05a 4,19 a 1,49b 13,71 a 4,87 a 2,89 a 525b 4,83 b
Média para sacarose
30 6,06 b 4,78 a 2,0l a 12,85 a 531a 3,09a 5,66 a 5,13a
0 7,46 a 3,70b 1,44 b 12,50 a 5,14a 2,79 a 6,24 a 571 a
Média para sistema de cultivo
SC 542b 3,13¢ 1,46 a 9,841 5,09b 2,48b 6,04 a 4,63 b
SVN1 8,14a 584a 2,0l a 15,99 a 6,23 a 291b 6,48 a 731 a
SVN2 8,03 a 4,71 a 1,73 a 14,45 a 574 a 3,68a 6,41 a 6,63 a
SVN4 5,47b 3,28b 1,69 a 10,41 b 3,86¢ 2,70b 4,88b 3,11b

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

[4:]



Tabela 2 - Interacdo entre os tipos de segmentos utilizados, concentracdes de sacarose e sistemas de cultivo quanto a matéria seca das folhas
(MSF), caule (MSC), raiz (MSR), total (MST), comprimento da parte aérea (CPA), raiz (CR), nimero de folhas (NF) e area foliar
(AF) de plantulas de Urtica dioica L. cultivadas in vitro, aos 40 dias. Lavras, 2019.

Fontes de Variacao MSF MSC MSR MST CPA CR NF NB AF
Segmento x Sacarose x Sistema de cultivo wkok Hok kol wkk ok okeok ok ok otk
Segmento X Sacarose sksksk sksksk sksksk sksksk sksksk sksksk skskk skskk sksksk
Segmento x Sistema de cultivo *E* xRk ns Hawk Hkk Hdk *kk Hok HAk
Sacarose x Sistema de cultivo ks ks ks ks gk ks w3k B33 koK
Segmento sksksk ns sksksk sksksk sksksk ns skskk skskk skskk
Sacarose sksksk sksksk sksksk * ns sksk skskk skskk skskk
Sistema de CultiVO sksksk sksksk sksk sksksk sksksk sksksk skskk skskk sksksk

Significancia: * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<0,001; ns- ndo significativo.
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Tabela 3 - Pigmentos fotossintéticos em plantulas de Urtica dioica oriundas
nodais e apicais cultivados in vitro sob diferentes sistemas

concentragdes de sacarose, aos 40 dias. Lavras, 2019.

1

Segmento Sacarose Sistema de  Clorofila Clorofila Clorofila
(gLh cultivo a b Total
(mg g™
Apical 30 SC 0,89 b 0,26 f LLISc
SVNI 0,67d 0,30 f 0,97d
SVN2 1,12 a 0,33 f 1,44 b
SVN4 0,57d 0,54 ¢ 1,12d
0 SC 0,12 f 0,86d 0,98 d
SVNI1 0,13 f 1,23 b 1,37b
SVN2 0,15f 1,34 b 1,21 ¢
SVN4 0,33 ¢ 2,53 a 2,86 a
Nodal 30 SC 0,78 c 0,21 f 0,99d
SVNI 0,58d 0,24 £ 0,82d
SVN2 0,98 b 0,27 f 1,25 ¢
SVN4 0,43 ¢ 0,42 f 0,86d
0 SC 0,14 f 0,79d 0,92d
SVNI1 0,12 f 0,98 ¢ 1,10d
SVN2 0,18 f 1,06 ¢ 1,52 b
SVN4 0,14 f I,L11c 1,25 ¢
Média para explante
Apical 0,50 a 0,92 a 1,39 a
Nodal 0,42 a 0,63 a 1,09 a
Média para sacarose
30 0,75 a 0,32 b 1,07 a
0 0,16 b 1,24 a 1,40 a
Meédia para sistema ventilagdo
SC 0,48 a 0,53 a 1,01 b
SVNI 0,37 a 0,69 a 1,06 b
SVN2 0,61 a 0,75 a 1,36 a
SVN4 0,37 a 1,15a 1,52 a

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4 - Interacdo entre os tipos de segmentos utilizados, concentracdes de sacarose e
sistemas de cultivo quanto a concentragdo de pigmentos fotossintéticos em
plantulas de Urtica dioica L. cultivadas in vitro, aos 40 dias. Lavras, 2019.

Fontes de Variacio Clorofila Clorofila Clorofila  Carotenoide
a b Total

Segmentos x Sacarose x Sistema de cultivo ns Kk * otk

Segmentos x Sacarose ok Hokk ok ok

Segmentos x Sistema de cultivo ns ek sk ok Kook

Sacarose x Sistema de cultivo *kk ok ok sk

Sacarose skesksk skeksk ek skksk
Sistema de cultivo *okok okk oHok ok

Significancia: * p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<0,001; ns- ndo significativo.

3.3 Compostos fendlicos e atividades antioxidantes

Nao houve interacdo significativa entre os segmentos utilizados, concentragcdo de
sacarose e sistema de cultivo quanto ao acimulo de compostos fendlicos e atividades
antioxidantes pelos métodos capacidade antioxidante total (CAT) e Capacidade de Absor¢ao
do Radical Oxigénio (ORAC). A interacdo dos fatores quanto ao acumulo de flavonoides e
atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH foi altamente significativa
(p<0,001) (TABELA 5).

O uso dos segmentos apicais e uso do sistema de cultivo convencional (SC) e com
uma membrana (SVN1) proporcionaram valores superiores de compostos fendlicos totais
(CFT) (TABELA 6). A adigdo de sacarose no meio de cultivo ndo influenciou o acimulo dos
CFT nas plantulas.

Os menores valores de CFT foram observados nos tratamentos SVN2 e SVN4.
Entretanto, no SVN2, as plantulas apresentaram os melhores resultados quanto ao crescimento
(TABELA 1). Assim, pode-se inferir que esse baixo valor de CFT foi observado, uma vez
que, em condigdes ideais de cultivo, as plantas tendem a deslocar seus fotoassimilados para a
producdo vegetativa, por ndo precisar investir na producdo de metabolitos secundarios, como
os compostos fenolicos, para a sua protecdo contra estresses ambientais. Resultados
semelhantes foram observados por Son et al. (2012) ao estudarem a cultura da alface (Lactuta
sativa L.) onde os tratamentos de maior crescimento apresentaram valores inferiores quanto

ao acimulo de compostos fenolicos.
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Tabela 5 - Interagdo entre os tipos de segmentos utilizados, concentragdes de sacarose e
sistemas de cultivo quanto aos compostos fenélicos totais (CFT), flavonoides (F),
Capacidade Antioxidante Total (CAT), DPPH e Capacidade de Absorcdo do
Radical Oxigénio (ORAC) dos extratos de plantulas de Urtica dioica L. oriundas
de segmentos nodais cultivados in vitro, aos 40 dias. Lavras, 2019.

Fontes de Variacao CFT F CAT DPPH ORAC
S.egrnentos X charose X ns sk ns ok ns
Sistema de cultivo

Segmentos x Sacarose ok koK ok seokeok *%
Segmentos x Sistema de cultivo ns *ok ** HoHk ns
Sacarose x Sistema de cultivo ns Hk *% ®kk ns
Segmentos Ak oAk ns *x ns
Sacarose ns HAK ns oAk ns
Sistema de cultivo *H* ol ol *HE ns

Significancia: * p< 0,05 ** p< 0,01 ***p< 0,001; ns- ndo significativo.

Nao houve diferenca significativa quanto ao sistema de cultivo e segmento utilizado
quanto aos flavonoides na U. dioica cultivada in vitro (TABELA 6). A adi¢do de 30 g L' no
meio de cultivo aumentou em 3,2 vezes o acimulo de flavonoides.

De acordo com Qian et al. (2018), a sacarose regula os genes que controlam a
biossintese de flavonoides, em Camelia sinensis L. Solfaneli et al. (2006) reportaram que, em
Arabidopsis thaliana, os genes responsaveis pela biossintese de flavonoides respondem aos
sinais da sacarose em si € ndo ao estresse osmotico causado pela sua adi¢do no meio de
cultura. A sacarose ¢ utilizada pela planta como fonte de esqueletos de carbono e na indugao
de sinais que disparam processos metabolicos para a biossintese de flavonoides (QIAN et al.,
2018; LIU et al., 2014).

Somente os resultados obtidos pelo método CAT apresentaram diferengas
significativas entre os sistemas de cultivo. O sistema convencional (SC) foi superior aos
tratamentos com sistemas de ventilagdo natural. O sistema SVNI apresentou os menores
resultados quanto a atividade antioxidante (TABELA 6).

Nao houve diferenca significativa quanto ao tipo de explante (apical e nodal) na
atividade antioxidante avaliada nos métodos CAT, DPPH ¢ ORAC (TABELA 6). Somente o
método DPPH detectou diferencga significativa entre os tratamentos com adicdo de sacarose.
Esse resultado pode ser observado, uma vez que cada método de avaliagdo de antioxidantes
ocorre de uma forma diferente: a CAT ¢é medida, via teste do fosfomolibdénio, baseado na
redugdo do Mo%" para Mo>" pelos compostos antioxidantes (KHAN et al., 2012). O teste
ORAC avalia a capacidade antioxidante do extrato da planta, ao impedir a oxidagdo da

fluoresceina, ocasionada por radicais peroxila (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001).



87

O método DPPH avalia a capacidade de um extrato de inibir o radical DPPH, uma vez que
esse trata de um radical livre com elétron desemparelhado em um dos seus atomos de
Nitrogénio (OLIVEIRA, 2015). Valores menores de ICso no ensaio de DPPH indicam maior
atividade antioxidante. Dessa forma, a adi¢do de 30 g L*! de sacarose favoreceu o acimulo de
substancias antioxidantes.

Foi possivel observar que a sacarose favoreceu o maior acimulo de flavonoides e
também a maior atividade antioxidante. Assim, pode-se inferir que os flavonoides sdo
responsaveis pela atividade antioxidante da Urtica dioica. Os principais compostos bioativos
presentes na urtiga sao os compostos fendlicos quercetina, rutina, isoquercitrina e o acido 5-0-

cafeoilquinico (JAN; ZARAFSHAN; SINGH, 2016; ORCIC et al., 2014).

Tabela 6 - Teores de compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade
antioxidante de plantulas de Urtica dioica cultivadas in vitro, oriundas de
segmentos nodais e apicais sob diferentes sistemas de cultivo e sacarose, aos 40
dias. Lavras, 2019.

(Continua)
Explante Sacar(?lse Sisten'la de CFT FT CAT DPPH ORAC
(gmL™) cultivo
Apical 30 SC 630a  11,6la  3,00e  246,62a 28440a
SVNI 5,80 a 10,45 a 2,53 f 242,63a 510,73 b
SVN2 5,50Db 10,97 a 2,83 ¢ 29291 ¢ 164,20 a
SVN4 573 a 11,18 a 290 e 301,90 ¢ 164,93 a
0 SC 6,10 a 391e 3,56 ¢ 44293 ¢ 176,03 a
SVNI 58la 3,11e 2,36 g 749,57 i 165,33 a
SVN2 583 a 3,40 ¢ 3,87b 380,80 d 163,20 a
SVN4 573 a 2,30 f 393b 492,77 £ 93,60 a
Nodal 30 SC 5,370 10,60 a 4,13b 272,97 b 167,83 a
SVNI1 520D 7,17 ¢ 3,13d 266,66 b 188,60 a
SVN2 1,96 d 8,42 b 3,30d 27523 b 168,17 a
SVN4 2,86 ¢ 8,68 b 331d 242,57 a 145,17 a
0 SC 5,07b 396¢ 4,73 a 533,40 g 184,50 a
SVNI 520D 5,20d 2,20 g 596,73 f 168,80 a
SVN2 1,67d 1,90 £ 2,70 f 604,43h  433,43b
SVN4 2,53 ¢ 1,59 f 3,30d 504,93 f 14247 a
Média para segmento
Apical 585a 7,18a  3,13a  393,76a 201,71a
Nodal 3,73b 5,77 a 334a 399,79 a 199,87 a

Média para sacarose
30 4,84 a 9,88 a 3,14a 267,67a  218,68a
0 4,74 a 3,06 b 332a 525,88b 182,90 a
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Tabela 6 - Teores de compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade
antioxidante de plantulas de Urtica dioica cultivadas in vitro, oriundas de
segmentos nodais e apicais sob diferentes sistemas de cultivo e sacarose, aos 40

dias. Lavras, 2019.

(Conclusao)
Explante Sacar(?lse Slsten'la de CFT FT CAT DPPH ORAC
(gmL™) cultivo

Média para sistema de cultivo

SC 5,70 a 7,56 a 385a 37398a 220,88 a
SVNI 5,50 a 6,23 a 2,56¢ 465,82a 238,27 a
SVN2 3,74 b 6,09 a 3,18Db 361,78a 230,34 a
SVN4 4220 6,00 a 3,33b 385,54a 113,67 a

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, em
nivel de 5% de probabilidade. Legenda: CFT: expresso em mg equivalentes de acido galico/g de folha
seca (mg EAG gMSF"); CF: expresso em mg equivalentes de quercetina/g de folha seca (mg EQ
gMSF"); DPPH: captura de radicais livres de DPPH, expresso em ICso; CAT: capacidade antioxidante
total expressa em mg equivalentes de acido ascorbico/g de folha seca (mg EAA gMSF™'); ORAC:
capacidade de absorcdo do radical oxigénio em mg equivalente de Trolox/g de folha seca (mg ET

gMSF).
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4 CONCLUSAO

O sistema de ventilacdo natural ¢ superior ao convencional quanto aos parametros de
crescimento e produ¢do de matéria seca em plantulas de Urtica dioica. A adi¢dao de sacarose
no meio de cultivo promove o enraizamento, aumenta o acimulo de flavonoides e favorece a

atividade antioxidante.
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