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RESUMO

A producao de hortalicas no Brasil € um mercado em constante desenvolvimento, com destaque
para a alface, hortalica folhosa de maior consumo no mundo. Aliado a isso, novas tecnoldgicas
ganham espaco no sistema de producéo, com destaque para o crescimento em ambiente coberto
e com iluminagdo controlada. A luz LED (light emiting diode) apresenta vantagens no
crescimento de plantas, como: menor emissdo de calor, durabilidade e controle espectral,
permitindo que os comprimentos de onda sejam adaptados aos fotorreceptores dos vegetais. Os
fotorreceptores das plantas (clorofila a e b) absorvem os comprimentos de onda na faixa do
vermelho (650-675 nm) e azul (440 nm), fator importante para espécies cuja germinagdo é
considerada fotoblastica positiva, como a alface, pois essa hortalica necessita de luz para ativar
0 mecanismo responsavel pela protrusdo radicular. A proteina responsavel pela fotorreagéo,
gue controla a germinacdo chama-se fitocromo, e este na forma ativa atinge concentracdes
suficientes que iniciam o processo da germinacdo através da sintese de hormdnios,
principalmente a giberelina. Assim, diversas pesquisas estudaram a influéncia das luzes com
espectro de luz controlado para avaliar o crescimento de plantas, mas estudos da influéncia do
uso continuo de luz LED na germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas sdo mais
escassos. A utilizacdo de luz artificial em quantidades inadequadas produz um fenémeno
chamado de estresse foto-oxidativo, causado pelo fornecimento de fétons de luz superior a
capacidade de absorcdo dos aparatos fotossintéticos dos vegetais. Uma das formas de mensurar
esse dano é atraves da observacdo do comportamento de enzimas pertencentes ao sistema
antioxidante das plantas, como a superédxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase
(POX) e ascorbato peroxidade (APX), com o objetivo de adequar a quantidade de luz fornecida
e 0s comprimentos de onda adequados a fim de maximizar o crescimento vegetal e minimizar
0s danos por estresse foto-oxidativo nas células vegetais. Desta forma, pesquisas que visam
estudar o efeito da luz na germinacdo e desenvolvimento de plantulas em culturas de
importancia comercial como a alface se fazem necessarios.

Palavras-chave: Luz LED. Lactuca sativa. Espécies Reativas de Oxigénio.



ABSTRACT

The vegetable production Brazil's market is in constant development, and lettuce highlights as
the most consumed leafy vegetable worldwide. Simultaneously, new technologies have arisen
as interesting alternatives for application into production systems, including plant growth under
covered environments and with controlled light conditions. Light-emitting diodes (LEDs) have
shown increasingly promising for plant growth based mainly on their properties of lower heat
emission, durability, and spectral control, which allows the adjustment of wavelengths to plant
photoreceptors. Plant photoreceptors (chlorophyll a and b) absorb wavelengths in red (650-675
nm) and blue (440 nm) light ranges, a crucial factor for species whose germination is called
positive photoblastic such as lettuce, as it needs light to trigger mechanisms of root protrusion.
Phytochrome is the protein that controls germination through the photoreaction process, and
after acquiring its active form, it reaches sufficient concentrations to initiate the germination
process by stimulating the synthesis of phytohormones, especially the gibberellin. Several
studies have assessed the influence of controlled light spectrum for enhancing plant growth, but
research about the impacts of using LED light continuously on germination and early
development of seedlings is still scarce. The exposure of plants to artificial light for
inappropriate periods may induce a phenomenon known as photooxidative stress, usually
caused by an excess of photons superior to the absorption capacity of plant photosynthetic
apparatus. A feasible approach for measuring this damage is through checking the behavior of
enzymes belonging to the plant antioxidant system, such as superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (POX), and ascorbate peroxidation (APX). Thereby, upon the
enzymatic activity comprehension, adaptations at the light supply and adjustments in
wavelengths could maximize plant growth and reduce photooxidative stress damages on plant
cells. Thus, scientific research that aims to study the effect of light on germination and seedling
development for commercially crops like lettuce is increasingly required.

Keywords: LED Light. Latuca sativa. Reactive Oxygen Species.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A producdo de hortaligas no pais é uma das maiores fontes de renda do setor agricola.
Além disso, as hortalicas sdo alimentos fundamentais na dieta humana, tanto pelos beneficios
a saude, como pelo sabor, riqueza de nutrientes e sua utilizacdo em diversos pratos da culinéria.

O mercado tem se tornado cada vez mais exigente quanto a qualidade de alimentos e
assim, a agricultura tem como desafio imediato fornecer alimentos com mais rapidez, qualidade
e utilizando sistemas de producdo mais sustentaveis. Consequentemente, ha uma grande
demanda para a producdo de matrizes que fornecam plantas mais vigorosas e sadias.

A producdo de mudas de hortalicas no Brasil enfrenta grandes entraves quando se pensa
em tempo de formacdo e aclimatacdo de mudas. Esse processo é foco de estudos visando
principalmente controlar o ambiente, para que se tenha independéncia de fatores como luz solar,
chuva, calor e umidade. O crescimento de plantas sob ambiente de iluminacdo controlada
permite, dentre outras vantagens, produzir hortali¢as durante o ano todo e em qualquer regido
do pais.

Uma das inovagdes no crescimento de plantas é a utilizacdo de luzes artificiais do tipo
LED (light emitting diode). Os primeiros ensaios com LED utilizaram a radianca no vermelho
e foram testados para o crescimento de alface, batata, espinafre e trigo (BULA et al., 1991).
Até dez anos atras, devido ao alto custo do LED, o uso estava restrito a pesquisas em camaras
de crescimento e casas de vegetagao.

Dentre as vantagens do seu uso, destaca-se: o LED n&o emite calor pelo feixe luminoso,
apresenta controle eficiente do espectro emitido, permitindo combinacdes de espectros, menor
consumo de energia elétrica, uso de baixa voltagem, pode ser instalada perto das plantas, vida
util longa e alta conversdo de energia em luz (BOURGET, 2008).

O uso desse sistema tem se mostrado eficiente na Holanda, no crescimento de flores em
camaras. Shimizu et al. (2005) pesquisaram o uso de LEDs em crisantemos e concluiram que é
possivel inibir o alongamento dos entrenos, reduzindo a aplicagdo de produtos quimicos para
retardar o crescimento da flor. E comum também a utilizacdo em laboratdrios de cultura de
tecidos e em casas de vegetacdo, mas pouco se conhece sobre o uso de LEDs na germinacéo de
sementes e seus efeitos sobre o desenvolvimento inicial de plantulas.

Certamente, a utilizacdo de LED na agricultura é promissora, e uma vez que o preco dos

componentes abaixarem, o LED vai representar muitos nichos da cadeia produtiva de horticolas
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em nivel global, sendo considerada como uma tecnologia que possui elevadas chances de
expansao rapida (MASSA et al., 2008). Mesmo o alto custo sendo considerado um entrave,
esse é um problema inicial para todas as tecnologias em desenvolvimento. Espera-se que com
a demanda e com pesquisas desenvolvidas na area, ela se torne viavel em poucos anos.

Como uma possivel tendéncia na horticultura, € importante que se consolidem estudos
a respeito da utilizagdo de luzes coloridas, havendo alternancia de espectros ou ndo, sendo
também necessario que se identifiqgue o melhor intervalo de tempo para cada espécie. Os
estudos recentes envolvendo a utilizacdo do LED na horticultura estdo em sua maioria
concentrados na utilizacdo em plantulas e mudas ja desenvolvidas, porém poucas pesquisas
recentes mencionam a influéncia das luzes LED coloridas na germinagdo de sementes e
emergéncia de plantulas. A utilizacdo de luzes LED coloridas sdo alvo de estudos
principalmente na fisiologia das plantas sob estas condi¢Ges. No entanto, faz-se necessario
entender também a influéncia da utilizacao dessas luzes sob o sistema antioxidante das plantas,
indicando se hé ou ndo estresse sob esse tipo de ambiente de cultivo.

Portanto, é fundamental investigar a influéncia da utilizacdo de lampadas de LED na
faixa do vermelho curto e azul em camaras de crescimento controlado como promotora da
germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de alface e seus efeitos sob o sistema
antioxidante de combate as espécies reativas de oxigénio das plantulas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) é origindria do mediterraneo, sendo uma das hortalicas
folhosas mais relevantes e mais consumidas no mundo (SALA; COSTA, 2012). Pertence a
familia das Asteraceas, sendo uma planta anual, herbacea, com crescimento tipo roseta,
podendo ter as folhas lisas ou crespas, de coloracdo verde ou roxa, com ou sem formacao de
cabeca. Até os anos 80, o padrdo de consumo dessa hortalica no Brasil era do tipo lisa (White
Boston, manteiga). Porém, esse foi substituido pelo tipo crespa, derivadas da variedade Grand
Rapids, e representa atualmente 50% do mercado brasileiro (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2014).

Por ndo ser uma espécie nativa, foram necessarias a introducdo e o desenvolvimento
genético de cultivares adaptadas ao clima tropical do Brasil (SALA; COSTA, 2005). Hoje, apds
a introducdo e melhoramento genético, as cultivares mais plantadas no Brasil foram agrupadas
guanto as caracteristicas morfologicas (textura, tamanho, maciez e cor) sendo elas: lisa, crespa,
americana, mimosa e romana (SUINAGA; HENZ, 2009).

Atualmente, a alface € cultivada de norte a sul do pais, sendo a folhosa mais consumida
in natura na forma de salada, tanto pelo preco quanto pelo sabor (RESENDE et al., 2007).
Porém, algumas cultivares de alface sdo preferencialmente cultivadas em regides de clima
ameno (15°C e 24°C). Durante o verdo, devido as altas temperaturas (alta radiacdo incidente) e
chuvas frequentes, o pendoamento precoce pode ocorrer, isso causa acumulo de latex nas folhas
(FILGUEIRA, 2013), prejudicando o sabor.

A safra de verdo 2019/2020 teve as vendas e a producdo comprometidas pelo
fechamento dos estabelecimentos a partir de marco de 2021, devido a pandemia do
Coronavirus. As microrregides mais produtoras, de acordo com dados de oferta da alface no
CEASA (Centrais de Abastecimento) em janeiro de 2021 sdo: Piedade - SP (3.865.451 kg),
Ibiapaba - CE (600.320), Itaperecica da Serra - SP (558.610), Serrana - RJ (265.452) e Mogi
das Cruzes - SP (224.356) (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2021).

Em condigdes convencionais de campo, a alface pode ser cultivada em canteiros
com/sem a cobertura mulching ou com residuos vegetais secos, melhorando a qualidade final
do produto ao evitar o contato direto das folhas com o solo (HENZ; SUINAGA, 2009). Em

campo, o cultivo corre no espagamento de 0,2 x 0,3 m, é possivel obter produtividade variando
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de 80.000 a 120.000 plantas por hectare em campo. O ponto ideal de colheita € quando a
“cabeca” atingir o seu maximo desenvolvimento, ou seja, com as folhas ainda tenras e sem
indicios de pend&o floral. Em geral, varia de 40 a 70 dias apds a semeadura (FILGUEIRA,
2013). Em ambientes protegidos, destacam-se o cultivo em casas de vegetacao, com telados,
sombrites, tuneis baixos com plastico ou com sistema de hidroponia, e varia de acordo com a
condicdo climética da regido e aptiddo do produtor (HENZ; SUINAGA, 2009).

A utilizacdo de mudas de alface representa quase a totalidade da cadeia produtiva dessa
hortalica, sendo que suas sementes sdo comercializadas tanto nuas como peletizadas
(FILGUEIRA, 2013). Sementes de alface tem preco elevado, muitas vezes pela grande
utilizacdo de hibridos, aliado a tecnologias de recobrimento (encrustamento e peletizacdo) e
tratamento de sementes.

Em relacdo a producdo de sementes, por ser uma espécie tipicamente de regides de clima
ameno, altas temperaturas favorecem o pendoamento, por encurtarem o ciclo da cultura
(SILVA; REBELO; MULLER, 1995). Portanto, a janela produtiva para o cultivo de alface com
a finalidade de producéo de sementes deve ser realizada nos meses mais quentes do ano. O
mercado de sementes hoje € composto por hibridos e variedades OP (open polination), porém,
a producéo de hibridos e onerosa devido a demanda de m&o-de-obra durante a polinizacao.

A germinacdo de sementes de alface das cultivares mais populares é inibida em altas
temperaturas (REYNOLDS; THOMPSON, 1971). A literatura aponta que diversos processos
fisioldégicos como a germinacdo, inibicdo do crescimento do hipocotilo, diferenciacdo dos
cloroplastos e expressdo de genes relacionados ao sistema fotorreceptor sdo estimulados pela
presenca de luz (BERTRAM; LERCARI, 1997; MUSTILLI; BOWLER, 1997), e indicam que
a grande maioria das variedades de alface sdo fotoblasticas positivas, ou seja, necessitam de luz
para germinar (AN; ZHOU, 2017).

2.2 Luz LED na agricultura

A primeira mengéo ao uso de luz artificial para crescimento de plantas foi dita por Carl
Wilhelm Siemens, um ano ap0s a invencdo da luz incandescente por Thomas Edson ha 140
anos, onde disse “O horticultor terd meios de se tornar profissionalmente independente da luz
solar para produzir uma fruta de alta qualidade em todas as estagdes do ano”. A partir da década
de 20, o uso na agricultura foi se tornando mais comum.

Na agricultura, as fontes de radiacdo mais comuns sdo as ldmpadas fluorescentes,

iodetos metalicos, vapor de sodio (HPS) e incandescentes. Porém, essas fontes foram
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desenvolvidas para iluminagdo em ambientes humanos, ndo sendo ideais para a agricultura,
tendo diversas restricdes principalmente nos espectros emitidos.

O uso de LED (diodo emissor de luz) especialmente na horticultura, é bastante aplicado
a pesquisas cientificas, em camaras de crescimento e cultura de tecidos, devido as suas
caracteristicas de baixa emissdo de calor e a possibilidade de controle do espectro emitido
(MORROW, 2008). As primeiras pesquisas feitas pelo Kennedy Space Center (KSC) em
horticultura avaliaram as respostas fisiologicas de plantas em ambientes de luz controlada por
LED, sendo elas: trigo (GOINS et al., 1997), alface, rabanete (GOINS et al., 2001; YORIO et
al., 2001) e pimenta (BROWN; SCHUERGER; SAGER, 1995).

Um detalhe importante no fornecimento artificial de luz para as plantas esta na entrega
de fétons adequados, os quais as plantas necessitam para realizar a fotossintese. Existem
maneiras de medir a intensidade das luzes, a primeira delas é através da luminosidade ou
lumens, que é uma medida relativa a percepg¢do da luz ao olho humano, nao sendo Util para o
crescimento vegetal. Para medir a quantidade de fétons, € necessario utilizar entdo um medidor,
que fornecera a medida em PPFD (photosynthetic photon flux density) ou fétons por m2.s*. O
PPFD é a densidade de fluxo de fotons fotossintéticos. Essa medida vai indicar se a quantidade
fornecida de fétons € a ideal para o desenvolvimento pleno da planta.

Lampadas LEDs sdo um tipo Unico de diodo semicondutor e podem ter um pico de
emissdo de luz variando de 220 nm a 1.000 nm. E considerado o primeiro dispositivo que tem
a capacidade de controle espectral, permitindo que os comprimentos de onda sejam adaptados
aos fotorreceptores dos vegetais, influenciando de maneira satisfatoria a morfologia e
composicao das plantas (OLLE; VIRSILE, 2013).

A luz LED é considerada a melhor em relacdo a qualidade de luz para a producédo de
plantas, pois combina os comprimentos de ondas ideais para o desenvolvimento. Shimizu et al.
(2011) concluiram que a luz monocromatica vermelha é a mais eficiente na fotossintese e
crescimento (mensurado pelo peso Umido) de Lactuca sativa L. em comparagcdo com a
monocromatica azul, e outras combinagfes de luzes. No entanto, algumas plantas, mesmo
apresentando comprimentos superiores, possuiram aparéncia ruim.

Pesquisas apontaram também, que o peso da massa seca elevou sob condicGes de luz
azul. Ja na combinag&o de luzes vermelha e azul, houve aumento no crescimento vegetal e na
fotossintese (HIRAI; AMAKI; WATANABE, 2006). Outras vantagens que podem ser
destacadas na sua utilizacdo é que elas possuem o tamanho reduzido, alta durabilidade, sdo
lampadas frias e possuem a opcao de selecionar os comprimentos de onda especificos para obter

uma resposta desejavel na planta (MASSA et al., 2008).
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Bula et al. (1991) foram os primeiros a sugerirem a utilizacdo de lampadas LEDs para
0 crescimento de plantas e relataram que o crescimento de alface sob luz vermelha
suplementada com luz azul fluorescente era equivalente ao encontrado sob lampada
fluorescente branca mais lampadas incandescentes. Testes subsequentes realizados por esse
mesmo grupo mostrou que hipocotilos e cotilédones de mudas de alface sob luz vermelha,
tornaram-se alongadas, e que esse efeito poderia ser evitado pela adi¢do de luz azul durante o
seu desenvolvimento (HOENECKE; BULA; TIBBITTS, 1992).

O potencial de lampadas LEDs para utilizagcdo em cultivos de plantas continuou entéo a
ser estudado. Comparagdes da incidéncia de luz vermelha em Pueraria lobata mostraram que
as folhas possuiam pequenas diferencas na condutancia estomética, mas apresentaram
semelhantes respostas fotossintéticas (TENNESSEN; SINGSAAS; SHARKEY, 1994).

Em morango (Fragaria ananassa), foi estudada a taxa fotossintética das folhas
submetidas a iluminagdo com ldmpadas LED vermelha (660 nm) ou azul (450 nm), mostrando
alta eficiéncia quantica nos tratamentos sob luz vermelha (YANAGI; OKAMOTO; TAKITA,
1996). Ja as plantas de arroz cultivadas com lampadas LEDs vermelho (660 nm) e azul (470
nm) combinadas apresentaram taxas fotossintéticas mais elevadas do que as folhas de plantas
cultivadas sob 1ampadas LEDs vermelha monocroméatica (MATSUDA et al., 2004).

Em relacdo a utilizagdo da luz azul, quantidade 6tima e espectro s&o varidveis de acordo
com a espécie. No entanto, sabe-se que esse feixe de luz desempenha papel fundamental na
fotomorfologia das plantas, incluindo abertura estoméatica (MASSA et al., 2008; SCHWARTZ,
ZEIGER, 1984) que afetardo as relagdes hidricas, trocas gasosas, alongamento de células
(COSGROVE, 1981) e fototropismo (BLAAUW; BLAAUW-JANSEN, 1970). Um grupo de
pesquisadores de Wisconsin, nos Estados Unidos, também afirmam que ha uma necessidade de
suplementar a luz vermelha de LED com a cor azul no crescimento de sementes de alface para
gue se obtenha um crescimento aceitavel das plantas (HOENECKE; BULA; TIBBITTS, 1992).

Ainda ha estudos que citam o uso de espectros de LED controlados como estimulantes
da maturagéo precoce, do florescimento uniforme e da producé@o de maiores teores de minerais

e vitaminas em plantas ornamentais e horticolas sazonais (MASSA et al., 2008).
2.3 Importéancia da luz para a germinacao e desenvolvimento de plantulas
A exigéncia em luz necesséria para a germinacao de sementes e o desenvolvimento de

plantas varia entre as espécies e dentro de uma mesma espécie, podendo ter variagdo até mesmo

dentro de cultivares. Os fatores que mais determinam o desenvolvimento de plantas sdo as
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condicBes edéaficas, disponibilidade de agua, luminosidade e temperatura. Dentre estes
destacamos a luz, que é um importante fator no crescimento de plantas, pois € promotora da
fotossintese (FERREIRA et. al. 1997; SANTOS, 2006).

As sementes podem ser classificadas em trés categorias, dependendo das suas respostas
quanto ao estimulo luminoso (METIVIER; VIANA, 1979), sendo elas: sementes fotoblasticas
positivas, que sdo aquelas em que a germinacao ¢ estimulada na presenga de luz, fotobl&sticas
negativas, aquelas na qual a germinacdo pode ser inibida na presenca de luz (ATTRIDGE,
1990) e, por fim, as fotoblasticas neutras, que sdo indiferentes quanto a presenca ou auséncia
de luz.

Nas plantas, existe um pigmento responsavel pela absorcao da luz, chamado fitocromo.
O fitocromo é um pigmento proteico de coloracdo azul-esverdeada que participa da fisiologia
das plantas em resposta a exposicéo periddica a luz. A presenca do fitocromo foi identificada
em sementes de alface ha mais de 60 anos por pesquisadores americanos (BORTHWICK et al.,
1952), sendo de vasto conhecimento que os fitocromos vermelho distante (Pf), ou vermelho
longo, e vermelho (Pr) sdo responsaveis por promover a germinacdo de sementes.

O fitocromo vermelho (P;) tem a faixa de absorcdo entre 620-700 nm e o vermelho
distante (Pf) entre 710-850 nm, existindo uma relagéo de reversibilidade entre o Pr e 0 Ps, sendo
descoberto posteriormente que essa conversao de vermelho em vermelho distante acontecia
apenas em um fitocromo, sendo o P; chamado de forma inativa e ao receber estimulo da luz
vermelha se torna ativo (P#). No escuro, o Ps pode voltar a forma Py, mas esse processo é
considerado lento. No entanto, o P+ pode ser convertido rapidamente de volta para a forma
inativa Pr na presenca de luz, nos comprimentos de onda do vermelho distante. A essa
propriedade dos fitocromos em se converterem nas formas ativa e inativa, da-se 0 nome de
fotoreversibilidade. Eles tém papel importante como captadores de luz, dando inicio a uma série
de transcri¢Bes génicas que vao acarretar diferentes estimulos na planta (TAIZ et al., 2017).

O mecanismo responsavel pela germinacao de sementes expostas a luz € explicado pela
relacdo dos fitocromos e a sintese do hormonio giberelina em algumas espécies (PENG et al.,
1997; YANG; PEI, 1997), sendo que as giberelinas atuam na promoc¢do da germinacéao
(LOVEGROVE; HOOLEY, 2000). Quando esta na forma ativa é responsavel pela expressao
génica que conduz a sintese de giberelina. Ja na forma inativa, é responsavel pela sintese de
acido abscisico (ABA), um inibidor da germinagéo (FLOSS, 2004).

Em sementes de Arabidopsis, confirmou-se que ha uma expressao do gene promotor da
GA 3pB-hidroxilase, enzima relacionada a sintese de giberelina em sementes, e que é regulada
pela acdo dos fitocromos (YAMAGUCHI et al., 1998).
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Também, foi constatado que o fitocromo ativo na faixa do vermelho promove a
germinacdo de sementes dormentes de alface, em partes por indugdo da quebra de proteinas e
lipideos (NABORS; KUGRENS; ROSS, 1974). Conforme exibido na Tabela 1, pode-se
verificar que os experimentos com sementes de alface demonstraram a eficiéncia da radiacédo
vermelho-curta (600 nm) na indugdo a germinacdo e o efeito inibidor da radiacdo vermelho-
longo (730 nm) (BRYANT, 1989).

Tabela 1 - Efeitos de diferentes condi¢cdes de iluminacdo sobre a germinacdo de sementes de
alface Lactuca sativa.

Condicgoes de iluminacao Poder germinativo (%)
Escuro 20
Luz branca 92
Luz vermelha (660 nm) 98
Luz vermelho-longo (730 nm) 1
Vermelho, vermelho longo 2
Vermelho, vermelho longo, vermelho 98
Vermelho, vermelho longo, vermelho, vermelho longo 1

Fonte: Bryant (1989).

Evenari e Neumann (1952) descobriram que ao remover o tegumento e o endosperma
de sementes de alface Grand Rapid, em condicdes de escuro e de luz, os embrides germinam
em agua, o que indica uma possivel barreira tegumentar quanto a entrada de luz nas sementes,
influenciando a germinagéo.

Apesar de algumas sementes terem preferéncia por ambientes sem luminosidade ou
fotoblasticas neutras, todas as plantas necessitam de luz para se desenvolver, através do
processo da fotossintese. Os comprimentos de onda do vermelho e azul estdo presentes
naturalmente na luz solar, no entanto, a utilizacdo de luzes monocromaticas vermelha ou azul
ndo sdo indicadas para o crescimento normal de plantas. Plantas expostas a luz monocromatica
vermelha apresentam anormalidades na morfologia e redugdo da taxa fotossintética liquida
(GOINS et al., 1998; HOGEWONING et al., 2010).

A luz azul apresenta papel importante no fototropismo das plantas, no controle do
desenvolvimento do hipoc6tilo de plantas, atuando como inibidora do alongamento do mesmo
em plantas de tomate (NANYA et al., 2012), na estimulacdo da sintese de carotenos e abertura
estomatica. Os fotorreceptores que absorvem a luz azul no comprimento de 320 nm a 500 nm

sdo das classes dos criptocromos, fototropinas e proteinas ZLT (TAIZ et al., 2017).
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A luz azul monocromaética por longos periodos também apresentou resultados inferiores
de taxa fotossintética liquida em diversas espécies (KIM et al., 2004; WADA; KAGAWA,
SATO, 2003), além de prejudicar a condutancia mesofilica (LORETO; TSONEV;
CENTRITTO, 2009).

Em pléntulas de alface, um trabalho feito com alternancia da luz azul e vermelha por
um periodo de 24 horas, mostrou que o peso fresco de plantulas que cresceram sob luz vermelha
por 4 horas e azul por 7 horas foi melhor que a utilizacdo da luz vermelha e azul
simultaneamente (JISHI et al., 2016).

Chen et al. (2017) também estudaram os efeitos da luz vermelha alternada com a luz
azul em plantas de alface e concluiram que alternancia de 8 horas vermelho e 1 hora azul durante
o fotoperiodo acelerou o crescimento da planta e folhas em altura, comprimento e largura. Ja
nos tempos de alternancia de 4:4 horas e 2:2 horas observou-se também aumento no contetdo
de &cido ascorbico e nitrato, indicando maiores valores nutritivos.

Para mudas de alface, foi constatado que plantas submetidas ao tratamento com luzes
nas faixas do vermelho, azul e vermelho distante (B+R/FR) obtiveram maiores areas foliares
em relacdo aos tratamentos com luzes vermelha e azul. Mas, o contetido de clorofila foi
reduzido quando expostas a essas alternancias com o vermelho distante (LEE; SON; OH, 2016),
indicando que a répida expanséo e crescimento das folhas reduzem o contetido de clorofila em
folhas de alface (LI; KUBOTA, 2009).

Em plantas de girassol e berinjela, a luz monocromatica de LED azul promoveu o
alongamento do caule. Em contrapartida, em plantas de alface as luzes vermelha, verde +
vermelha e verde + azul promoveram maior alongamento do caule em compara¢ao com a azul
monocromatica (HIRAI; AMAKI; WATANABE, 2006), sendo concluido que existem
diferencas no crescimento de plantas em diferentes qualidades de luz variando de acordo com
cada espécie.

A luz verde também foi utilizada em alternancia com as luzes vermelhas e azuis, e
estudos mostraram que uma adigéo de 24% de luz verde (500 nm a 600 nm) (tratamento RGB)
aumentou o crescimento de plantas de alface em comparagéo com o controle na luz fluorescente
fria, revelando melhora na aparéncia das folhas, que estavam “mais verdes” (KIM et al., 2004).
Foi constatado também que a luz verde retarda ou cessa o desenvolvimento da planta, mas tem

alguns efeitos positivos sob condigdes especiais (TERASHIMA et al., 2009).
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2.4 Luz e o sistema antioxidante das plantas

A degeneracdo de tecidos vegetais e toxicidade por ions sdo algumas das causas do
estresse oxidativo em plantas, provocados pela alta producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), principalmente o anion superédxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio
singleto (102) e o radical hidroxila (OH") (FOYER; NOCTOR, 2003). O sistema de defesa das
plantas atua tanto na remoc¢do das EROs quanto limitando sua formacdo. Esse sistema é
composto por enzimas, como superéxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC
1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.1), glutationa peroxidase (GPX; EC 1.11.1.9)
e também metabdlitos como carotenoides, glutationa, tocoferol e ascorbato (KAR, 2011). A
SOD constitui a primeira linha de defesa contra as EROs, sendo responsavel pela dismutacéo e

reducdo do anion O2"em H20: e O (reagéo a seguir):

SOD (EC 1.15.1.1): 2H" +20:"" — H;0: + Oz (LEONOWICZ et al., 2018).

Essa enzima estd presente na maioria dos subcompartimentos celulares, em especial
onde h& alta producdo de superdxido, como nos sitios da cadeia transportadora de elétrons,
mitocondrias, peroxissoma e cloroplastos (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). Ela
desempenha papel crucial na eliminacdo das EROs produzidas durante 0s processos
metabdlicos, principalmente sob condicfes de estresse abidtico. A producdo de ERO sob
condicBes de estresse abiotico é resultado de vias como a fotorrespiracdo, o sistema
fotossintético das plantas e a respiracdo mitocondrial. Além disso, patdgenos, ferimentos, seca
ou estresse osmatico também podem ativar a producdo de EROs (LEONOWICZ et al., 2018).

O radical livre superoxido (O2") é moderadamente reativo, podendo causar danos pela
oxidagdo de lipideos, ao ser dismutado em H20>. A partir do radical superoxido, também séo
formados os radicais hidroperoxila (HO2), que tem capacidade de atravessar membranas e
causar auto-oxidacdo dos lipideos das células vegetais, retirando a&tomos de hidrogénio desses
acidos graxos (SHARMA et al., 2012).

Outra forma de radical livre é a hidroxila (OH"), que é a mais reativa das espécies
reativas de oxigénio. Possui alta interacdo com moléculas biologicas, como 0 DNA, proteinas,
lipideos, causando diversos danos celulares, e seu acimulo pode levar a morte celular (FOYER
et al., 1997). E formado de duas maneiras: a partir da Oz~ ou H.0, na reacio de Haber-Weiss
ou na reagdo de Fenton, ou seja, pela reducio do Fe*" pelo O2 e oxidagéo desse produto pelo
H20. (POSPISIL, 2016). No entanto, as células ndo séo capazes de eliminar o radical hidroxila,

sendo a principal defesa das células as a¢bes das enzimas CAT e APX, que catalisam o peréxido
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de hidrogénio em &gua, evitando assim a formagdo do OH". A APX ¢é a molécula considerada
mais eficiente na remocao do peroxido das células, pela via do ascorbato-glutationa, que utiliza
0 ascorbato como doador de elétrons para reduzir a H20O> em H>O. Ela est4 presente em pelo
menos quatro compartimentos celulares: mitocondrias, citosol, peroxissomo e cloroplastos
(SHARMA et al., 2012).

J& o peroxido de hidrogénio (H20.), pela capacidade de difundir-se livremente pelas
células, pode ser encontrado em outros compartimentos celulares que ndo o de sua origem. E
um importante sinalizador, podendo ser usado para diversos fins de pesquisa. O H2O2, como
mencionado anteriormente, é formado pela reacdo de catalizagcdo do O, pela SOD. Ele é
moderadamente reativo nas células, mas possui meia vida longa (BERWAL; RAM, 2018).
Dentre os processos celulares responsaveis por sua formacéo, destaca-se a fotorrespiracdo e a
oxidacdo de acidos graxos, provocando danos aos &cidos nucleicos, proteinas e lipideos
(AHMAD; SARWAT; SHARMA, 2008).

Por muito tempo, acreditou-se que as EROs possuiam apenas atividades destrutivas nas
plantas. Hoje, porém, sabe-se que elas sdo moléculas de grande importancia no metabolismo,
ndo sendo vistas apenas como substancias toxicas mas sim como moléculas sinalizadoras em
plantas, sob condicfes de estresses bidticos e abidticos (SANTOS et al., 2015).

A luz, juntamente com outros fatores abidticos como temperatura, € um dos principais
fatores que afetam o crescimento das plantas. Por isso, mudancas na intensidade podem gerar
respostas diversas nos vegetais. Pesquisas mostram que a luz em diferentes espectros € uma
fonte de producédo de EROs (EL-ESAWI et al., 2017; JOURDAN et al., 2015; WEIGUO et al.,
2012; ZHANG et al., 2014; ZHOU et al., 2021; ZHU et al., 2021).

Quando as plantas sdo expostas a alta intensidade de luz, que excedam a sua capacidade
de absorcdo, ocorre uma super-reducdo da cadeia transportadora de elétrons que inibe a
fotossintese. No PSII, o excesso de energia produz clorofila no estado tripleto, como
mencionado anteriormente, isso gera excitacdo da molécula de Oz em oxigénio singleto,
consequentemente em H20 (PITZSCHKE; FORZANI; HIRT, 2006). Esse estresse € chamado
de estresse foto-oxidativo e tem duas fontes principais: 1) a doagdo de energia ou elétrons
ligados diretamente ao oxigénio como resultado da fotossintese; 2) exposi¢do de tecidos a
radiacdo ultravioleta. Como agravante, destaca-se também a destruicdo da enzima CAT,
responsavel pela defesa das células contra EROs. No entanto, o cloroplasto utiliza a producéo
e as reac0es de catalisacdo do perdxido de hidrogénio como regulador da dissipacdo térmica e
do excesso de energia (FOYER; LELANDAIS; KUNERT, 1994).
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As plantas naturalmente produzem radicais livres e o mecanismo de defesa é
extremamente eficiente e complexo. O estresse serd negativo, portanto, a partir do momento
em que as enzimas catalisadoras e metabdlitos ndo conseguirem eliminar os radicais livres a
um nivel de controle (REDDY; RAGHVENDRA, 2006).
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CAPITULO 2

ESPECTROS LUMINOSOS E SUA INFLUENCIA NA GERMINACAO DE
SEMENTES E CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE ALFACE CV. VERONICA

RESUMO

O cultivo de hortaligas em ambiente protegido com fornecimento artificial de luz tem se tornado
cada dia mais comum. A luz LED (light emiting diode), em diferentes espectros de luz € uma
alternativa em comparagdo com outras fontes luminosas por apresentar vantagens como
durabilidade, controle espectral e ndo emissao de calor, contudo, o fornecimento de luz artificial
em excesso pode provocar danos foto-oxidativos nas plantas. Esse trabalho teve o objetivo de
avaliar a germinacdo de sementes, crescimento e bioguimica de plantulas de alface da cultivar
Verdnica sob diferentes espectros luminosos. O experimento foi realizado no Laboratério
Cetral de Pesquisa em Sementes da UFLA, em B.O.D. com fotoperiodo de 12 horas e 20°C. As
B.O.D foram acopladas com de luzes LED branca e LED colorida (vermelha - V + azul - A) na
proporcéo de 100% V, 80% V + 20% A, 50% V + 50% A e 80% A + 20% V. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), no esquema fatorial 2x4 (duas
condicdes de luz e quatro lotes) com quatro repeti¢cbes. Foram avaliados a porcentagem de
germinacdo, primeira contagem, indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da
raiz primaria (R), comprimento da parte aérea (PA), tamanho total da plantula (TP), razéo parte
aérea/raiz (PA/R), por andlise de imagem. A expressao das enzimas SOD, CAT e APX, foi
realizada, para trés tratamentos: luz LED branca, luz LED colorida e luz fluorescente, e a
quantificacdo das enzimas SOD, CAT e POX, com objetivo de avaliar se os tratamentos
provocaram danos foto-oxidativos nas plantulas. A luz LED colorida promove rapida protrusao
radicular, maior 1VG, maior comprimento total de plantulas e maior comprimento da raiz
primaria em comparacéo a luz LED branca. Houve baixa expressdo das enzimas CAT e POX
pela técnica de eletroforese e a quantificacdo das enzimas SOD, CAT e APX indicaram que a
qualidade da luz utilizada nesse trabalho néo provoca estresse foto-oxidativo em plantulas de
alface.

Palavras-chave: Luz LED.indice de velocidade de emergéncia. EROs. Estresse Oxidativo.
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INFLUENCE OF LIGHT SPECTRUMS ON SEED GERMINATION AND SEEDLING
GROWTH OF LETTUCE CV. VERONICA

ABSTRACT

Growing vegetables in a controlled environment with artificial light supply has become more
and more common. LED (light emitting diode) light in different light spectra is an alternative
compared to other light sources because it presents advantages such as durability, spectral
control and no heat emission, however, the supply of artificial light in excess can cause
oxidative damage in plants. This work aimed to evaluate seed germination, seedling growth and
biochemical aspects of lettuce, cultivar Verdnica under different light spectra. The experiment
was carried out at the Central Laboratory of Seed Research from UFLA, in B.O.D. with 12-
hour photoperiod and 20°C. The BODs were coupled with white and colored LED lights (red -
V + blue - A) in the proportion of 100% V, 80% V + 20% A, 50% V + 50% A and 80% A +
20% V. The experiment was carried out in a completely randomized design, in a 2x4 factorial
scheme (two light conditions and four lots) with four replications. Germination percentage, first
count, germination speed index (GSI), primary root length (R), shoot length (SL), total seedling
size (TS), shoot/root ratio (S/R) were evaluated., by image analysis. The expression of the
enzymes SOD, CAT and APX was realized for three treatments: white LED light, colored LED
light and fluorescent light, and the quantification of the enzymes SOD, CAT and POX, in order
to assess whether the treatments caused photo oxidative damage in seedlings. Color LED light
promotes rapid root protrusion, higher GSI, longer total seedling length and longer primary root
length compared to white LED light. There was low expression of CAT and POX enzymes by
the electrophoresis technique and the quantification of SOD, CAT and APX enzymes indicated
that the quality of light used in this work does not cause photo-oxidative stress in lettuce
seedlings.

Keywords: LED Light. Germination Speed Index. ROS. Oxidative Stress.



29

1 INTRODUCAO

A luz, juntamente com a dgua e temperatura sdo 0s principais meios que determinam o
crescimento dos vegetais, sendo que para a germinacdo de sementes, a luz pode ou ndo ser
necessaria. As sementes que precisam de luz para germinar sdo chamadas de fotobl&sticas
positiva. Esse mecanismo, responsavel pela germinagéo de sementes expostas a luz tem relacéo
com o fitocromo e desencadeiam reac¢des que promovem a producao de giberelina nas sementes
(YANG; PEI, 1997). Contudo, o fornecimento de luz artificial para sementes e plantulas é
complexo e envolve diversas reagdes nas plantas, entre elas o crescimento acelerado e a
producdo de radicais livres.

A utilizacdo de LED para o crescimento de plantas tem aumentado, sendo uma inovagéo
na agricultura. Esse sistema promove o crescimento preciso de plantas, através do controle
espectral (MORROW, 2008). Aliado a essa tecnologia, destaca-se o cultivo protegido,
amplamente utilizado na producéo de hortalicas, favorecendo condicGes climaticas adequadas
para producéo ao longo do ano.

A alface € uma das hortalicas folhosas mais consumidas no mundo (FILGUEIRA,
2013). Dada a sua importancia, a producdo deve-se manter estavel em todos os meses do ano.
Sendo assim, entender 0os mecanismos que possibilitam o crescimento dessa hortalica sob
iluminag&o controlada é fundamental.

Contudo, o excesso de luz pode causar foto-oxidacdo nas células, e o fotossistema Il é
um dos principais produtores de espécies reativas de oxigénio (MURATA et al., 2007), uma
vez que o excesso de energia acumulado nas folhas estimula a producdo de radicais livres
responsaveis pela peroxidacdo de lipideos, proteinas e DNA nas células (SEVENGOR et al.,
2011).

Assim, neste trabalho objetivou-se avaliar os beneficios do uso de luz LED colorida
(vermelha e azul) em comparagdo com a luz LED branca, na germinagdo e crescimento de
plantulas de alface bem como estudar os efeitos da luz LED branca, luz LED colorida e luz
fluorescente sob o sistema antioxidante das plantulas de alface, pela avaliacdo das enzimas
SOD, CAT e peroxidase.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio Central de Pesquisa em Sementes da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras — Minas Gerais. Foi composto de lotes de
sementes de alface crespa, da variedade Veronica (Hortiagro®), avaliados sob dois tipos de
iluminacdo em ambiente controlado (B.O.D).

O experimento foi dividido em duas etapas. A primeira parte foi composta pelos
tratamentos com luzes Branca e Colorida. A luz Branca foi composto por uma B.O.D equipada
com quatro luzes tubulares LED na cor branca, que configura todos os comprimentos de onda
do espectro visivel. O tratamento com luz Colorida foi composto de uma B.O.D com quatro
luzes tubulares LED nas cores azul e vermelha, utilizando o esquema de combinacdo de
lampadas e comprimento de onda apresentados na Tabela 2, pelo periodo de 7 dias, tempo de

duracgéo do teste de germinacéo para alface.

Tabela 2 - Esquema de troca de lampadas na B.O.D durante o periodo de sete dias.

Dia Luz Comprimento de onda
1 Vermelha 100% 625 nm
2 Vermelha 100% 625 nm
3 Vermelha 80% + Azul 20 % 580 nm
4 Vermelha 50% + Azul 50 % 510 nm
5 Vermelha 50% + Azul 50 % 510 nm
6 Vermelha 20% + Azul 80% 460 nm
7 Azul 100% 440 nm

Fonte: Autora (2021).

O esquema de troca de lampadas foi realizado baseado na literatura que cita que a luz
vermelha favorece a protrusao radicular de sementes fotoblasticas positivas, e a luz azul que
promove alongamento celular.

Teor de agua das sementes: foi realizado pelo método da estufa a 105°C por 24 horas,
com duas repeticGes de cada lote, segundo as Regras para Analise de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009), apresentados em porcentagem média.

As sementes dos lotes utilizados nos testes fisiologicos foram desinfetadas em solucéo
de hipoclorito de sédio na concentracao de 0,02% por 30 segundos, e posteriormente lavadas

em agua corrente por 3 minutos.
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Teste de germinagao: Foi feito nas duas B.O.D que compde o tratamento de luz Branca
e Colorida. O teste foi realizado em caixa acrilica tipo gerbox, com duas folhas de papel mata-
borrdo, umedecidas com agua destilada na proporcéo de 2,5 vezes o peso do substrato seco. Os
quatro lotes foram semeados em 4 repeticdes de 50 sementes e mantidos sob temperatura de
20°C, com fotoperiodo de 12 horas (BRASIL, 2009). As avaliagdes foram feitas no quarto e
sétimo dia, segundo Brasil (2009), apresentadas em porcentagem de plantulas normais.
Juntamente ao teste de germinacéo, avaliou-se o indice de velocidade de germinacédo (IVG),
sendo feito através de contagens diarias da germinacdo das sementes, realizadas no mesmo
horéario, onde computou-se apenas as sementes com os dois foliolos completamente abertos. O
calculo dos indices foi realizado através da férmula proposta por Maguire (1962).

Teste de tetrazdlio: As sementes remanescentes do teste de germinacdo, que ndo
estavam mortas, foram submetidas ao teste de tetrazdlio a fim de verificar sua viabilidade. Para
iSso, retirou-se 0 tegumento das sementes e as mesmas foram colocadas em solugéo de 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazdlio, na concentracdo de 0,5%, por 4 horas no escuro, a 40°C. Em
sequida, as sementes foram lavadas, cortadas longitudinalmente e mantidas em agua até o
momento da avaliacdo, que foi realizada com o auxilio de uma lupa com lampada acoplada.
Foram verificadas as sementes que apresentaram coloragdo no embrido e esse resultado foi
expresso em porcentagem de sementes vidveis (BRASIL, 2009).

Analise de imagens: O desenvolvimento de plantulas foi avaliado através do sistema
de captura de imagem GroundEye® (versdo S800). Para isso, foram retiradas 10 plantulas de
cada repeticdo ao primeiro dia de contagem do teste de germinacdo e ao final do teste,
considerando para a avaliacdo apenas plantulas normais. Na andlise das imagens foram
extraidos valores médios das caracteristicas das plantulas como o comprimento da raiz priméria
(R), comprimento da parte aérea (PA), tamanho total da plantula (TP), razdo parte aérea/raiz
(PA/R). Esses valores foram submetidos ao teste de Tukey, para comparacdo de médias, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Delineamento experimental: Para as analises de germinacéo e indice de velocidade de
germinacdo (IVG), utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado (DIC), fatorial 2x4,
sendo dois tratamentos e quatro lotes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia,
utilizando o software Sisvar® (FERREIRA, 2000) e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Apds os resultados obtidos na primeira parte do experimento, selecionou-se o lote com
maior qualidade fisioldgica para as analises bioquimicas, ou seja, o lote 4. Para a segunda parte

do experimento foram utilizados trés tratamentos, sendo eles trés B.O.Ds equipadas com quatro
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luzes tubulares de LED brancas (A), quatro luzes brancas fluorescentes (B) e quatro luzes de
LED coloridas (C), no esquema de troca de lampadas coloridas, descrito na Tabela 2.

O teste de germinacao foi realizado com sementes de alface do lote 4, em caixa acrilica
tipo gerbox, com duas folhas de papel mata-borrdo, umedecidas com agua destilada na
proporcdo de 2,5 vezes 0 peso do substrato seco. Foram semeadas em 4 repeti¢Oes de 50
sementes, mantidos sob temperatura de 20°C, com fotoperiodo de 12 horas (BRASIL, 2009).
Os gerbox foram acondicionados nas trés B.O.Ds (luz fluorescente, luz LED branca e luz LED
coloridas). As avaliacbes foram feitas no quarto e sétimo dia, segundo Brasil (2009),
apresentadas em porcentagem de plantulas normais. Juntamente ao teste de germinagéo,
avaliou-se o indice de velocidade de germinacao (IVG), sendo feito através de contagens diarias
da germinacdo das sementes, realizadas no mesmo horario, sendo computadas apenas as
sementes com os dois foliolos completamente abertos. O calculo dos indices foi realizado
através da formula proposta por Maguire (1962).

Anélises bioguimicas: Para as analises bioquimicas, utilizou-se plantulas oriundas do
teste de germinacéo (A), (B) e (C), retiradas ao sétimo dia e sementes (S) do lote 4 como
controle. As plantulas e sementes foram maceradas em moinho refrigerado com nitrogénio
liquido e PVP (Polivinil Pirrolidone) imediatamente ap6s o Gltimo dia do teste, e foram
mantidas em deep freezer (-86°C) até 0 momento das analises, tanto para expressdo quanto para
quantificacdo das proteinas do sistema antioxidante.

Foram avaliadas a expressao das enzimas superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (POX), por meio da técnica de eletroforese.

O tampéo Tris HCL 0,2 M pH 8,0 + 0,1% de B-mercaptoetanol, na propor¢édo de 250 puL
por 100 mg de material foi utilizado para extracdo das enzimas. O material foi homogeneizado
em agitador vortex e mantido por 12 horas em geladeira, seguido de centrifugacdo a 14.000
rpm por 30 minutos, a 4°C. A corrida eletroforética ocorreu em sistema de géis descontinuos
de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo
utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram pipetados 50 uL do sobrenadante das amostras no gel
e a corrida eletroforética foi efetuada a 120 V por 8 horas, sob refrigeracdo (4°C). Ao terminar
de correr, 0s géis foram revelados para as enzimas peroxidase (EC 1.11.1.7.), superoxido
dismutase - SOD (EC 1.15.1.1.) e catalase - CAT (EC 1.11.1.6.) (ALFENAS, 2006). As bandas
foram mensuradas com o auxilio do software ImageJ® (RASBAND, 2016), resultando em uma
média de densidade para cada tratamento determinada pela quantidade de pixels.

Quantificacdo enzimatica: Para a extracdo das enzimas do metabolismo antioxidante
SOD (EC 1.15.1.1.), CAT (EC 1.11.1.6.) e Ascorbato peroxidade - APX (EC 1.11.1.11), 200
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mg das amostras maceradas foram homogeneizados em 1,5 mL do tamp&o de extragdo. Em
sequida, os materiais foram centrifugados a 12.000 g, por 30 minutos, a 4°C, coletando-se 0s
sobrenadantes para as analises enzimaticas conforme apresentado por Biemelt; Keetman e
Albrecht (1998).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade da enzima
inibir a reducdo fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977). Os tubos contendo o tampao juntamente com a amostra e o controle (meio de incubacéo
sem a amostra), foram iluminados com lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos e as leituras
realizadas a 560 nm. Uma unidade de SOD é definida pela quantidade de enzima que inibe 50%
da taxa de reducdo do NBT. A leitura foi feita a 560 nm em espectrofotdmetro.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio
(HAVIR; MCHALE, 1987). A reacdo foi iniciada pela adi¢do do H20; (¢ = 36 mM™ cm™).
Uma unidade de CAT é definida pela quantidade de enzima necesséria para decompor 1 pmol
min de H20..

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminuicdo da
absorbancia do ascorbato (¢ =2,8 mM™ cm™) a 290 nm a cada 15 segundos durante 3 minutos,
segundo (NAKANO; ASADA, 1981). Uma unidade de APX é definida pela quantidade de
enzima que oxida 1 pmol min* de acido ascdrbico.

Delineamento experimental: Para as analises de germinacdo e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) do lote 4, avaliadas na segunda parte do experimento, utilizou-se o
delineamento inteiramente casualisado (DIC), com 8 repeticbes. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia, utilizando o software Sisvar® (FERREIRA, 2000). As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de alface dos lotes utilizados apresentaram teor médio de agua de 8,4%, ou
seja, dentro da faixa indicada para sementes de alface armazenadas em camara fria.

Por meio do teste de tetrazdlio nas sementes remanescentes do teste de germinagé&o,
verificou-se que as sementes estavam mortas, ndo apresentando indicios de dorméncia.

Para a porcentagem de germinacdo (TABELA 3), ndo houve diferenca significativa
entre as luzes Branca e Colorida, indicando que ao final de 7 dias. Houve diferenca entre os
lotes dentro dos tratamentos, sendo que os resultados dos lotes 3 e 4 no parametro porcentagem
de germinacéo tanto para a luz Branca quanto para a Colorida, foram superiores aos lotes 1 e 2.
A primeira contagem, lotes 3 e 4, apresentaram médias de 98,5, indicando que a luz Colorida
foi superior a Branca. O parametro primeira contagem relaciona o nimero de plantulas normais,
assim, pode ser usado como uma maneira de avaliar o vigor das sementes, uma vez que estima
0 potencial das sementes em germinarem de maneira rapida e uniforme, bem como o
desenvolvimento de plantulas normais (FRANZIN et al., 2004).

Em relagdo ao IVG, o tratamento com luzes coloridas apresentou diferenca significativa
para os lotes 1 e 2, que ja haviam apresentado porcentagem de germinagdo menor. Portanto,
para o tratamento com luz colorida observou-se resultados superiores, quando comparado ao
tratamento com luz Branca, para os testes que avaliam o vigor de sementes, ou seja, primeira
contagem e VG, principalmente para os lotes 1 e 2. Resultado semelhante foi observado por
Pettro et al., 2020, onde observaram que sementes de alface submetidas a luz LED branca
apresentaram piores médias de primeira contagem e porcentagem de germinacdo, quando
comparados as luzes vermelha, vermelha + azul e azul.

Esses resultados indicam que a luz vermelha, utilizada nos primeiros dias de semeadura,
promove a protrusao radicular antes das sementes submetidas a luz LED branca. 1sso porque a
germinacdo das sementes depende diretamente do balan¢o hormonal entre a giberelina (GA) e
0 &cido abcisico (ABA) (OLSZEWSKI; SUN; GUBLER, 2002), sendo a sintese, em pequenas
ou grandes quantidades de giberelina, dependente da baixa quantidade de ABA nas sementes.
Enquanto a GA promove a quebra da dorméncia e germinacdo pela ruptura da testa, 0 ABA
mantém a dorméncia de sementes (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). A
qualidade de luz provoca mudancas na relacdo GA/ABA, envolvidos no processo de
fotorreversibilidade, onde o fotorreceptor fitocromo B (phyB) encontra-se ativo (P#) ao receber
estimulos luminosos no vermelho - R, ou inativo (Py), ao receber estimulos luminosos no
vermelho distante (SEO et al., 2006).
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Tabela 3 - Germinacéo (%), indice de velocidade de germinacéao (IVG) e primeira contagem de
sementes de alface cv. Veronica, lotes 1, 2, 3 e 4 produzidas sob dois tipos de
iluminacdo (Branca e Colorida).

Germinacao (%)

Luzes
Lotes Branca Colorida
1 86 Ba 85,5 Ba
2 83 Ba 84 Ba
3 98 Aa 99 Aa
4 97 Aa 99 Aa
CV (%) 3,47
Primeira Contagem
Luzes
Lotes Branca Colorida
1 82,5 ABa 83.5 Ba
2 78 Ba 83 Ba
3 90 Ab 98,5 Aa
4 89 Ab 98,5 Aa
CV (%) 4,48
VG
Luzes
Lotes Branca Colorida
1 16 Bb 22 Ba
2 15 Bb 21 Ba
3 22 Ab 24 Aa
4 23 Aa 24 Aa
CV (%) 1,77

Meédias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna e minusculas na linha se diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Autora (2021).

Em sementes de Arabidopsis o Py, inativo pelo acimulo de luz vermelho distante,
modula os niveis de GA/ABA estimulando a transcri¢do das proteinas DELLA (genes RGA e
GAI) (BAE; CHOI, 2008), sendo esse grupo de proteinas regulador negativo da GA (TYLER
et al., 2004). As proteinas DELLA impedem a degradacdo da proteina PIL5, que ao acumular
no metabolismo reprime a germinacdo (OH et al., 2007).

Analisando ainda a Tabela 3, a primeira contagem, observa-se medias superiores para
os lotes 3 e 4 quando submetidos ao tratamento com luzes coloridas (98,5) em relagéo a branca
(90 e 89, respectivamente). Isso indica uma possivel relagdo da luz colorida e a protruséo
radicular rapida apenas em lotes de maior qualidade, mas a luz colorida ndo se mostrou eficiente
para lotes com baixa qualidade, uma vez que ndo houve diferenca entre luz Branca e Colorida
(Lote 1-82,5e83,5¢e Lote 2 - 78 e 83). Portanto, a luz colorida ndo pode ser usada como uma
técnica promotora da qualidade fisioldgica. Resultados semelhantes foram observados em

sementes de meléo e ervilha, onde foi constatado que a luz vermelha ndo aumentou
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significativamente a porcentagem de germinagdo, mas favoreceu a germinagdo precoce das
sementes (SOLANO et al., 2021).

Observa-se na Tabela 4 os resultados de comprimento da raiz primaria, comprimento da
parte aérea, razdo parte aérea/raiz e o tamanho total de plantulas em centimetros, obtidos pelo
GroundEye, utilizando a média geral de todos os lotes estudados. Para todos os pardmetros
avaliados, o tratamento com luz colorida (vermelho + azul) mostrou-se superior a branca,
indicando que a luz colorida favoreceu o crescimento de plantulas, bem como a germinacéo e
IVG. Lin et al. (2013) avaliou plantulas de alface sob crescimento de luz artificial e concluiu
que os pesos fresco e seco da parte aérea e da raiz, bem como a crocancia, dogura e forma das
plantas tratadas com luz VAB (vermelha, azul e branca) e FL (fluorescente) foram maiores do

que as das plantas tratadas com VA (vermelha e azul).

Tabela 4 - Média geral do comprimento da raiz primaria, parte aérea, razdo parte aérea/raiz e
tamanho total em centimetros, avaliadas pelo GroundEye. Avalia¢do ao sétimo dia
apos a semeadura, submetidas aos tratamentos com luz branca e colorida.

Parametros Branca Colorida
Raiz primaria 131B 235A
Parte aérea 1.24B 1.20 A
Parte aérea/raiz 1.10B 257 A
Tamanho total 2.56 B 355A
CV (%) 21,40

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo se diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Fonte: Autora (2021).

A aparéncia das plantulas ndo esteve em avaliagdo no presente estudo, porém ha relatos
de que a luz monocromatica vermelha promove o alongamento da planta e reducdo da biomassa
(HOENECKE; BULA; TIBBITTS, 1992). Por isso, a luz branca complementar pode ser uma
alternativa viavel no crescimento de plantulas sob ambiente de luz controlada, pois aumenta a
expanséo foliar e producdo de biomassa (HOGEWONING et al., 2010; JOHKAN et al., 2012;
LI; XU; TANG, 2010).

Na Figura 1 estdo apresentados os comprimentos da parte aérea, raiz, tamanho total e
razao parte aérea e raiz das plantulas avaliadas pela analise de imagem. Houve diferencas em
comprimento de plantulas de alface retiradas da B.O.D ao quarto dia apds a semeadura, dos
lotes 1, 2, 3 e 4, submetidas as luzes Branca e Colorida. Para a varidvel (A) parte aérea, houve

diferenca estatistica significativa entre luzes apenas para o lote 1, para esse lote a utilizagdo da
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luz branca apresentou maior comprimento de parte aérea. Ja para a raiz, tamanho total e raz&o
PA/Raiz, houve um padrdo nos resultados, indicando que para todos os lotes avaliados a luz

colorida apresentou médias de comprimento maiores que o tratamento com a luz branca.

Figura 1 - Comprimento (cm) de parte aérea (A), raiz (B), Tamanho total (C) e Razdo Parte
aérea/Raiz (D) obtidos pela analise de imagens de plantulas de quatro lotes de
sementes de alface com 4 dias de germinacao e submetidas a duas condigdes de luz,
branca e colorida.
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Médias seguidas por uma mesma letra, mailscula entre condi¢des de luz (dentro de cada lote) e
minuscula entre lotes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Autora
(2021).

O aumento no crescimento de plantulas sob luzes coloridas é observado em pesquisas
com diversas espécies, como Mentha lentifolia, lentilha, manjericdo (SABZALIAN, 2014) e

brocolis (PANIAGUA-PARDO et al., 2015). A combinacgéo de luz vermelha e azul também se

mostrou vantajosa na propor¢éo de 70/30% de luz LED vermelho-azul em plantas de menta,
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aumentando em quatro vezes o rendimento do 6leo essencial, a fotossintese da planta e o peso
fresco em comparacgédo com as condicGes de campo (SABZALIAN et al., 2014).
Ao sétimo dia apos a semeadura, as plantulas foram novamente avaliadas quanto ao

comprimento da parte aérea, raiz, tamanho total, razdo parte aérea/raiz (FIGURA 2).

Figura 2 - Comprimento (cm) de parte aérea (A), raiz (B), tamanho total (C) e razdo parte
aerea/raiz (D) obtidos pela analise de imagens de pléntulas de quatro lotes de
sementes de alface com 7 dias de germinacao e submetidas a duas condic@es de luz,
branca e colorida.
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Médias seguidas por uma mesma letra, mailscula entre condi¢cdes de luz (dentro de cada lote) e
minuscula entre lotes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Autora
(2021).

Assim como ao quarto dia, a luz colorida apresentou comprimentos de raiz, tamanho
total e razdo parte aérealraiz superiores em comparacdo a luz branca, exceto para o

comprimento da parte aérea. Médias superiores em tamanho total de plantula corroboram com

0s resultados apresentados por Paniagua-Pardo et al. (2015). Os autores indicam que a luz
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vermelha + azul influenciam no comprimento do hipocétilo de plantulas de alface e brocolis,
em 33% e 42%, respectivamente. Bem como a exposicao intermitente a luz LED nas cores
vermelha e azul pode promover intencionalmente o crescimento de plantas de alface (CHEN;
YANG, 2018).

Apesar do vermelho e azul serem os espectros fundamentais na fotossintese e
consequentemente crescimento das plantas, a combinagdo de luzes vermelha e azul com
suplementacéo de luz verde aumentaram a massa de raiz e promoveu uma melhor atividade do
sistema antioxidante de plantas de alface, expostas a luz continua por 48 horas (BIAN et al.,
2018). Esse resultado indica que o uso apenas do vermelho e azul, apesar de apresentarem bons
resultados, ndo é o melhor cenério para producdo de plantas sob ambiente de luz controlada.
Sd0 necessarios estudos com a complementacdo da luz branca e verde para demais espécies,
intensidades e quantidades de luz.

A segunda parte do experimento consistiu em avaliar a porcentagem de germinacao,
IVG, padrdes eletroforéticos das enzimas SOD, CAT e POX e quantificacdo por
espectrofotbmetro de microplacas das enzimas SOD, CAT e APX, em sementes e plantulas de
alface pertencentes ao lote que apresentou os melhores resultados de crescimento e germinacgéo
observados anteriormente (lote 4), com acréscimo do tratamento B (luz fluorescente branca).

Os resultados da germinacao (%) e IVG para os tratamentos A (luz LED branca), B (luz
fluorescente branca) e C (luz LED colorida) podem ser visualizados na Tabela 5. N&do houve
diferenca estatistica pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, para nenhum dos
parametros avaliados, indicando que diferentes qualidades de luzes ndo apresentam diferencas
em lotes que ja possuem alta germinacéo e vigor. Tambem é possivel afirmar que tanto as luzes
fluorescentes quanto as luzes LED em B.O.D nédo apresentam diferenca para os testes de
porcentagem de germinacdo e IVG, sendo possivel utilizar qualquer uma das tecnologias
acopladas as B.O.Ds.

No entanto, estudos feitos com plantas de alface sob tratamento com luzes LED
vermelha e azul em comparagdo com a fluorescente indicaram que a taxa de fotossintese da
alface é maior na luz vermelha monocromatica e na luz mista (Vermelha — V + Azul — A) em
comparagdo com a fluorescente. Além disso, o comprimento do caule aumentou na luz
monocromatica vermelha e azul e diminuiu na luz mista (V+A) e fluorescente (SHIMIZU et
al., 2011).
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Tabela 5 - Resultados de germinacéo (%) e indice de velocidade de germinacao (IVG) para o
lote 4 de sementes de alface da variedade Ver6nica, submetidas aos tratamentos A
(luzes LED branca), B (luzes fluorescente branca) e C (luzes coloridas).

Germinacado (%) e IVG

Tratamento Germinacao VG
A 975 A 36,09 A
B 975 A 37,06 A
C 95 A 39,31 A
Ccv 2,53% 7,29%

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo se diferem quanto ao teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Fonte: Autora (2021).

N&o houve diferenca estatistica quanto a porcentagem de germinacao e IVG para 0s
tratamentos A, B e C (TABELA 5).

A Figura 3 contém a fotografia do gel de corrida dos padr@es eletroforéticos das enzimas
SOD, CAT e POX em sementes e plantulas de alface, sob os tratamentos de luz LED branca,
luz fluorescente e luz LED colorida. O grafico foi gerado com auxilio do software Image J,
obtidos pela avaliacdo da quantidade de pixels presentes na fotografia dos geis. A enzima SOD,
responsavel pela dismutase do superdxido, se apresenta como a primeira linha de defesa das
plantas contra as ERO, sendo assim, ndo foi possivel observar diferenca nas bandas para os
tratamentos A, B e C. Para as sementes, a expressao foi maior para todas as enzimas avaliadas
(SOD, CAD e POX). Uma hipotese levantada seria porque a semente macerada apresenta maior
concentra¢do em massa do que a plantula macerada. Ainda no grafico da expressao enzimatica
da SOD (FIGURA 3), é possivel observar que o nivel de producdo de ERO foi
aproximadamente o mesmo para a luz LED branca, luz LED colorida e luz fluorescente. Esse
resultado assemelha-se ao resultado obtido por FU et al. (2012), onde observou que ndo houve
estresse nas plantulas submetidas as intensidades de luz 100, 200 e 400 pumol/m32s para as
enzimas SOD, CAT e POX. Porém, sob 600 pmol/m23s houve indicios de estresse especialmente
pelo aumento das ERO e contetdo de Malondialdeido (MDA). Sob 800 pumol/m3s, foi relatado
alto indice de danos ao sistema antioxidante das células, causando acimulo de EROs.

A luz é considerada um tipo de estresse nas plantulas, tanto na intensidade quanto na
quantidade (em excesso). Em plantas, o fotossistema Il (PSII) € vulneravel a ERO em todas as
intensidades de luz, especialmente sob excesso de luz (MURATA et al., 2007). Em condigdes
de estresse por luz, ocorre um excesso de energia acumulado nas folhas, o que leva a geragéo

de espécies reativas de oxigénio (CAKMAK; KIRKBY, 2008), e o dano foto-oxidativo causado
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por elas é responsavel pela clorose e peroxidacdo lipidica da membrana (SEVENGOR et al.,
2011).

Assim, a expressao nula da enzima CAT e POX para os tratamentos com luzes indicados
no segundo e terceiro grafico da Figura 3 mostram que, pelo tempo de 7 dias, hdo houve estresse
luminoso suficiente para que houvesse expressdo dessas duas enzimas da linha dessa defesa
antioxidante, ou ndo houve expressdo suficiente para ser detectada pela técnica de eletroforese.
Esse resultado é similar ao de Haque et al. (2015) que relataram que a luz constante colorida

por 12 dias ndo afetou a atividade de APX em folhas de tomateiro.

Figura 3 - Padrdes eletroforéticos das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX) em sementes e plantulas de alface submetidas a diferentes
regimes de luz.
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Fonte: Autora (2021).
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A luz constante é um meio viavel de melhorar a produtividade de diversas espécies de
plantas (VELEZ-RAMIREZ et al., 2011). A quantidade total de luz que as plantas podem
receber no periodo de 24 horas é chamado de DLI (daily light integral) ou luz diaria integral, e
esse valor € relativo a cada espécie. A luz constante pode aumentar excessivamente a DLI, ou
seja, quando a energia luminosa absorvida pela planta excede sua propria capacidade de
utilizacdo. Esse acumulo de energia luminosa é prejudicial para as plantas pois produzird
espeécies reativas de oxigénio, pelo excesso de reacdes nos cloroplastos durante a fotossintese
(GOLAN; MULLER-MOULE; NIYOGI, 2006; HEYNEKE et al., 2013).

Resultados da quantificagdo das enzimas SOD, CAT e APX pela espectrofotometria de
microplacas, para semente e plantulas de alface submetidas aos tratamentos de luz LED branca,
luz fluorescente e luz LED colorida estdo apresentados na Figura 4. Como j& mencionado
anteriormente, no cloroplasto, o PSII é uma fonte de producédo da espécies reativas de oxigénio,
0 superdxido. Ele causa danos ao cloroplasto promovendo a oxidagdo de lipideos (FOYER,;
NOCTOR, 2009), e a SOD ¢é a principal enzima que atua no combate dessa ERO. No presente
trabalho, para a enzima SOD, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos A, B e C,
no entanto, a semente apresentou concentragdo superior. Essa diferenca néo significativa indica
que nenhum dos tratamentos, na intensidade de luz aplicada (PAR), fotoperiodo de 12 horas,
pelo periodo de 7 dias, superestressou as plantulas, ou seja, os tratamentos ndo excederam 0
DLI para alface (12-14 mol m2 d1), caso contrério, a concentracio da enzima ultrapassaria a
concentragdo observada nas sementes.

Heyneke e colaboradores (2013), comprovaram que a alta intensidade de luz aumenta a
producdo de ERO, com isso, o estudo da quantificacdo enzimatica é um indicador importante a
fim de buscar a melhor combinacdo de luzes e intensidades para o crescimento de espécies
vegetais.

Os resultados obtidos para a enzima CAT foram semelhantes aos da SOD. A funcéo da
enzima CAT nas células é a de proteger as células contra o perdxido de hidrogénio, catalisando
a reacdo de decomposi¢do do H202 em O: e 4gua (NOCTOR; VELJOVIC-JOVANOVIC;
FOYER, 2000). Era esperado que a quantificacdo da CAT apresentasse padrdo de quantidade
similar a SOD, uma vez que a CAT catalisa o subproduto da reagéo de dismutacdo da SOD, ou
seja, 0 peroxido de hidrogénio. Porém, a enzima ascorbato peroxidase (APX) também atua no
metabolismo antioxidante, catalisando a decomposi¢do do peroxido de hidrogénio (H202) em
agua, s6 que utiliza o ascorbato como doador de elétrons. A diferenca é que a APX tem maior
afinidade com o peroxido de hidrogénio do que a CAT (SHARMA et al., 2012).
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Figura 4 - Quantificacdo das enzimas SOD, CAT e APX pelo espectrofotometro de microplacas
para os tratamentos A- Luz LED Branca, B- Luz Fluorescente, C- Luz LED Colorida,
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Sendo assim, o resultado obtido para a enzima APX (FIGURA 4) revela que houve
producéo de perdxido de hidrogénio maior para os tratamentos do que para controle (semente)
e ele foi decomposto em sua maioria pela APX. Em plantulas de alface, um estudo indicou
aumento da enzima APX submetida & luz continua de alta intensidade (300 umol-m2-s%),
assim como outras enzimas - MDA e 0 AsA (ascorbato) (ZHA et al., 2020).

Estudos comprovaram que a intensidade da luz influencia a quantidade de ascorbato
(AsA) (SMIRNOFF; PALLANCA, 1996). Foi observado que o contetdo de ascorbato nas
folhas aumenta a medida que a intensidade da irradiancia também aumenta (BARTOLI et al.,
2006; DOWDLE et al., 2007; FUKUNAGA,; FUJIKAWA; ESAKA, 2010). O ascorbato é
fundamental na reacdo de desintoxicacao dos peroxidos, através da doacédo de elétrons, sendo a
substancia antioxidante ndo enzimatica de maior importancia nas células vegetais (GILL;
TUTEJA, 2010), atuando fortemente na protecdo contra a luz. Portanto, a expressao dessas
enzimas € um importante indicador de estresse, mas a forma de atuacdo dessas enzimas é

extremamente complexa. Assim, resultados tanto positivos quanto negativos sdo relevantes
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para o entendimento da atuacdo delas nas rotas metabolicas das plantas (ALSCHER; ERTURK;
HEATH, 2002).

A expressdo das trés enzimas avaliadas no presente estudo, portanto, corroboram com
estudos citados acima que a luz é uma fonte de estresse, porém, em alta quantidade (tempo) e
intensidades, que foi o contrario do apresentado por esses resultados. Como ndo houve
expressdo para CAT nem para POX nos géis de eletroforese, é possivel afirmar que a quantidade
observada pela técnica de espectrofotometria de microplacas foi muito proxima a zero (unidade
utilizada: nmol).

Por fim, o uso de luzes LED com espectro controlado é uma técnica vidvel para o
crescimento de plantulas, favorecendo a rapida germinagdo e aumento do tamanho total de
plantulas em comparacdo com a luz LED branca, causando o minimo de estresse oxidativo nas

células.
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4 CONCLUSOES

Conclui-se com o presente trabalho que a luz LED vermelha favorece a velocidade da
protrusdo radicular em sementes de alface.

A combinagéo de luzes LED vermelha e azul estimula o crescimento inicial de plantulas,
indicando que espectros luminosos nessa faixa podem ser usados para producdo de mudas.

As luzes LED vermelha e azul ndo provocam estresse oxidativo em plantulas, pelo
periodo de 7 dias, com fotoperiodo de 12 horas.
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