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RESUMO

A espécie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. € uma medicinal que apresenta
importantes propriedades terapéuticas como agdo anticonvulsivante, sedativa, anti-
inflamatoria e antimicrobiana. Na literatura consultada ndo foram encontrados trabalhos
relacionados ao cultivo in vitro dessa espécie. A micropropagacdo de plantas medicinais
possui diversas vantagens em relacdo ao cultivo convencional, como a obtencdo de material
vegetal de alta qualidade e otimizacdo na producdo de metabdlitos secundarios. No entanto, é
necessario conhecer como os fatores ambientais afetam o crescimento in vitro dessas espécies.
Sendo assim, objetivou-se avaliar o efeito da intensidade, qualidade de luz e sistema de
ventilacdo natural no crescimento e na producdo de pimentos fotossintéticos de Aeollanthus
suaveolens. Realizaram-se trés experimentos: No primeiro, utilizaram-se segmentos nodais,
os quais foram cultivados sob as intensidades de 20, 57, 78, 102 ¢ 139 umol m? s obtidas
com Light Emitting Diodes (LEDs). No experimento de qualidade de luz, segmentos nodais
foram cultivados sob (LEDs) amarelo; branco; verde; azul; vermelho; 1 azul:2 vermelho; 2
azul:1 vermelho; 1 azul:1 vermelho e lampada fluorescente branca fria. No terceiro,
cultivaram-se segmentos nodais sob sistema convencional (SC) e sistema de ventilacdo
natural com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4). Nos trés
experimentos, avaliaram-se o crescimento e a concentracdo de pigmentos fotossintéticos. As
intensidades acima de 78 pmol m™? s™ proporcionaram um melhor crescimento da espécie,
apresentando maior acimulo de matéria seca, sobretudo na intensidade de 139 umol m?s™.
Enquanto a producéo de ;!oigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total e carotenoides) foram
maiores sob 20 umol m™s™. A luz verde proporcionou maior crescimento da parte aérea e
maior comprimento de raiz. As plantulas cultivadas sob espectro branco LED tiveram maior
numero de folhas e raizes, maior producdo de matérias secas de folha e de caule. A lampada
fluorescente promoveu maior acumulo de matéria seca de raiz e total. As plantulas cultivadas
sob luz amarela tiveram maior producdo de clorofila a, total e carotenoides. A maior
concentracdo de clorofila b foi observada no cultivo sob luz branca Led. O sistema de
ventilacdo natural com 4 membranas proporcionou maior valor para todos os parametros de
crescimento avaliados (nimeros de brotos, folhas e raizes e comprimentos da parte aérea da
maior raiz). Em relacdo ao conteudo de pigmentos fotossintéticos, 0 aumento na troca gasosa
elevou a producdo de pigmentos das plantas. As adequac6es de luminosidade e o sistema de
ventilacdo natural sdo alternativas eficazes na propagacdo in vitro dessa espécie. Intensidades
acima de 78 umol m™ s, espectro de luz branco (obtido com lampadas LEDS) e 0 aumento
nas trocas gasosas utilizando sistema de ventilacdo natural com quatro membranas, s&o mais
apropriados para a micropropagacao de A. suaveolens.

Palavras-chaves: Micropropagacdo. Luminosidade. Trocas gasosas. Fotossintese. Planta

medicinal.



ABSTRACT

The species Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. is a medicinal plant which has
important therapeutic properties, such as anticonvulsant, sedative, anti-inflammatory, and
antimicrobial action. There were no studies related to its in vitro cultivation in the consulted
literature. Micropropagation of medicinal plants has several advantages over conventional
cultivation, such as the possibility of obtaining high quality plant material and also optimizing
the production of secondary metabolites. However, understand how the environmental factors
affect the in vitro growth of these species is necessary. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effect of intensity, light quality, and natural ventilation system on the growth and
production of photosynthetic pigments in Aeollanthus suaveolens. Three experiments were
carried out: In the first one, nodal segments were used, which were grown under the light
intensities of 20, 57, 78, 102, and 139 pmol m™ s, obtained using Light Emitting Diodes
(LEDs). In the light quality experiment, nodal segments were cultivated under yellow; white;
green; blue; red; 1 blue:2 red; 2 blue:1 red; 1 blue:1 red, and cold white fluorescent lamp. In
the third experiment, nodal segments were grown under conventional system (SC) and under
natural ventilation system with one (SVN1), two (SVN2), and four porous membranes
(SVN4). In all three experiments, plant growth and the concentration of photosynthetic
pigments were evaluated. The intensities above 78 pmol m™s™ supported a better growth of
this species, presenting a higher accumulation of dry matter, especially in the intensity of 139
umol m™ s™. While the production of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total, and
carotenoids) were larger under 20 pmol m?s™. The green light provided greater shoot growth
and longer root length. Seedlings cultivated under white LED spectrum presented a greater
number of leaves and roots, as well as a greater production of leaf dry matter and stem dry
matter. The fluorescent lamp promoted greater accumulation of root dry matter and total dry
matter. Seedlings grown under yellow light had higher production of chlorophyll a, total and
carotenoids. The highest concentration of chlorophyll b was observed in plants under white
LED light. The natural ventilation system with 4 membranes provided higher value for all
evaluated growth parameters (numbers of shoots, leaves and roots, shoot length and longest
root). Regarding photosynthetic pigments content, the increase in the gas exchange increased
the pigment production of the plants. Adjustments of brightness and the use of natural
ventilation system are an effective alternative for an in vitro propagation of this species.
Intensities above 78 umol m? s, white light spectrum (obtained with LED light bulbs), and
the increase in gas exchanges, using a natural ventilation system with four membranes, are
more appropriate for the micropropagation of A. suaveolens.

Keywords: Microprogation. Luminosity. Gas exchange. Photosynthesis. Medicinal plant.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (sinonimia Aeollanthus
heliotropioides Oliv.) é uma Lamiaceae, conhecida popularmente como catinga-de-mulata ou
macassa (MONTEIRO et al., 2005; TUCKER; MACIARELLO; ALKIRE, 2001). Essa
espécie possui grande potencial medicinal, usada na medicina popular principalmente pelos
seus efeitos sedativos e anticonvulsivantes (FERREIRA; TAVARES-MARTINS; PALHETA,
2017). Na literatura sdo encontrados varios estudos relacionados a composi¢do quimica de seu
6leo essencial (SIMIONATTO et al., 2007; SOUZA et al., 1997; TUCKER; MACIARELLO;
ALKIRE, 2001). Entretanto informac0es sobre seus aspectos agrondmicos Sdo escassos, em
especial ao seu comportamento sob fatores das técnicas de cultura de tecidos.

A micropropagacao € uma ferramenta importante na obtencdo em escala comercial de
material vegetal de alta qualidade e livre de microrganismos (CARVALHO; ARAUJO, 2008).
Essa técnica tem sido empregada em pesquisas envolvendo plantas medicinais (MANAN et
al., 2016; YESMIN; HASHEM; ISLAM, 2015). Entretanto, no cultivo in vitro, varios fatores
podem interferir no desenvolvimento vegetal, como por exemplo, componentes do meio de
cultivo, umidade dentro do recipiente de cultivo e condi¢fes de luz nas salas de crescimento
(US-CAMAS et al., 2014).

A luz é um dos requisitos mais importantes para o desenvolvimento de plantulas
cultivadas in vitro, pois influencia nos aspectos morfoldgicos, anatdmicos e fisiologicos.
Além disso, interfere na qualidade das plantulas durante o processo de aclimatizacdo. A
qualidade e a intensidade de luz podem ter efeitos positivos ou negativos no cultivo in vitro.
A qualidade de luz é um elemento fundamental na fotomorfogénse e também na fotossintese
(CHRISTIE; MURPHY, 2013). A intensidade de luz influencia a fotossintese, pois afeta a
concentracdo de clorofila e a ultraestrutura de cloroplastos (LEE; WETZSTEIN; SOMMER,
1985).

Além das condigdes de luminosidade, existem outros fatores que podem comprometer
0 crescimento das plantas como caracteristicas do microambiente formado no recipiente. O
cultivo convencional proporciona baixas trocas gasosas, alta umidade e acimulo de etileno
(CHEN, 2015; FOMENKOV et al., 2015;TRUJILLO-MOYA,; GISBERT, 2012). O uso de

sistema de ventilagdo natural é uma alternativa para amenizar esses problemas. Esse sistema
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diminui a umidade relativa e aumenta a troca gasosa, além de manter a concentracdao de CO,
elevada, o que estimula a fotossintese (MOREIRA, et al., 2013; SALDANHA,; et al., 2012).
Percebe-se, portanto, a crescente necessidade de estudos relacionados ao ambiente de
cultivo in vitro, procurando otimizar o uso da técnica. Nesse sentido, objetivou-se avaliar o
efeito da intensidade e qualidade luminosa e de sistemas de ventilacdo natural no crescimento
e na producdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Aeollanthus suaveolens

micropropagadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracterizacao geral da espécie

A especie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng é uma aromaética de origem
africana, pertencente a familia Lamiaceae, e a subfamilia Nepetoideae (HARLEY, 2012).
Tem como sinonimia Aeollanthus heliotropoides Oliv. (SEIDEMANN, 2005). No Brasil, é
conhecida popularmente como catinga de mulata ou macassd (CARMO, et al., 2015;
FERREIRA; TAVARES-MARTINS; PALHETA, 2017). E uma erva suculenta anual com
aproximadamente 40 cm de comprimento, caule circular e ramificado, suas folhas sdo
pecioladas revestidas de tricomas secretores com esséncia aromatica, pré-floracéo valvar com
flores metaclamideas, bissexuadas e trimeras, androceu com estames didinamos, grdo de
polen esférico, com carpelo dialicarpelar e unilocular; tem ovarios ginobésico, stpero, com
inflorescéncia em racemo (OLIVEIRA, et al., 2003; HARLEY, 2012).

Essa espécie € comumente usada em banhos de cheiros, rituais misticos e religiosos
(FERREIRA; TAVARES-MARTINS; PALHETA, 2017; HARLEY, 2012). Na medicina
popular, € principalmente utilizada devido aos seus efeitos sedativos e anticonvulsivantes
(SIMIONATTO et al., 2007; SRINIVASAN; ROY, 2017). Além disso, é usada no combate a
febre, dor de cabeca, inicio de derrame, dor de barriga e diarreia, sendo a folha a parte mais
utilizada nas formas de cha e sumo (GOIS et al., 2016; LUPE, 2007). Segundo Ferreira,
Tavares-Martins e Palheta (2017), Aeollanthus suaveolens possui elevada importancia
terapéutica, devido a presenca de constituintes quimicos, 0s quais Sd0 responsaveis por
relevantes atividades bioldgicas como efeitos analgésicos e antimicrobianos.

A espécie apresenta varios estudos relacionados a fitoquimica de seu 6leo essencial.
Na composicdo quimica do 6leo essencial de Aeollanthus suaveolens, foram identificados
varios monoterpenos ¢ sesquiterpenos, dentre eles, o linalol ¢ o [-farneseno, como
majoritarios (TUCKER; MACIARELLO; ALKIRE, 2001). Além disso, 0 seu 6leo essencial
contém um derivado 6-decalactona, ao qual, em conjunto com o linalol, é atribuida a
propriedade sedativa da espécie (LUPE et al., 2007; ELISABETSKY; SOUZA et al., 1999).
Segundo Simionatto et al. (2007), os 0Oleos essenciais de folhas e das flores de A. suaveolens
tiveram um alto teor de monoterpenos e sesquiterpenos.

O oleo essencial de Aeollanthus suaveolens tem varias atividades biologicas, como
acdo antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus;
Cryptococcus neoformans e Candida sp (MARTINS et al.,, 2016; MBACK et al., 2016;
SIMIONATTO et al., 2007). Segundo Martins et al. (2016), o Oleo essencial possui pouca
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atividade antioxidante pelo método de captura radical de DPPH quando comparado com o
padrdo. Além dessas atividades bioldgicas do 6leo, o extrato hidroalc6olico de A. suaveolens
teve forte atividade analgésica e anti-inflamatoria em camundongos (COSTA-LOTUFO et al.,
2004).

Em relacdo a producdo do oleo essencial, Batista et al. (2011) verificaram que a
intensidade luminosa influenciou significativamente o teor do o6leo de Aeollanthus

suaveolens, onde o maior rendimento foi obtido das plantas cultivadas a pleno sol.

2.2 Cultura de tecidos em plantas medicinais

Apesar dos avangcos da medicina moderna, as plantas medicinais continuam
desempenhando um importante papel na saude da populacdo mundial (SOUSA et al., 2008).
Contudo, alguns fatores podem comprometer o uso das plantas medicinais para propositos
farmacéuticos, como a heterogeneidade dos individuos, devido as variabilidades genética e
bioquimica (MORAIS et al., 2012). Neste contexto, torna-se imprescindivel a realizacdo de
estudos mais aprofundados sobre o comportamento de espécies medicinais perante as praticas
agrondmicas (CHAVES, 2001).

O cultivo em campo de plantas medicinais para obtencdo de constituintes ativos
apresenta varias desvantagens, por exemplo, baixos rendimentos e flutuacbes nas
concentracdes devido a variacbes geograficas, sazonais e ambientais (MURTHY; LEE;
PAEK, 2014). Essas limitacOes levaram ao uso de técnicas de cultura de tecidos para a
producdo de constituintes ativos. A micropropagacdo tem um papel importante na propagacéao
comercial, fornecendo material vegetal de qualidade para a industria farmacéutica e quimica
(ARIKAT et al., 2004; MIGUEL; MARUM, 2011; PENA-RAMIREZ et al., 2012). Além da
producdo de metabolitos secundarios independente das condi¢Bes sazonais e climaticas, a
cultura de tecidos vegetal, também tem por finalidade evitar a coleta de espécies selvagens
ameacadas de extincdo (PIERIK, 1987).

A cultura de tecidos vegetal é, portanto, uma ferramenta com alto potencial para a
preservacdo de fontes vegetais, bem como a propagacdo comercial de plantas medicinais
(CAMPOS, 2009). Esta técnica consiste no cultivo de células ou tecidos vegetais sob
condicBes quimicas e fisicas apropriadas, representando uma das areas de maior éxito da
biotecnologia (BOONSNONGCHEEP, et al., 2010). De acordo com Morais et al. (2012), a
aplicacdo das técnicas de cultura de tecidos em plantas medicinais, principalmente a
micropropagacao, tém como perspectivas a obtencdo de germoplasma competitivo e adaptado

a diversos métodos de cultivo.
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As plantas micropropagadas podem servir como modelos de plantas eficientes para
estudar a acumulacdo de compostos voléateis em diferentes estadgios de desenvolvimento
(MANAN et al., 2016). No entanto, para a aplicacdo dessa técnica, é necessario padronizar
alguns fatores como o meio de cultivo, regime de luz, qualidade e intensidade de luz (DONG
etal., 2014).

Na literatura, ha relatos de varios estudos sobre os beneficios do cultivo in vitro
envolvendo plantas medicinais. Como exemplo de Ziziphora tenuior L. (Lamiaceae)
(DAKAH et al., 2014); Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) (MANAN et al., 2016);
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (Lamiaceae) (SILVA et al.,, 2017); Lavanda
angustifolia Mill. (Lamiaceae) (MACHADO et al., 2013); Hyptis suaveolens (L.) Poit.
(Lamiaceae) (ANDRADE et al., 2017).

2.3 Influéncia da luz no cultivo in vitro de plantas

A energia luminosa € um dos fatores mais importante no crescimento e
desenvolvimentos das plantas (FUKUDA, 2013). A luz influencia na sintese e producdo de
metabdlitos primarios e secundarios, nos aspectos morfoanatémicos e fisioldgicos (COSTA et
al., 2009; KOPSELL; SAMS, 2013). Além disso, as plantas utilizam a luz como fonte de
energia no processo fotossintético e respondem a essa energia luminosa de acordo com a
intensidade, comprimento de onda e fotoperiodo (MUNEER et al., 2014).

Na cultura de tecidos, é fundamental controlar a intensidade e a qualidade de luz. Nas
salas de crescimento, geralmente, utiliza-se lampadas fluorescentes, porém essas lampadas
possuem um espectro amplo e heterogéneo, que podem comprometer o crescimento das
plantas (ALVARENGA et al., 2015). O uso de Diodos de Emissdo de Luz (LED) tem sido
proposto como fonte luminosa para ambientes controlados, em instalagcdes agricolas ou em
camaras de crescimento de plantas, pois permitem o controle da composi¢do espectral e o
ajuste da intensidade da luz (LAZZARINI et al., 2017; ROCHA et al., 2013;YEH; CHUNG,
2009). Além disso, 0 uso de LEDs possibilita produgdo de muda de melhor qualidade, maior
eficiéncia no processo produtivo, dentre outras vantagens (TARAKANOV et al., 2012).

As plantas tém diferentes respostas de crescimento e também na producdo de
metabdlitos secundarios quando expostas a diferentes condi¢cdes de luz em uma cultura in
vitro (ALVARENGA et al., 2015). De acordo com Szopa e Ekiert (2016), os diferentes
espectros aplicados influenciaram o crescimento da matéria seca e a acumulacdo de
metabolitos secundéarios (lignanas e acidos fenolicos), sendo a luz azul mais eficaz para a

producdo de ambos o0s grupos.
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As plantas além de serem sensiveis a qualidade de luz, também s&o sensiveis a
intensidade de luz, também séo sensiveis a intensidade desse fator ambiental. Segundo Singh
et al. (2017), intensidades mais elevadas favorecem o acumulo de matéria seca. A intensidade
luminosa é essencial para o crescimento e no processo fotossintético das plantas (SAEZ et al.,
2012). Em situag¢fes em que ha decréscimo na intensidade luminosa, pode ocorrer reducdo na
atividade fotossintética. Por outro lado, a alta intensidade de luz pode ocasionar fotoinibig&o,
que é um conjunto complexo de processos moleculares, definidos como a inibicdo da
fotossintese pelo excesso de luz, sendo reversivel nos seus estagios iniciais (TAIZ et al.,
2017).

Pesquisas relacionadas ao cultivo in vitro de plantas medicinais e aromaticas
demonstram que diferentes respostas quanto ao crescimento em func¢éo da intensidade de luz.
Plantulas de Aloysia triphylla (L Hérit) Britton cultivadas in vitro em diferentes intensidades
luminosas (13, 28, 47 ¢ 69 pmol m™? s™) acumularam maior matéria seca da parte aérea e
raizes quando submetidas a intensidade de 69 pmol m?s™ (SILVA, 2013). Para Momordica
grosvenori Swingle, o aumento da intensidade (100 umol m™ s™) favoreceu o crescimento da
espécie (ZHANG et al., 2009). Em Capsicum chinense Jacg. 0 maior crescimento observado
no cultivo in vitro foi sob a intensidade de 28 pmol m™? s (BARRALES-LOPEZ et al., 2015).

2.4  Sistema de ventilacdo natural

No sistema convencional de propagacdo in vitro (fotomixotréfico), os explantes
crescem sob condicdes heterotroficas, o que pode gerar estresses que irdo refletir no padrao
anatdbmico e morfofisioldgico. Nesse sistema o0s recipientes sdo mantidos fechados,
prevenindo a desidratacdo das plantas e do meio de cultivo (SCHUELTER et al., 2015).

O microambiente no sistema fotomixotréfico possui alta umidade relativa, acimulo de
etileno e reducdo na concentracdo de CO, (CHEN, 2006; SCHUELTER et al., 2015). A
auséncia de trocas gasosas diminui a concentracdo de CO; dentro dos recipientes de cultivo, o
que torna necessario o fornecimento de fontes de carboidratos exdgenos (sacarose, por
exemplo) no meio de cultivo para sustentar o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(KOZALI, 2010; XIAO; NIU; KOZAI, 2011). Nesse sistema as plantas possuem fotossintese
limitada e ndo apresentam cloroplastos totalmente funcionais. Essas condi¢fes podem
influenciar as caracteristicas anatdmicas, fisiologicas e morfologicas, como hiperidricidade e
atraso no crescimento das plantas (ALVAREZ et al., 2012; IAREMA et al., 2012). Segundo

Kozai e Xiao (2008), esses fatores causam alta mortalidade da planta durante a aclimatizacao.
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O sistema de ventilacdo natural na micropropagacdo (sistema fotoautotréfico) é uma
alternativa para amenizar esses problemas do cultivo in vitro tradicional (XIAO; NIU;
KOZALI, 2011). A fotoautotrofia in vitro pode ser induzida pela exclusdo de agucares do meio
e pelo aumento da troca gasosa no frasco de cultura (KOZAI; XIAO, 2008). Existem outras
vantagens na remocao de carboidratos do meio de cultivo, como a reducdo do crescimento de
microrganismos nas culturas, além de reduzir custos e aumentar a sobrevivéncia da planta
durante a aclimatizacdo (KOZAI; XIAO, 2008; ZHU et al., 2015). De acordo com Zhu et al.
(2015), em condicbes fotoautotréficas, o crescimento e a taxa de multiplicacdo séo
melhorados devido a redugdo da umidade relativa, 0 que aumenta o nimero de nos e brotos
disponiveis.

A utilizacdo desse método traz grandes vantagens para a micropropagacdo, a
modificacdo do microambiente, provocada pela troca gasosa, mantém a concentracdo de CO,
nas condi¢bes adequadas para a realizacdo da fotossintese, promove sistema radicular mais
desenvolvidos, além de reduzir a umidade relativa e o acimulo de etileno (HOANG et al.
2017; KOZAI; XIAO, 2008).

Sistemas alternativos de membranas diminuem a umidade relativa e aumentam a troca
gasosa, além de manter a concentragdo de CO, elevada, o que estimula a fotossintese
(MOREIRA et al., 2013; SALDANHA et al., 2012). Estudo realizado por Kozai e Xiao
(2008), mostrou que a capacidade fotossintética das plantulas em sistema de cultivo
fotomixotrofico foi prejudicada pela presenca de sacarose no meio de cultura quando
comparada com as plantas cultivadas no sistema fotoautotréfico.

A fotossintese e o crescimento de plantas in vitro sdo promovidos consideravelmente
com o0 aumento da concentragdo de CO, no vaso durante o cultivo fotoautotrofico (IBARAKI,
NOZAKI, 2005). Alguns trabalhos comprovaram que o aumento do CO,, promoveu o melhor
enraizamento e reduziu as anomalias de crescimento das plantulas, melhorando a taxa
fotossintética e sintese de metabolitos secundarios (CHA-UM et al.,, 2011; TISSERAT;
VAUGHN, 2001; ZHU et al., 2015).

As mudangas ambientais no cultivo in vitro podem levar a mudancas nos tecidos, o
que pode ser evidenciado por estudos de anatomia foliar das plantas cultivadas nesses
sistemas. Em estudo realizado com Cattleya walkeriana Gardner, Silva et al. (2014)
verificaram que as plantas cultivadas em sistema de ventilagdo natural apresentaram maior

espessura do mesofilo foliar, resposta diretamente relacionada com cultivos fotoautotréficos.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A espécie Aeollanthus suaveolens é considerada planta medicinal por possuir
importantes propriedades terapéuticas, como acdo anticonvulsivante, sedativa, anti-
inflamatéria e antimicrobiana. E conhecida popularmente como catinga de mulata, macassa,
entre outros nomes, sendo muito utilizada em rituais misticos e religiosos em comunidades
tradicionais indigenas e ndo indigenas. Apesar de ter grande potencial medicinal, esta espécie
ainda é pouco estudada do ponto de vista agrondmico, fitoquimico e farmacoldgico. Na
literatura consultada, ndo foram encontrados trabalhos relacionados ao cultivo in vitro da
espécie. A micropropagacdo é uma técnica importante na propagacao de plantas medicinais
por possuir vérias vantagens em relacdo ao cultivo convencional. No entanto, a otimizacdo
das condicbes ambientais na micropropagacdo torna-se imprescindivel para o0
desenvolvimento das plantas. Diante disso, as condi¢des de luminosidade nas salas de
crescimento (intensidade, espectros e fotoperiodo) sdo critérios fundamentais para o
crescimento das plantas. Esses fatores sdo responsaveis pelas diferentes respostas anatbmicas
e morfofisiologicas das plantas submetidas ao cultivo in vitro. Além das adequacles de
luminosidade, o sistema de ventilagdo natural € uma alternativa que tem mostrado grande
eficiéncia na cultura de tecidos. Esse sistema aumenta a capacidade fotossintética das

plantulas e reduz as anomalias que algumas espécies apresentam durante a micropropagacao.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1- INTENSIDADES LUMINOSAS AFETAM O CRESCIMENTO E
PRODUCAO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS NO CULTIVO IN VITRO
DE Aeollanthus suaveolens MART. EX SPRENG. (LAMIACEAE)

RESUMO

A espécie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) € uma aromatica de origem
africana, sendo muito utilizada na medicina popular devido aos seus efeitos
anticonvulsivantes e sedativos. A micropropagacao tem sido aplicada no cultivo de espécies
medicinais, por possibilitar a multiplicacdo em escala comercial. Uma das formas de otimizar
o0 crescimento e desenvolvimento in vitro dessas espécies € variar as caracteristicas da luz do
ambiente. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de diferentes intensidades luminosas sobre
0 crescimento e a producdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de A. suaveolens
cultivadas in vitro. Segmento nodais foram cultivados sob diferentes intensidades luminosas
(20, 57, 78, 102 e 139 pmol m?s™) obtidas com lampadas LEDs. Apés 40 dias de cultivo,
foram avaliadas as varidveis numeros de brotos e raizes, comprimentos da parte aérea e da
maior raiz, area foliar, matérias secas de folha, caule, raiz e total, razdo de &rea foliar, area
foliar especifica, razdo de peso foliar e a producdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a,
b, total e carotenoides). As diferentes intensidades de luz afetaram o crescimento e a producéo
de pigmentos fotossintéticos. As intensidades acima de 78 umol m?s™ proporcionaram um
melhor crescimento da espécie, apresentando maior acimulo de matéria seca, sobretudo na
intensidade de 139 umol m™s™. Enquanto a producdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila
a, b, total e carotenoides) foram maiores sob 20 umol m™*s™. Assim, a partir dos resultados
obtidos, pode se afirmar que altas intensidades de luz (acima de 78 pmol m™ s™) sdo mais
apropriadas, para o crescimento in vitro da espécie.

Palavras-chave: Planta medicinal. Catinga de mulata. Luminosidade. Fotossintese.
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ABSTRACT

The species Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) is an aromatic plant
originally from Africa, widely used in folk medicine due to its anticonvulsive and sedative
effects. Micropropagation has been applied in the cultivation of medicinal species, since it
allows multiplication on a commercial scale. One of the ways to optimize growth and
development in vitro of these species is to vary the light characteristics of the environment.
Thus, this study aimed to evaluate the influence of different light intensities on the growth and
production of photosynthetic pigments of A. suaveolens seedlings grown in vitro. Nodal
segments were grown under different light intensities (20, 57, 28, 102, and 139 umol m?s™),
which were obtained using LED lamps. After 40 days of cultivation, the following variables
were evaluated: number of shoots and roots, shoot and the longer root lengths, leaf area,
leaves, stems, roots, and total dry matter, leaf area ratio, specific leaf area, leaf weight ratio,
and the production of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total, and carotenoids). The
different light intensities affected the growth and the production of photosynthetic
pigments.Light intensities above 78 pumol m™ s™ provided a better growth of this species,
presenting a higher accumulation of dry matter, especially in the intensity of 139 pmol m?s™,
as long as the production of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total and carotenoids)
were larger under 20 pmol m?s™. Therefore, higher light intensities (above 78 pmol m?s™)
are more appropriate for in vitro growth of the A. suaveolens.

Keywords: Medicinal plant. Catinga de mulata. Lightness. Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A espécie Aeollanthus suaveolens (sinonimia Aeollanthus heliotropioides Oliv.),
conhecida popularmente como catinga de mulata, chegadinha e macassad. E uma planta
aromatica e medicinal de origem africana, pertencente a familia Lamiaceae (FERREIRA,;
TAVARES-MARTINS; PALHETA, 2017; SEIDEMANN, 2005; SILVA; MARINI; MELO,
2015). Essa espécie tem uma grande importancia terapéutica, devido a presenca de
constituintes quimicos responsaveis por relevantes atividades bioldgicas, como efeitos
anticonvulsivantes, analgésicos e antimicrobianos (FERREIRA; TAVARES-MARTINS;
PALHETA, 2017; SIMIONATTO et al., 2007).

A micropropagacdo € uma técnica de cultura de tecidos muito utilizada em plantas
medicinais por ter vantagens em relacdo a propagacdo convencional (MURTHY; LEE;
PAEK, 2014). Essa técnica possibilita a obtencdo de material vegetal de alta qualidade e a
otimizacdo na producdo de metabdlitos secundarios (BOONSNONGCHEEP et al., 2010).
Segundo Morais et al. (2012), o cultivo é independente de fatores climaticos e edéaficos.
Contudo, durante o cultivo in vitro as plantas ficam expostas a diferentes fatores que podem
influenciar o éxito do crescimento das plantas, tais como, alta umidade dentro do recipiente de
cultivo e as condicGes da sala de crescimento (temperatura, fotoperiodo e intensidade da luz)
(US-CAMAS et al., 2014).

Dessa forma, o estabelecimento de técnicas de cultivo, como a adequacdo do nivel de
luminosidade, pode favorecer o crescimento e desenvolvimento de plantas propagadas in vitro
(SAEZ et al., 2013). A intensidade luminosa das salas de crescimento pode limitar o
desenvolvimento de mecanismos fotossintéticos e fotoprotetores eficientes (SAEZ et al.,
2016). Nesse contexto, a intensidade de luz é considerada um dos fatores mais importantes
para a fotossintese de plantulas micropropagadas, além de participar ativamente do
crescimento, regulando varias alteracfes anatdmicas e morfofisiologicas das plantas (COSTA
et al., 2009; IBARAKI; NOZAKI, 2005)

Estudos recentes sobre intensidade de luz no cultivo in vitro de plantas medicinais
relatam diferentes respostas de crescimento e na producgdo de pigmentos fotossintéticos. Tais
como os efeitos da intensidade luminosa no crescimento in vitro e pigmentos fotossintéticos
de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (SILVA et al., 2017), Achillea millefolium L.
(ALVARENGA et al., 2015), Hyptis suaveolens (L.) Poit. (ANDRADE et al., 2017),
Momordica grosvenori Swingle (ZHANG et al., 2009), dentre outras espécies.

Na literatura consultada, ndo ha registros sobre aspectos agronémicos in vitro de
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Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng.. Nesse sentido, objetivou-se avaliar a influéncia de
diferentes intensidades de luz sobre o crescimento e producdo de pigmentos fotossintéticos de

plantulas de A. suaveolens cultivadas in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estabelecimento do material vegetal in vitro

O estabelecimento da espécie foi realizado atraves de sementes obtidas de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo. O material vegetal passou por um processo de assepsia em
hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) durante 5 minutos sob agitacdo constante.
Posteriormente, em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas com agua destilada
autoclavada por 3 vezes e inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio 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 a 121 °C a 0,1 atm por 20 min. Apoés a
inoculacdo das sementes, os tubos foram mantidos em sala de crescimento em sala de
crescimento com lampadas brancas frias fluorescentes e intensidade de 39 pmol m? s?,
fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 1 °C. Apds 30 dias, as plantulas originadas foram

multiplicadas em frascos contendo 40 mL de meio MS.

2.2 Intensidade de luz

O primeiro e o segundo segmentos nodais com aproximadamente 1lcm, foram
inoculados em tubos de ensaio (20 x 150 mm) contendo 15 mL de meio MS, suplementado
com 30 g L™ de sacarose e com 5,5 g L™ de 4gar (Himedia®, tipo 1) e pH ajustado para 5,7 +
0,1. Apos a inoculacdo, os explantes foram cultivados sob cinco intensidades de luz: 20, 57,
78, 102, 139 pmol m™ s, obtidas com Diodos Emissores de Luz (LEDs), sob um fotoperiodo
de 16 h e temperatura de 25 = 1 °C. As intensidades luminosas foram mensuradas por um
aparelho QSO-S Procheck + Sensor- PAR Photon Flux (Decagon Devices-Pullman-
Washington-USA).

Apos 40 dias foram avaliados o crescimento e a producdo dos pigmentos
fotossintéticos. O crescimento das plantulas foi avaliado quanto aos nimeros de brotos (NB) e
raizes (NR), comprimento da parte aérea (CPA, cm) e maior raiz (CMR, cm), area foliar total
(AFT, cm?), matérias secas de folha (MSF), caule (MSC), raiz (MSC) e total (MST). A

determinacdo das matérias secas foi realizada por meio da secagem do material vegetal, em
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estufa de circulacdo forcada de ar a 35 + 2 °C, até a obtengdo do peso constante, as quais
foram expressas em miligramas (mg).

A area foliar total foi mensurada através do software WinFOLIA™ pelo scanner
EPSON PERFECTION V700 PHOTO. Escolheram-se 5 plantulas representativas de cada
tratamento, e destas avaliaram-se area foliar de todas as folhas. Avaliaram-se ainda a razéo de
area foliar (RAF = AFT/MSiaa), &rea foliar especifica (AFE = AFT/MSiohas) € razdo de peso
das folhas (RPF = MSsona/MSiota), €5Ses parametros foram calculados conforme Benincasa,
(2003). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com 5 tratamentos
(intensidades de luz) e 5 repeticdes. Cada repeticao foi composta por cinco tubos contendo um

segmento nodal, totalizando 25 plantulas por tratamento.

2.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A extracdo dos pigmentos clorofila a, b, clorofila total (a+b) e carotenoides foi
realizada segundo Costa et al. (2014) com as seguintes adaptacdes para 0 método: quantidade
do material vegetal e do solvente dimetilsulféxido (DMSO) ndo saturado com CaCOs. Foram
utilizados 50 mg de mateéria fresca de folhas, sem a nervura central. Em seguida, o material
vegetal foi incubado em 10 mL de DMSO, em tubos Falcon envoltos em folha de aluminio e
colocado em estufa sob temperatura de 65 ° C, durante 24 horas. Apos esse periodo, aliquotas
das solucdes (3 mL) foram transferidas para uma cubeta de quartzo com volume de 3 cm?®
para realizacdo das leituras de absorbancia em espectro TECAN INFINITY M200 PRO
operado com o sistema de processamento de dados I-control® versdo 3.37. Utilizando-se 0s
comprimentos de onda 480, 649 e 665 nm para carotenoides, clorofila b e a, respectivamente.
Foi feita a leitura do branco, utilizando-se como apenas o0 DMSO. Todas as leituras foram
realizadas em triplicata.

A partir das leituras obtidas determinou- se a concentracdo das clorofilas a, b e
carotenoides utilizando-se as equacdes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 X
Ages) — (3,62 X Agag); clorofila b = (25,06 X Agsg) — (6,5 X Aggs); carotenoides: (1000 X Asgy —
1,29 x C, — 53,78 x Cp)/220 , e a clorofila total por meio da soma dos resultados encontrados

das equacdes para clorofila a e b, sendo os resultados expressos em mg/g.

2.4 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as medias

comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011) foi utilizado para o processamento dos dados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes intensidades de luz promoveram alteragfes no crescimento de
Aeollanthus suaveolens (FIGURA 1). Em todos os tratamento houve desenvolvimento da
parte aérea e de raizes. As folhas das plantulas cultivadas sob baixa intensidade apresentaram-
se menores em relacdo as que foram mantidas sob intensidades mais elevadas. Observou-se
que a partir da intensidade intermediaria (78 pmol m™ s™) houve melhor desenvolvimento da
parte aérea e do sistema radicular e também maior nimero de brotos.

A intensidade de 78 pmol m™ s™ proporcionou o maior crescimento da parte aérea e
maior nimero de raizes. O incremento na intensidade de luz (a partir de 57 pmol m? st
favoreceu o crescimento da maior raiz. Por outro lado, sob menor intensidade (20 pmol m?s
1), notou-se menor crescimento do sistema radicular (FIGURA 2). Resultados semelhantes
foram encontrados por Séez et al. (2014) que cultivaram Castanea sativa Mill. in vitro sob
diferentes intensidades luminosas, onde a maior (150 pmol m™ s™) proporcionou melhor

desenvolvimento do sistema radicular.

Figura 1 — Plantulas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) cultivadas in
vitro durante 40 dias sob diferentes intensidades luminosas (20, 57, 78, 102 e 139
umol m?s™).

(umol m2 s1)

Fonte: Do autor (2018).



Figura 2 — Crescimento in vitro de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae)
cultivada durante 40 dias sob diferentes intensidades luminosas (20, 57, 78, 102 e
139 pmol m?s™),
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Legenda: As barras representam o erro padrdo (). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Kott, ao nivel de 5% de probabilidade. NB:
numero de brotos; CPA: comprimento da parte aérea; NR: nimero de raizes e CMR: comprimento da
maior raiz.

Fonte: Do autor (2018).

Cada espécie possui faixas de luz especificas para o seu crescimento em condicdes in
vitro. Em estudo realizado com Achillea millefolium L., Alvarenga et al. (2015) relataram que
baixas intensidades (27 umol m? s™) favoreceram o crescimento das plantulas. Assim como
no trabalho de Jo et al. (2008), plantulas de Alocasia amazdnica (Araceae) apresentaram
melhor crescimento sob baixas intensidades luminosas (15 e 30 pmol m?s™) em relago as
cultivadas em maiores intensidades. Por outro lado, Silva et al. (2017) verificaram que

2 51y proporcionou o melhor crescimento para

intensidades intermediarias (69 pumol m
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (Lamiaceae) cultivada in vitro.

Em relacdo a producdo das matérias secas da espécie, foi observado um aumento de
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MSF, MSC, MSR e MST nas plantas cultivadas nas maiores intensidades de luz (FIGURA 3).
A intensidade de 139 pmol m™ s obteve maior acimulo de MSF e MST, a MSC teve maior
producdo a partir da intensidade intermediaria (78 pmol m? s?), ndo diferindo
estatisticamente das intensidades 102 e 139 pmol m? s™. Enquanto que a MSR foi maior sob

a intensidade de 78 umol m?s™.

Figura 3 — Producdo de matérias secas de folhas, caule, raizes e total de plantulas de
Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) cultivadas in vitro durante
40 dias sob diferentes intensidades de luz (20, 57, 78, 102 e 139 pmol m?s™).
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Legenda: As barras representam o erro padrdo (). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. MSF:
matéria seca de folhas; MSC: matéria seca de caules; MSR: matéria seca de raizes e MST: matéria
seca total.

Fonte: Do autor (2018).

O aumento da producdo de matéria seca nas plantulas cultivadas sob altas intensidades

de luz indica que a Aeollanthus suaveolens é uma planta adaptada a ambientes que recebem
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altas intensidades luminosas. Resultados semelhantes também sdo relatados para Castanea
sativa Mill. em condicBes in vitro, sob diferentes intensidades de luz (SAEZ et al., 2012) e
Hyptis suaveolens L. (Point.) (ANDRADE et al., 2017). Segundo Larcher (2004), plantas que
crescem sob forte radiacdo desenvolvem folhas espessas e possuem um metabolismo mais
ativo, o que proporciona maior produgdo de matéria seca com maior conteddo energético.

O incremento da intensidade luminosa favoreceu o aumento da area foliar (AFT), o
maior valor foi observado na intensidade de 139 pmol m? s* (TABELA 1). Esse
comportamento sugere que baixas intensidades de luz sdo limitantes para a expanséo foliar
desta espécie. Estudo realizado com Deffenbachia cultivar camille teve resultado semelhante,
as plantulas cultivadas in vitro apresentaram maior area foliar com aumento da intensidade de
luz (EL-MAHROUK et al., 2015).

Os resultados para razdo de area foliar (RAF) e &rea foliar especifica (AFE) foram
superiores nas baixas intensidades de luz. A RAF foi superior na intensidade de 57 pmol m™
s e 0 menor valor foi observado na intensidade de 139 pmol m?s™. A RAF expressa a area
foliar Gtil para producdo de 1 grama de matéria seca. Sendo assim, alta intensidade luminosa
favoreceu a maior producdo de matéria seca em uma area foliar Gtil menor quando comparada
as menores intensidades. Segundo Benincasa (2003) o efeito da menor RAF sob altas
intensidades, é considerado como resultado da planta em se adaptar a diferentes condicGes de

luz.

Tabela 1 — Area foliar total (AFT), razdo de érea foliar (RAF), area foliar especifica (AFE) e
razdo de peso foliar (RPF) de plantulas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex
Spreng. (Lamiaceae) cultivadas in vitro aos 40 dias, sob diferentes intensidades de
luz (20, 57, 78, 102 e 139 pmol m?s™).

Intensidades de luz

(umol m? 5) AFT (cm?) RAFcm?mg  AFEcm’mg  RPF mg/mg
20 6,527 ¢ 0,304 b 0,025 a 0,851 a
57 8,541 b 0,347 a 0,023 a 0,848 b
78 10,921 a 0,264 c 0,014 b 0,823 ¢
102 9,045 b 0,279 c 0,016 b 0,800d
139 11975a 0,274 d 0,010 ¢ 0,802 d
CV (%) 9,72 9,97 15,07 1,15

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

Em relacdo a variavel area foliar especifica (AFE), que relaciona a superficie e 0 peso

da folha, as menores intensidades (20 e 57 pmol m™ s™) proporcionaram os maiores valores
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(0,025 e 0,023, respectivamente). Este resultado afirma a plasticidade morfoldgica de A.
suaveolens em resposta a intensidade luminosa. O aumento da AFE em condicfes de baixa
luminosidade esta diretamente relacionado com as alteragdes anatdmicas que podem ocorrer
nas plantas sob baixas intensidades luminosas como, cuticulas, epiderme mais delgadas e
menor proporcdo do parénquima palicadico (GOBBI et al., 2011).

Para a razéo de peso foliar (RPF), observou-se que a intensidade de 20 pmol m? s*
possibilitou o maior valor. RPF expressa a fracdo de biomassa seca ndo exportada das folhas
para outras partes da planta (BENINCASA, 2003). Desse modo, o aumento da RPF indica
que a proporc¢do de biomassa seca retida nas folhas e aquela exportada para as demais partes
das plantas aumentaram com decréscimo da intensidade de luz.

Além dos efeitos no crescimento, as diferentes intensidades influenciaram o contetudo
dos pigmentos fotossintéticos. Concentracfes méaximas de clorofila a, b, total e carotenoides
foram observadas na menor intensidade luminosa (20 pmol m?s™) (FIGURA 4).

Figura 4 — Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Aeollanthus suaveolens
Mart. ex Spreng. (Lamiaceae), cultivadas in vitro durante 40 dias, submetida a
diferentes intensidades de luz (20, 57, 78, 102 e 139 pmol m? s%).

2,50 -
a
200 1 h
= b b
g 1,50 - b .
ol b &b 1
S 1,00 - =
e L =
3 = =
[ f— j—
3 0,50 - = = b
g g n b b b
0,00 = : = EE :
Clorofila a Clorofilab Clorofila total Carotendides

120 =57 o 78 H102 # 139
Intensidade de luz (umol m2s™)

Legenda: As barras representam o erro padrdo (x). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).
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O aumento da intensidade de luz promoveu uma reducgdo na producdo dos pigmentos
fotossintéticos. Resultados semelhante a estes foram encontrados por Silva et al. (2017), que
cultivaram Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (Lamiaceae) in vitro sob diferentes
intensidades e constataram que o0 aumento da intensidade da luz reduziu a concentracdo de
clorofila a, b e total e carotenoides. A maior quantidade de clorofila na baixa intensidade de
luz demonstrou maior eficiéncia na absor¢cdo por unidade de biomassa na folha de A.
suaveolens. Assim, as plantulas podem alcancar melhor interacdo de carbono sob a limitagédo
de luz.

O excesso de luz pode causar maior degradacao e consequentemente, uma reducdo nos
niveis de clorofila. Além disso, em condi¢des de déficit de luz, as plantas estabelecem uma
série de mecanismos compensatorios, como 0 aumento substancial dos pigmentos
fotossintéticos para manter seus processos fisiolégicos (ZERVOUDAKIS et al., 2012). A
baixa concentracdo de clorofila b pode ser uma resposta adaptativa importante da planta a alta
luminosidade.

De acordo com Taiz et al. (2017), os carotenoides sdo pigmentos acessorios que
desempenham um papel essencial na fotoprotecdo, uma vez que as membranas fotossintéticas
podem ser facilmente danificadas pelas grandes quantidades de energia absorvida. Porém, sua
reducdo em A. suaveolens pode estar associado a outros mecanismos de fotoprotecéo. Por se
tratar de uma espécie medicinal, essa planta pode acionar seu metabolismo secundario para

producdo dos metabdlitos secundarios que a protegem contra danos foto-oxidativos.

4 CONCLUSAO

Intensidades de luz no intervalo de 20 a 139 pmol m™ s afetam o crescimento e a
producdo de pigmentos fotossintéticos em Aeollanthus suaveolens Mart ex Spreng.. Esta
espécie cresce melhor em ambientes com intensidade luminosa acima de 78 pmol m? s™. No
entanto, sob intensidade de 139 pmol m? s o acimulo de matéria seca de folhas e total
alcanca seu méximo. Enquanto a producgdo de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, total

- ~ . 2 1
e carotenoides) sdo maiores sob 20 pmol m™ s™.
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ARTIGO 2 - CULTIVO IN VITRO DE Aeollanthus suaveolens MART. EX
SPRENG. (LAMIACEAE) SOB DIFERENTES QUALIDADES DE LUZ

RESUMO

A espécie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) possui propriedades
medicinais marcantes como atividade anticonvulsivante, antibacteriana e antifdngica. A
cultura de tecidos permite a obtencdo de material vegetal de alta qualidade e aperfeicoa a
producdo de metabolitos secundarios em plantas medicinais. Objetivou-se avaliar o
crescimento e a producgdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Aeollanthus suaveolens
cultivadas in vitro sob diferentes espectros de luz. Segmentos nodais foram cultivados por 40
dias sob lampadas LEDs branca, verde, amarela, azul, vermelha e combinagdes de azul e
vermelho (2 vermelhas:1 azul; 1 vermelha:2 azuis; 1 vermelha:l azul) e lampadas
fluorescente branca fria. Ap6s 40 dias de cultivo, as plantulas foram avaliadas quanto aos
comprimentos da parte aérea e da maior raiz, numeros de folhas e de raizes, matérias secas de
folha, caule, raiz e total, e a producdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total e
carotenoides). O crescimento e a concentracdo de pigmentos fotossintéticos das plantulas de
A. suaveolens foram significativamente afetados pelos diferentes espectros luminosos. A luz
verde proporcionou 0 maior crescimento da parte aérea (CPA) e maior comprimento de raiz
(CMR). As plantulas cultivadas sob espectro branco LED tiveram maior nimero de folhas
(NF) e raizes (NR), maior producdo de matérias secas de folha (MSF) e de caule (MSC). A
ldmpada fluorescente promoveu maior acimulo de matéria seca de raiz (MSR) e total (MST).
As plantulas cultivadas sob luz amarela tiveram maior producdo de clorofila a, total e
carotenoides. A maior concentracdo de clorofila b foi observada no cultivo sob luz branca
Led. A utilizacdo de lampadas LEDs é eficiente no cultivo in vitro de A. suaveolens, a luz
branca LED é eficaz no crescimento e desenvolvimento das plantulas. Enquanto que a luz
amarela estimula maior producédo de pigmentos fotossintéticos.

Palavras-chave: Espectro. Luz. Fotossintese.
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ABSTRACT

The species Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae), has remarkable medicinal
properties, as anticonvulsant, antibacterial, and antifungal activities. Plant tissue culture
allows the production of high quality plant material and also improves the production of
secondary metabolites in medicinal plants. The objective of this study was to evaluate the
growth and the production of photosynthetic pigments of seedlings of Aeollanthus suaveolens,
grown in vitro under different light spectra. Nodal segments were cultivated for 40 days under
white, green, yellow, blue, red, and combinations of blue and red (2 red: 1 blue, 1 red: 2 blue,
1 red: 1 blue) LEDs, and cold white fluorescent lamps. After 40 days of cultivation, shoot
length, root length, leaf and root numbers, leaf, stem, root and total dry matter, as well as the
production of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b , total and carotenoids) in seedlings
of A. suaveolens were evaluated. The growth and the concentration of photosynthetic
pigments of A. suaveolens seedlings were significantly affected by different light spectra. The
green light provided the highest shoot growth (CPA) and higher root length (CMR). Seedlings
cultivated under white LED spectrum had a higher number of leaves (NF) and roots (NR), and
also a greater production of leaf dry matter (MSF) and stem dry matter (MSC). The
fluorescent light promoted a higher accumulation of root (MSR) and total dry matter (MST).
Seedlings grown under yellow light had a higher production of chlorophyll a, total and
carotenoids. The highest concentration of chlorophyll b was observed in seedlings under
white LED light. Therefore, the use of LEDs is efficient in the in vitro cultivation of A.
suaveolens. For this species, the white LED light is effective in the growth and development
of seedlings, while the yellow light stimulates greater production of photosynthetic pigments.

Keywords: Spectrum. Light. Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A familia Lamiaceae € importante economicamente, pois muitas espécies s&o
utilizadas na culinaria, e na producdo de cosméticos (HARLEY, 2012; SIMIONATTO et al.,
2007). Além disso, ela é destaque em muitos levantamentos etnobotanicos, a exemplo dos
trabalhos de Almeida et al. (2009); Oliveira e Menini Neto (2012) e Rocha, Tavares-Martins e
Lucas (2017). A espécie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng pertence a familia
Lamiaceae, é conhecida popularmente como catinga de mulata, chegadinha e macassa
(CARMO et al., 2015; SEIDEMANN, 2005; SILVA; MARINI; MELO, 2015). Possui
propriedades medicinais marcantes como atividade anticonvulsivante, antibacteriana e
antifungica (FERREIRA; TAVARES-MARTINS; PALHETA, 2017; SIMIONATTO et al.,
2007).

A cultura de tecidos tem sido empregada para a propagacédo de plantas medicinais para
obtencdo de maior numero de plantas homogéneas. Essa técnica permite a obtencdo de
material vegetal de alta qualidade e também aperfeicoa a producéo de metabolitos secundarios
(MORAIS et al., 2012). No entanto, requer a andlise de alguns pardmetros como o tipo de
explante, a temperatura e condic6es de luminosidade (JEONG; SIVANESAN, 2015).

A luz é um fator ambiental fundamental para as plantas, pela a¢cdo direta ou indireta na
regulacdo do desenvolvimento e crescimento das plantas (MORINI; MULEO, 2003). Na
cultura de tecidos de plantas, geralmente, utiliza-se lampadas fluorescentes branca-fria como
fonte de luz nas salas de crescimento. Entretanto, essas lampadas possuem uma composicdo
espectral ampla e heterogénea, que podem influenciar o crescimento das plantas. Nesse
sentido, 0 uso de Diodos Emissores de Luz (LEDs) tem sido considerado uma alternativa para
melhorar a qualidade do cultivo in vitro (LAZZARINI et al., 2017). Esse sistema de
iluminacdo possui caracteristicas desejaveis, como a capacidade de controlar a composi¢édo
espectral, longa durabilidade, especificidade do comprimento de onda e baixa quantidade de
emissdes térmicas (GUPTA; JATOTHU, 2013; YEH; CHUNG, 2009).

Muitos estudos in vitro investigaram o efeito da qualidade espectral no crescimento de
plantulas através da aplicacdo lampadas LEDs (ANDRADE et al., 2017; CIOC et al., 2017;
ROCHA et al., 2013). Alguns estudos relatam que o uso de LEDs é mais adequado para o
crescimento das plantas do que lampadas fluorescentes. Como exemplo de Rehmannia
glutinosa Libosch. (MANIVANNAN et al., 2015); Achillea millefolium L. (Asteraceae)
(ALVARENGA et al., 2015); Pectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (Lamiaceae) (SILVA
etal., 2017).
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Nesse contexto, objetivou-se avaliar o crescimento e a produgdo de pigmentos
fotossintéticos de plantulas de Aeollanthus suaveolens cultivadas in vitro sob diferentes

espectros de luz.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estabelecimento do material vegetal in vitro

Sementes coletadas de plantas matrizes, cultivadas em casa de vegetacdo, foram
tratadas com hipoclorito de sddio (1% de cloro ativo) por 5 minutos sob agitacdo constante.
Posteriormente, em cadmara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas com agua destilada
autoclavada por trés vezes e inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Em seguida, os tubos foram mantidos em sala de
crescimento sob lampadas brancas-frias fluorescentes com intensidade de 39pumol m? s,
fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 1 °C. Apds 30 dias, as plantulas originadas foram
multiplicadas em frascos contendo 40 mL de meio MS.

2.2  Qualidade de luz

O primeiro e o0 segundo segmentos nodais com aproximadamente 1lcm foram
utilizados como explantes, os demais segmentos foram descartados. Os explantes foram
inoculados em tubos de ensaio (20 x 150 mm) contendo 15 mL de meio MS, suplementado 30
g L™ de sacarose e 6g L™ de 4gar (Himedia®, tipo 1) e pH ajustado para 5,7+ 0,1. Os tubos de
ensaio com os meios de cultura foram autoclavados a 121° C por 20 min a 1,2 atm.

Apds a inoculacdo, os explantes foram cultivados sob diferentes diodos emissores de
luz LEDs (TECNAL® Piracicaba, Brasil): Verde (VD); amarelo (AM); branco (B); verde
(VD); azul (A); vermelha (V); combinagdes de vermelho e azul: 1V:2A; 2V:1A; 1V:1A, com
intensidade de 42 pmol m? s, e sob lampada fluorescente (FL) branca fria de 39pmol m? s,
Os espectros luminosos foram medidos por um espectrémetro manual SPECTRA PEN Z850
(Qubit Systems- Kingston, Ontario-USA). As distribuicBes espectrais dos LEDs e da lampada

fluorescente utilizados neste experimento estéo representadas na Figura 1.
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Figura 1 — Perfis espectrais nas fontes de luz utilizadas no experimento.
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Legenda: Vermelho (A); azul (B); 2A:1V (C); 1A:2V (D); 1A:1V (E); verde (F); amarelo (G); branco
LED (H); fluorescente (1).
Fonte: Do autor (2018).



45

Apos 40 dias foram avaliados o crescimento e a producdo dos pigmentos
fotossintéticos. As plantulas obtidas foram avaliadas quanto aos comprimentos da parte aérea
(CPA, cm) e da maior raiz (CMR, cm), nimeros de folhas (NF) e de raizes (NR), matérias
secas de folha (MSF, mg), caule (MSC, mg), raiz (MSR, mg) e total (MST, mg). Para a
determinacdo da matéria seca, as folhas, os caules e as raizes foram colocadas em sacos de
papel kraft e acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 35 °C, até peso
constante. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com nove
tratamentos e cinco repeticbes por tratamento. Cada repeticdo foi composta por cinco

plantulas, totalizando 25 plantulas por tratamento.

2.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A extracdo dos pigmentos clorofila a, b, clorofila total (a+b) e carotenoides foi
realizada segundo metodologia descrita por Costa et al. (2014) com as seguintes adaptacfes
para 0 método: quantidade do material vegetal e do solvente dimetilsulféxido (DMSO) nao
saturado com CaCQOgs. Foram utilizados 50 mg de matéria fresca de folhas, sem a nervura
central. Em seguida, o material vegetal foi incubado em 10 mL de (DMSO), em tubos Falcon
envoltos em folha de aluminio e colocados em estufa sob temperatura de 65 ° C, durante 24
horas. Aliquotas das solugbes (3 mL) foram transferidas para uma cubeta de quartzo com
volume de 3 cm® para a realizacéo das leituras.

As leituras de absorbancia foram realizadas em triplicata, por meio dos comprimentos
de onda 480, 649 e 665 nm para carotenoides, clorofila b e a, respectivamente. Foi feita a
leitura do branco, utilizando-se como apenas 0 DMSO. A absorbancia dos extratos foi aferida
em espectro TECAN INFINITY M200 PRO operado com o sistema de processamento de
dados I-control® versdo 3.37. A partir das leituras obtidas determinou- se a concentracio das
clorofilas a, b e carotenoides utilizando-se as equagdes propostas por Wellburn (1994):
Clorofila a = (12,47 X Asss) — (3,62 X Asag); clorofila b = (25,06 X Agag) — (6,5 X Ases);
carotenoides: (1000 x Asgo — 1,29 x C, — 53,78 x Cp,)/220 , e a clorofila total por meio da soma
dos resultados encontrados das equacgOes para clorofila a e b, sendo os resultados expressos

em mg/g.
2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as medias
comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011) foi utilizado para o processamento dos dados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes qualidades de luz afetaram o crescimento das plantulas de Aeollanthus
suaveolens. As plantulas cultivadas sob as luzes amarela e vermelha tiveram um menor
desenvolvimento foliar e radicular em relacdo as outras que foram cultivadas nos demais

espectros luminosos (FIGURA 2).

Figura 2 — Aspectos de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. apos 40 dias de cultivo in
vitro sob diferentes qualidades de luz.

IVeTA 1VE2A

Legenda: VD (verde); AM (Amarelo); V (vermelho); FL (fluorescente); 1V:1A (1lvermelho:lazul);
1V:2A (1lvermelho:2azuis); B (branco); A (azul); 2V:1A (2vermelhos:1azul).
Fonte: Do autor (2018).
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Atraveés da analise de varidncia observou-se a influéncia dos espectros luminosos sob
as variaveis de crescimento. A luz verde proporcionou 0 maior crescimento da parte aérea
(CPA) (FIGURA 3). Resultados semelhantes foram encontrados por Camargo et al. (2015)
em experimento com Oncidium baueri Lindl, que obtiveram maiores médias no comprimento
da parte aérea utilizando a mesma qualidade de luz. Em contra partida, Ferrari et al. (2016),
registraram maiores resultados para essa varidvel em Curcuma longa L. sob o cultivo em luz
azul. Segundo Erig e Schuch, (2005), a funcdo do tipo de luz no crescimento e
desenvolvimento das plantas ainda nao esta bem esclarecida, ela pode variar com a espécie de
planta, o estadio de crescimento, condi¢cGes ambientais entre ouros fatores.

Em relacdo ao namero de folhas (NF), a luz branca LED teve o maior valor, ndo
diferindo estatisticamente das luzes verde, 1V:1A; 1V:2A e branca fluorescente (FIGURA 3).
Esse aumento no numero de folhas pode ser considerado uma caracteristica importante para
obtencdo de principios ativos. Em estudo realizado com Stevia rebaudiana Bertoni, a maior
producdo de folhas foi obtida no cultivo sob luz azul (RAMIREZ-MOSQUEDA; IGLESIAS-
ANDREU; BAUTISTA-AGUILAR, 2017). Segundo Araljo et al. (2009), as plantas
irradiadas com luz branca absorvem mais os comprimentos de ondas azul e vermelho e grande
parte do verde, necessarios para ganhos energéticos pela fotossintese, bem como para outros
processos fisiologicos. Isto provavelmente justifique os resultados obtidos neste trabalho.

O maior numero de raizes (NR) foi observado no cultivo sob os espectros de luz
branca LED, ndo havendo diferenca estatistica significativa da branca fluorescente (FIGURA
3). Em experimento de multiplicacdo e enraizamento in vitro com Rubus sp, Pasa et al. (2012)
verificaram que a qualidade de luz branca promove maior nimero de raiz na espécie em
relacdo aos outros espectros, 0 que corrobora com a presente pesquisa.

Para o comprimento da maior raiz (CMR), a luz verde obteve a maior média, ndo
diferindo estatisticamente dos espectros de luz azul e 1V:1A . Por outro lado, a luz vermelha
teve o menor valor em relagcdo aos outros tratamentos (FIGURA 3). Em estudo realizado por
Nascimento et al. (2015), plantulas de Kalanchoe daigremontiana sob condi¢fes in vitro e
submetidas a diferentes qualidades de luz, tiveram melhor crescimento de raiz quando
cultivadas sob luzes branca e vermelha. De acordo com George (1996), a luz vermelha
estimula a formacdo do sistema radicular em muitas espécies. Porém, neste trabalho, o
comprimento de raizes foi significativamente positivo sob luzes verde, azul e combinagdo 1:1

de vermelho e azul.



Figura 3 — Crescimento in vitro de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. cultivada durante 40 dias sob diferentes espectros luminosos.
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Legenda: Numero de brotos (NB); Comprimento da parte aérea (CPA cm); Numero de folhas (NF); Numero de raiz (NR); Comprimento da maior raiz (CMR
cm). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Erro
padréo ().

Fonte: Do autor (2018).
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Em relagdo a producgdo de matéria seca de folhas (MSF), a luz branca LED obteve a
maior média (FIGURA 4). A luz branca LED também proporcionou maior producdo de
matéria seca de caule (MSC), ndo diferindo estatisticamente dos espectros verde, fluorescente,
1V:1A e 1V:2A. Em estudos com Achillea millefolium L, a maior producdo de matéria seca
da parte aérea ocorreu no cultivo sob luzes azul, fluorescente e vermelha, respectivamente
(ALVARENGA et al., 2015). Por outro lado, Ferrari et al. (2016), reportaram que as luzes
branca e amarela proporcionaram maior producao de matéria seca da parte aérea em Curcuma
longa L. cultivada in vitro. Esses resultados demostram que cada espécie possui
especificidade a ser submetida a diferentes qualidades de luz.

A maior producdo de matéria seca de raiz (MSR) foi obtida no cultivo sob ldampadas
brancas fluorescentes. Em estudo realizado por Alvarenga et al. (2015), o espectro de luz azul
influenciou positivamente na biomassa seca de raiz em plantulas de Achillea millefolium L.,
cultivadas in vitro. Em trabalho realizado com Curcuma longa L., espectros luminosos branco
e amarelo proporcionaram maior quantidade de matéria seca da raiz (FERRARI et al., 2016).

As plantulas cultivadas sob lampadas brancas fluorescente tiveram maior producdo de
matéria seca total, seguido da branca LED, ndo havendo diferenca significativamente entre
elas (FIGURA 4). Resultados distintos foram encontrados por Bello-Bello et al. (2016), onde
0 acimulo da matéria seca de raiz em Vanilla planifolia Andrews foi obtido de plantulas
submetidas a combinacdo dos espectros azul e vermelho. Para Anthurium andraeanum
(anturio) a matéria seca total, também, foi favorecida na combinacdo de luz azul e vermelha,
seguido pela luz branca (GU et al., 2012). Uma possivel justificativa as variacdes de fitomassa
em resposta a qualidade de luz envolvida, pode ser explicada pela presenca do fitocromo nos
vegetais, que absorve mais luz na regido do vermelho e vermelho-distante, e em menor
intensidade, a luz azul, alocando sua matéria em diferentes 6rgaos do vegetal (MATHEWS,
2010).

De acordo com Ferrari et al. (2016), as plantas se desenvolvem sob luzes variadas
compostas de uma mistura em qualidade e quantidade, ativando varios fotorreceptores, como
os fitocromos. Essas proteinas sdo responsaveis por desempenhar varias fun¢es importantes
como a regulacdo da expressdo génica, alteracbes de membranas, germinacao de sementes e
ciclos circadianos. As respostas observadas nesse experimento com Aeollanthus suaveoelns

provavelmente foram mediadas pelos fitocromos.



Figura 4 — Matéria seca de plantulas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. cultivadas in vitro,sob diferentes qualidades de luz.
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Fonte: Do autor (2018).
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Quanto a concentracdo de pigmentos fotossintéticos, maiores médias de clorofila a,
total e carotenoides foram encontradas nas plantas cultivadas sob luz amarela. A luz branca
produziu maior concentracdo de clorofila b (TABELA 1). Resultado similar foi encontrado
por Victorio et al. (2007), onde a luz amarela proporcionou maior concentracao de clorofila a
e total em plantulas de Phyllanthus tenellus Roxb. No entanto, Rocha et al. (2010) avaliando o
efeito de fontes luminosas na micropropagacgéo de Fragaria x ananassa Duch. (morangueiro),
observaram que as plantulas crescidas in vitro sob luz vermelha tiveram maior concentracédo
de clorofila a e b, enquanto a luz verde reduziu os teores dessas clorofilas. Segundo Darko et
al. (2014), a qualidade da luz é fundamental no funcionamento do aparato fotossintético, pois

influencia na composicao dos pigmentos.

Tabela 1 — Concentracdo de pigmentos fotossintéticos (mg/gt MF) em plantulas de
Aeollanthus suaveolens cultivadas in vitro sob a exposicdo a diferentes
espectros luminosos: verde (VD), amarelo (AM), vermelho (V), fluorescente
(FL), 1V:1A, 1V:2A; Branco (B), Azul (A) e 2V:1A.

Concentracéo de clorofila

Qualidade de Luz Carotenoides

Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
---------------------------- mg/g” MF

VD 0,328 b 0,084 b 0,413 b 0,080 b
AM 0,345 a 0,077 b 0,422 a 0,083 a
\Y 0,271 c 0,068 ¢ 0,339c¢c 0,067 d
FL 0,267 ¢ 0,077 b 0,345c¢c 0,066 d
1V1A 0,281 ¢c 0,062 c 0,344 c 0,070 c
1V2A 0,190 f 0,043 e 0,233 e 0,040 f
B 0,243d 0,161 a 0,404 b 0,052 f
A 0,214 e 0,051d 0,265d 0,048 f
2V1A 0,249d 0,058 d 0,307 e 0,058 e

CV% 0,22 5,26 1,1 1,05

As médias seguidas da mesma letra na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo
com o teste de Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

Para morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.), o maior teor de carotenoides foi
obtido em brotos sob luz vermelha (ROCHA et al., 2010). Entretanto, Moreno-Jiménez, Loza-
Cornejo e Ortiz-Morales (2017), trabalhando com chile serrano (Capsicum annuum L.)
concluiram que a luz azul favorece a producdo de pigmentos fotossintéticos como 0s
carotenoides. Segundo Ramel, Mialoundama e Havaux (2013), a variacdo dos aparatos da
fotossintese sdo fundamentais durante a fase de aclimatizacdo do vegetal por atuar na

fotoprotecdo das moléculas de clorofila, dissipando o excesso de energia luminosa.
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A eficiéncia da utilizacdo de ldampadas LEDs no cultivo protegido de plantas varia
entre os espectros de luz e as espécies, uma vez que as influencia dessas lampadas esta
atrelada as respostas fisiologicas especificas de cada espécie (LAZZARINI et al., 2017). Além
disso, a qualidade da luz tem efeitos importantes sobre o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, especialmente para fotossintese e fotomorfogénese. Segundo Guo et al. (2007), esses
dois processos regulamentam o crescimento, a diferenciacdo e o metabolismo das plantas

através de sinais recebidos pelos fotorreceptores.

4 CONCLUSAO

A utilizagdo de lampadas LEDs é eficaz no cultivo in vitro de A. suaveolens, a luz
branca LED ¢é eficiente no crescimento e desenvolvimento das plantulas. Enquanto que o
espectro amarelo favorece a producdo de pigmentos fotossintéticos. Se o objetivo é produzir
ganho de massa das plantulas, os espectros, branco LED e fluorescente sdo os mais
recomendados no cultivo in vitro dessa espécie. Por outro lado, a luz amarela pode ser
utilizada antes da aclimatizacdo das plantulas, pois pode auxiliar na fotoautotrofia através do

aumento dos pigmentos fotossintéticos, e ter melhores resultados nesse processo.
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ARTIGO 3 - SISTEMA DE VENTILAQAO NATURAL NO CULTIVO IN VITRO DE
Aeollanthus suaveolens MART. EX SPRENG. (LAMIACEAE)

RESUMO

No cultivo in vitro convencional as plantulas sdo mantidas em recipientes fechados, com o
objetivo de evitar a contaminagdo e ressecamento do explante. A ventilagdo dentro dos
recipientes melhora o crescimento das plantas, além de afetar o metabolismo secundario, pois
modificam as condigdes do microambiente formado. Diante disso, objetivou-se avaliar o0 uso
de sistema de ventilacdo, no crescimento e na producdo de pigmentos fotossintéticos de
plantulas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. cultivadas in vitro. Segmentos nodais
contendo um par de folhas foram cultivados sob sistema convencional (SC), sistema de
ventilacdo natural com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4). Aos
40 dias, as plantulas foram avaliadas quanto ao crescimento e a producdo de pigmentos
fotossintéticos. Os sistemas de ventilacdo influenciaram a producdo de pigmentos
fotossintéticos. O maior nimero de membranas porosas (SVN4) além de favorecer o
crescimento e desenvolvimento, aumentou a producdo de pigmentos fotossintéticos de
plantulas de A. suaveolens cultivadas in vitro. Os resultados para razdo de area foliar (RAF),
area foliar especifica (AFE) e razdo de peso das folhas (RPF) foram superiores nos sistemas
de cultivo sem membranas e na presenca de uma membrana (SVN1). Para o cultivo
fotoautotrdéfico de A. suaveolens in vitro, recomenda-se o uso de ventilacdo natural com 4
membranas, pois promove melhor crescimento e aumenta a producdo de pigmentos
fotossintéticos, sendo superior ao sistema de vedac&o convencional.

Palavras-chave: Didxido de carbono. Trocas gasosas. Fotossintese.
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ABSTRACT

In a conventional in vitro plant tissue culture, the seedlings are kept in closed containers, in
order to avoid the contamination and dryness of the explant. The ventilation inside the
containers improves plant growth, and also affects the plant secondary metabolism, since they
modify the conditions of the formed microenvironment. Thus, the objective of this study was
to evaluate the use of a ventilation system on the growth and production of photosynthetic
pigments of Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. grown in vitro. Nodal segments
containing a pair of leaves were grown under conventional system (SC), natural ventilation
system with one (SVNL1), two (SVN2), and four porous membranes (SVN4). After 40 days,
the production of photosynthetic pigments and seedling growth were evaluated. Ventilation
systems influenced the production of photosynthetic pigments. The higher number of porous
membranes (SVN4) supported the plant growth and development, and also increased the
production of photosynthetic pigments in seedlings of A. suaveolens grown in vitro. Results
show that leaf area ratio (RAF), specific leaf area (AFE), and leaf weight ratio (RPF) were
higher in systems without membranes and in the presence of only one membrane (SVNL1). For
photoautotrophic in vitro cultivation of A. suaveolens, the use of natural ventilation with 4
membranes is recommended, as it promotes better growth and increases the production of
photosynthetic pigments, being superior to the conventional sealing system.

Keywords: Carbon dioxide. Gas exchange. Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A espécie Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae), € uma aromatica de
origem africana, introduzida no Brasil para fins medicinais (FERREIRA; TAVARES-
MARTINS; PALHETA, 2017). Na regido Amazonica é conhecida como catinga de mulata,
sendo empregada em banhos de cheiro, em rituais religiosos e em perfumes caseiros
(HARLEY, 2012; LUPE, 2007). Ademais, na medicina popular, é utilizada no combate a
febre, dor de cabeca, afeccOes da pele e olhos, e principalmente como sedativo e
anticonvulsivante (LUPE, 2007; SIMIONATTO et al., 2007).

As técnicas de cultura de tecidos sdo ferramentas biotecnoldgicas importantes para a
multiplicacdo e analise de plantas medicinais (SIAHSAR et al., 2011). Na micropropagacao
convencional, geralmente veda-se o recipiente de cultura para prevenir a contaminacao e a
desidratacdo dos explantes e do meio de cultivo (SCHUELTER et al., 2015). Entretanto, a
tampa ou o tipo de vedacdo podem limitar as trocas gasosas entre 0os ambientes in vitro e ex
vitro, causando disturbios morfofisioldgicos (SALDANHA et al., 2012).

O microambiente formado dentro do frasco no cultivo convencional possui alta
umidade relativa, acimulo de etileno e baixa concentracdo de dioxido de carbono (CO,)
(CHEN, 2006; SCHUELTER et al., 2015). Outra caracteristica importante no cultivo in vitro
¢ a presenca da sacarose no meio de cultivo, sendo considerada a principal ou Unica fonte de
carbono e energia para o crescimento da planta (XIAO; NIU; KOZAI, 2011). Segundo Kozai
e Xiao (2008), a presenca da sacarose no meio de cultivo aumenta o risco de contaminacgéo
microbiana.

As plantulas cultivadas em sistemas convencionais de micropropagacdo podem ter
anormalidades anatdmicas e fisioldgicas. Alguns desses problemas incluem reducdo da
atividade fotossintética, baixo teor de clorofila, abertura do estémato, falta de camada de
cuticula na folha, parénquima anormal da folha e do xilema (VAHDATI; HASSANKHAH,
2014). Essas alteracbes morfofisioldgicas causam alta mortalidade das plantas durante a
aclimatizagcdo (ALVAREZ et al., 2012). O uso de sistema de ventilacdo natural no cultivo in
vitro € uma alternativa para reduzir esses problemas.

A utilizacdo desse método traz grandes vantagens para a micropropagacdo. Esse
sistema diminui a umidade relativa, aumenta a aeracdo e mantém as concentracdes de CO,
adequadas para estimular a fotossintese (MOREIRA, 2013; SALDANHA et al., 2012). O uso
de sistema de ventilagdo natural no cultivo in vitro tem apresentado respostas positivas para o

crescimento e no acimulo de metabdlitos secundarios em algumas espécies: Plectranthus
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amboinicus (Lour.) Spreng. (Lamiaceae) (SILVA et al., 2017); Azadirachta indica A. Juss.
(Meliaceae) (RODRIGUES et al., 2012); Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
(Amaranthaceae) (SALDANHA et al., 2012); Ananas comosus L. Merr (Bromeliaceae)
(SILVA et al., 2014).

Nesse sentido, objetivou-se avaliar os efeitos de sistemas de ventilacdo natural no
crescimento e na producdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Aeollanthus

suaveolens cultivadas in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Estabelecimento do material vegetal in vitro

Sementes de Aeollanthus suaveolens obtidas de plantas matrizes, cultivadas em casa
de vegetacdo foram empregadas neste trabalho. As sementes foram tratadas com hipoclorito
de sodio (1% de cloro ativo) por 5 minutos sob agitacdo constante. Posteriormente, em
camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas com &gua destilada autoclavada por trés
vezes. Em seguida, inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 6 g L-1 de &gar e
pH ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C a 0,1 atm por 20 min. Os tubos
foram mantidos em sala de crescimento sob lampadas brancas-frias fluorescentes com
intensidade de 39 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 1 °C. Ap6s 30 dias,
as plantulas originadas foram multiplicadas em frascos contendo 40 mL de meio MS.

2.2  Sistema de ventilacédo natural

Segmentos nodais (x1 cm), com um par de folhas foram cultivados in vitro sob
sistema convencional (SC) e sistema de ventilagdo natural (SVN). Os explantes foram
retirados de plantulas estabelecidas in vitro e inoculados em frascos contendo 45 mL de meio
MS sem adicdo de sacarose, suplementado cm 5,5 g L™ de agar (Himedia®, tipo 1) e pH
ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 °C a 0,1 atm por 20 min. Apds a
inoculagdo, os tubos foram colocados em sala de crescimento com lampadas brancas frias
fluorescentes (OSRAM®, Brazil), intensidade de 39 pumol m™ s, fotoperiodo de 16 h e
temperatura de 25 + 1 °C.

Os sistemas de ventilacdo natural foram obtidas pela presenca de membranas de
politetrafluoroetileno nas tampas dos frascos de cultivo. As membranas foram montadas

conforme Saldanha et al., (2012). Utilizou-se fita microporosa bege Cremer® e PTFE
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(politetrafluoroetileno) Amanco® (Figura 1A). As membranas porosas consistiam de 4
camadas, sendo a primeira de fita microporosa Cremer®, a segunda de PTFE e a terceira
também de fita microporosa bege Cremer® (FIGURAS 1B, 1C, 1D, respectivamente). Ap6s
estas etapas, cortaram-se estas 3 primeiras camadas em quadrados de 1 cm? (FIGURA 1E-F).
Distribuiram-se separadamente os quadrados sobre a face colavel da fita microporosa,
totalizando 4 camadas (FIGURA 1G). Em seguida, as camadas em quadrados de 1 cm? foram
distribuidas separadamente sobre a face colavel da fita microporosa Cremer®, totalizando as
quatro camadas. Por fim, as camadas em quadrados foram cortadas homogeneamente e
coladas sobre os furos de 1,0 cm de didmetro presentes nas tampas dos recipientes de cultivo
(FIGURA 1H-J).

Figura 1 — Esquema para a montagem das membranas porosas manufaturadas nas tampas dos
recipientes de cultivo (A-J).

Fonte: Duarte (2016).
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O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
totalizando 4 tratamentos: sistema convencional (SC) (auséncia de membrana); sistema de
ventilacdo natural com uma (SVNL1); duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4), cada
tratamento foi constituido por 5, com 4 frascos/repeticdo e 3 explantes por frasco.

Ap0s 40 dias, as plantulas foram avaliadas quanto aos numeros de brotos (NB), folhas
(NF) e raizes (NR) e comprimentos da parte aérea (CPA, cm) e da maior raiz (CMR, cm),
érea foliar total (AFT, cm?), matérias secas de folha (MSF, mg), caule (MSC, mg), raiz (MSR,
mg) e total (MST, mg) e concentracdo de pigmentos fotossintéticos. Para a determinacdo da
matéria seca, as folhas, os caules e as raizes foram colocados em sacos de papel e
acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 35 °C, até peso constante. A area
foliar total foi medida no software WInFOLIATM utilizando um scanner EPSON
PERFECTION V700 PHOTO a partir de todas as folhas presentes nas 5 plantulas
representativas de cada tratamento. Avaliou-se ainda a razdo de éarea foliar (RAF =
AFT/MStotal), area foliar especifica (AFE = AFT/MSfolhas) e razéo de peso das folhas (RPF
= MSfolha/MStotal), esses parametros foram calculados conforme Benicasa (2003). Além
disso, foi estabelecida uma relagédo entre sistema de ventilacdo com 4 membranas e 0 sistema
convencional (SVN4/SC).

2.3  Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A extracdo dos pigmentos clorofila a, b, clorofila total (a+b) e carotenoides foi
realizada segundo metodologia descrita por Costa et al. (2014a) com as seguintes adaptacoes
para 0 método: quantidade do material vegetal e do solvente dimetilsulféxido (DMSO) néo
saturado com CaCOs. Foram utilizados 50 mg de matéria fresca de folhas, sem a nervura
central. Em seguida, o material vegetal foi incubado em 10 mL de DMSO, em tubos Falcon
envoltos em folha de aluminio e colocado em estufa sob temperatura de 65 ° C, durante 24
horas. Ap6s esse periodo, aliquotas das solugdes (3 mL) foram transferidas para uma cubeta
de quartzo com volume de 3 cm® para realizacdo das leituras de absorbancia em espectro
TECAN INFINITY M200 PRO operado com o sistema de processamento de dados I-control®
versdo 3.37, nos comprimentos de onda 480, 649 e 665 nm para carotenoides, clorofila b e a,
respectivamente. Foi feita a leitura do branco, utilizando-se como apenas 0 DMSO. Todas as
leituras foram realizadas em triplicata.

A partir das leituras obtidas determinou- se a concentracdo das clorofilas a, b e
carotenoides utilizando-se as equacdes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 X
Ages) — (3,62 X Agag); clorofila b = (25,06 X Agsg) — (6,5 X Aggs); carotenoides: (1000 X Asggy —
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1,29 x C, — 53,78 x Cp,)/220 , e a clorofila total por meio da soma dos resultados encontrados

das equac0es para clorofila a e b, sendo os resultados expressos em mg/g.

2.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011) foi utilizado para o processamento dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sistemas de cultivo influenciaram o crescimento da espécie Aeollanthus suaveolens
cultivada in vitro em meio MS sem a suplementagdo de sacarose. As plantulas cultivadas sob
sistema de ventilacdo natural tiveram melhores respostas para as variaveis de crescimento em
relacdo aquelas cultivadas no sistema sem ventilacdo. O SVN4 teve as maiores medias para
todas as variaveis de crescimento analisadas. Por outro lado, as plantulas cultivadas na
auséncia de membranas apresentaram os menores valores para todos os parametros avaliados
(TABELA 1).

Tabela 1 — Crescimento in vitro de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae)
cultivada durante 40 dias sob sistemas de ventilagdo natural, com uma (SVNL1),
duas (SVN2), quatro membranas porosas (SVN4) e sistema convecional (SC).
NB: nimero de brotos; CPA: comprimento da parte aérea; NF: nimero de folhas;
NR: nimero de raizes; CMR: comprimento da maior raiz; matérias secas de folha
(MSF); caule (MSC); raiz (MSR); total (MST). Relacdo entre SVN4 e SC
(SVN4/SC). CV: coeficiente de variagdo.

Sistemas de cultivo

Variaveis

olicadas sC SUNLI  SVN2  SVN4 SVN4/SC  CV%
NB 112¢c  159b  167b  20la 1,79 13, 56
CPA(cm)  175¢  308b  458a  469a 2,7 11,55
NF 694c  918b  10,78a 1116a 0,14 6,21
NR 490c  557b  560b  659a 1,3 6,17
CMR (cm)  492c  848b  850b  91l4a 1,8 5,58
MSF (mg)  574d  140lc 22,69b 2585a 45 8,36
MSC(mg) 097d  275¢  492b  6,00a 6,1 10,69
MSR (mg)  255d  7,87c  11,87b 13,99a 5,5 8,28
MST (mg)  926d  24,63c 3948b  4584a 5,0 7,24

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma linha, de acordo
com o teste de Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor 2018.
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Através da relacdo SV4/SC observou-se que as matérias secas no sistema de
ventilagdo com quatro membranas obtiveram um ganho entre 4,5 a 6 vezes em relagdo ao
sistema sem ventilacdo. Tal fato pode estar relacionado a uma condicdo fotoautotrofica
promovido pelo maior nimero de membranas porosas. 1sso permitiu maior absor¢do dos
nutrientes devido a maior evapotranspiracdo do meio cultivo e maior troca gasosa promovida
pelo aumento no nimero de membranas (FIGURA 1). A deficiéncia de crescimento das
plantulas cultivadas na auséncia explica-se devido a auséncia de sacarose no meio de cultivo.
Segundo Kozai (2010), a suplementacdo de uma fonte de carbono no meio de cultivo é
importante, pois desempenha vérias fungdes essenciais, fornecendo energia para o

metabolismo vegetal.

Figura 2 — Plantulas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) em meio MS,
sem adicdo de sacarose, sob sistema convencional (SC) e sistemas de ventilacdo
natural, com uma (SVN1), com duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4).

SVN1

Fonte: Do autor (2018).
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As plantulas cultivadas com a presenca de membranas apresentaram maior acimulo de
matéria seca, indicando a importancia da troca gasosa para a morfogénese in vitro dessa
espécie. Estes resultados podem estar relacionados ao aumento da taxa fotossintética causada
pela maior disponibilidade de CO, sob sistema de ventilacdo natural em relacdo ao sistema
convencional. Segundo Arigita et al. (2010), a estimulacéo da troca de gas entre 0 ambiente
externo e o interno pelo sistema de ventilagdo natural favorece a absorcdo efetiva de
nutrientes do meio de cultivo pelas plantulas, aumentando o crescimento das mesmas.

Vaérios estudos relataram que o aumento na troca gasosa, nos frascos utilizados na
propagacdo in vitro de plantas, favorece o crescimento e desenvolvimento das plantas. Em
estudo realizado por Saldanha et al. (2012), verificou-se que o sistema de ventilacdo natural
melhorou o crescimento in vitro de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. O sistema de
ventilagdo natural com uma e duas membranas, otimizaram o crescimento in vitro de
segmentos apicais e nodais de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (SILVA et al., 2017).
O sistema alternativo de membranas foi benéfico também para a propagacdo in vitro de
Azadirachta indica A. Juss. (RODRIGUES et al., 2012).

Em relacdo a area foliar total (AFT), o tratamento SVN4 superou todos 0s outros
sistemas de cultivo (TABELA 3). Acredita-se que o tratamento SVN4 proporcionou maior
entrada de CO; e, consequentemente, maior capacidade fotossintética, proporcionando maior
crescimento das plantulas. Segundo Souza et al. (2014) quanto maior a area foliar, maior a
taxa fotossintética das plantas. Os resultados para razdo de area foliar (RAF), area foliar
especifica (AFE) e razdo de peso das folhas (RPF) foram superiores nos sistemas de cultivo

sem membranas ou na presenca de uma membrana (SVN1).

Tabela 2 — Area foliar total (AFT), razdo de éarea foliar (RAF), area foliar especifica (AFE) e
razdo de peso das folhas (RPF) de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng.
(Lamiaceae) cultivada in vitro aos 40 dias, sob diferentes sistemas de cultivo
(sistema convencional (SC) e sistema de ventilagdo natural (SVN) com 1, 2 e 4
membranas porosas). Coeficiente de variacao (CV).

Sistemas de Cultivo  AFT (cm?) RAF (cm*mg) AFE (cm¥mg)  RPF (mg/mg)

sC 5,03 d 0,55a 0,88a 0,85a
SVN1 12,00 ¢ 049a 0,86a 083a
SVN2 15,08 b 0,380 0,67 0,82b
SVN4 19,06 a 041D 0,73 b 081D
CV (%) 14,68 16,57 16,76 2,01

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna, de acordo
com o teste de Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).
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A RAF ¢é a razdo entre area foliar responsavel pela interceptacdo de energia luminosa e
CO,, e a matéria seca total da planta. A RAF declina enquanto a planta cresce em fungdo do
autossombreamento, com a tendéncia da diminuicdo da area foliar Util (BENINCASA,
2003). Esta pode ser uma explicacdo para os resultados do presente trabalho, pois o
tratamento (SC) com menor AFT teve maior RAF. O mesmo ocorreu no trabalho de Souza et
al. (2014) e de Chagas et al. (2013), estudando Rosmarinus officinalis L. e Mentha arvensis
L., respectivamente em casa de vegetacao.

A é&rea foliar especifica (AFE) expressa a razdo entre a area foliar e a matéria seca da
folha. Sendo considerado um importante fator do ponto de vista fisiologico, por descrever a
alocacdo da biomassa da folha por unidade de area (SCALON; FRANCO, 2007). Segundo
Barreiro et al. (2006), o decréscimos na AFE indicam aumento na espessura da folha
resultante do aumento e do tamanho do nimero de células nas plantas.

A RPF representa a fracdo de matéria seca que ndo é exportada das folhas para as
outras partes da planta. Em uma planta jovem que é constituida por grande parte de folhas, os
valores da RPF séo elevados e decrescem com o0 tempo, pois as outras partes das plantas que
surgirdo, crescerdo a partir do material translocado das folhas. E um indice de analise de
crescimento importante para plantas cujo interesse econémico esté nas folhas (COSTA et al.,
2014b; PEIXOTO; CRUZ; PEIXOTO, 2011).

Em relacdo ao conteldo de pigmentos fotossintéticos, 0 aumento na troca gasosa
elevou a producdo de pigmentos das plantas. Os sistemas SVN2 e SVN4 obtiveram o0s
acumulos maximos clorofila a, total e carotenoides, ndo sendo estatisticamente diferentes do
SV1 para a clorofila total. O SVN1 teve a maior concentragdo de clorofila b, os demais
tratamentos (SC, SVN2, SVN4) n&o diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 3 — Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Aeollanthus suaveolens
Mart. ex Spreng. (Lamiaceae), cultivadas in vitro durante 40 dias, sob diferentes
sistemas de cultivo: sistema convencional (SC) e sistemas de ventilagdo natural,
com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4). CV:
coeficiente de variagédo

. . Clorofila a Clorofilab Clorofila total Carotenoides
Sistemas de cultivo (mg/g de MF) (mg/g de MF) (mg/g de MF) (mg/g de MF)
SC 0,15¢ 0,05b 0,20b 0,04 b
SVN1 0,23 b 0,11a 0,33 a 0,04 b
SVN2 0,28 a 0,08 b 0,36 a 0,07 a
SVN4 0,29 a 0,09b 0,38 a 0,08 a
CV% 10,84 18,37 8,12 21,64

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna, de acordo
com o teste de Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).
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Resultados similares foram relatados para outras espécies, como exemplo de
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (SILVA et al., 2017); Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen (SALDANHA et al., 2012); Juglans regia L. (HASSANKHAH et al., 2014).
Segundo Silva et al. (2008) o aumento da concentracdo de CO2 no interior dos frascos durante
0 crescimento in vitro estimula a producdo de altas taxas fotossintéticas em plantas cultivadas
em condi¢es fotoautotréficas.

O sistema de ventilacdo natural mantém a concentracdo de CO, dentro do recipiente
de cultivo adequada para estimular a fotossintese (SALDANHA et al., 2012). Resultados
semelhantes foram encontrados por Barbosa (2016), cultivando plantas de pimenta malagueta
(Capsicum frutescens) em frascos com membranas ventiladas, obtiveram melhor crescimento
e resposta fotossintética, quando comparadas ao ambiente de cultivo convencional com
frascos vedados. De acordo com Zobayed, Armstrong e Armstrong (2001), é importante que
ocorra a troca de ar entre ambiente e fresco, pois assim, as plantulas in vitro desenvolvem a
capacidade de construir seu aparelho fotossintético e também de crescerem independentes de

fontes de carbono exdgenas.

4 CONCLUSAO

O sistema de micropropagacdo em ventilacdo natural com 4 membranas, promove
melhor crescimento in vitro de plantas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. e aumenta

a producdo de pigmentos fotossintéticos, sendo superior ao sistema de vedagdo convencional.
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