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RESUMO

Lippia filifolia Mart. & Shauer ¢é pertencente a familia VVerbenaceae e é endémica do Cerrado.
Essa espécie apresenta potencial medicinal devido a producdo de compostos volateis que
constituem seu 6leo essencial. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da qualidade
luminosa com uso de diodos emissores de luz (LEDs) sobre o crescimento e desenvolvimento
in vitro de L. filifolia e na producdo de compostos volateis. Quatro tratamentos foram
elaborados de acordo com o comprimento de onda dos LEDs branco (controle), azul,
vermelho e combinacéo vermelho/azul. Apos 45 dias de experimento, parametros biométricos
e bioquimicos foram analisados. A qualidade da luz influenciou o crescimento e o
metabolismo das plantulas. As plantulas apresentaram maior altura sob luz vermelha e branca
e maior acumulo de biomassa, brotacbes e entrenés sob a combinacdo dos LEDs
vermelho/azul. O maior conteudo de carboidratos total foi observado na combinacdo dos
LEDs vermelho/azul, enquanto a luz branca proporcionou maior conteldo de pigmentos
fotossintetizantes. Foi observado pouca influéncia da qualidade da luz sobre a composigéo do
6leo essencial, onde a concentracdo do composto majoritario nao foi alterada. Eucaliptol, com
alto valor econdmico, foi 0 composto com maior concentracdo no 6leo essencial de L. filifolia

in vitro.

Palavras-chave: Eucaliptol. Cerrado. Planta aromatica. Oleos Essenciais.



ABSTRACT

Lippia filifolia Mart. & Shauer belongs to the Verbenaceae family and is endemic to the
Cerrado biome. This species has medicinal potential due to the production of volatile
compounds that constitute its essential oil. The objective of this study was to evaluate the
effects of light quality using light emitting diodes (LEDs) on the in vitro growth and
development of L. filifolia and on the production of volatile compounds. Four treatments were
developed according to the wavelength of the white (control), blue, red and red/blue
combination of LEDs. After 45 days, biometric and biochemical parameters were analyzed.
The quality of light influenced on seedling growth and metabolism. The seedlings showed
higher heights under red and white light and greater accumulation of biomass, shoots and
internodes under the combination of red/blue LEDs. The highest total carbohydrate content
was observed in the combination of red/blue LEDs, while the white light provided a higher
content of photosynthetic pigments. There was little influence of the quality of light on the
composition of the essential oil, in which the concentration of the major compound was not
changed. Eucalyptol, with high economic value, was the compound with the highest

concentration in the essential oil of in vitro L. filifolia.

Keywords: Eucalyptol. Cerrado. Aromatic plant. Essential oils.
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1. INTRODUCAO

A familia Verbenaceae engloba importantes espécies com potencial econdmico
devido suas caracteristicas aromaticas, especialmente as pertencentes ao género Lippia, com
destaque para producdo dos 6leos essenciais que confere as espécies propriedades medicinais
(OLIVEIRA et al., 2014). Lippia filifolia Mart. & Shauer € uma espécie endémica dos campos
rupestres, localizada na Cadeia do Espinhaco, Minas Gerais, com a vegetacao do tipo cerrado
(lacto sensu) e solo pobre e rochoso (BRASIL, 2020). Campos Rupestres apresentam
vegetacdes altamente diversificadas devido as suas condi¢cdes ambientais extremas e a grande
diferenga espacial de onde se encontram, sendo evidente uma elevada concentragdo de
espéecies endémicas (RAPINI et al., 2008). L. filifolia além de endémica, apresenta
importancia medicinal reconhecida devido a producdo de metabdlitos essenciais que
compdem o 6leo essencial (PEIXOTO et al., 2006), sendo assim uma importante espécie que
pode ser utilizada nos hospitais publicos como fitoterapicos (SOUSA et al., 2008).

Terpenos, principalmente monoterpenos, sdo 0s metabolitos secundarios encontrados
em maiores concentrac@es nas folhas de L. filifolia, como por exemplo a canfora e o limoneno
(SINGULANI et al., 2012). A céanfora é relacionada a agdo anti-inflamatéria em humanos
(BORGES etal., 2017), enquanto o limoneno é responsavel por diferentes fungdes
medicinais, como acdo contra tumores em mamiferos, além de ser um importante
medicamento nas terapias contra cancer (DE RESENDE et al., 2015). Plantas produtoras
desses compostos podem ser propagadas em ambientes controlados com a finalidade de
aumentar sua producdo. O cultivo in vitro facilita a producdo de compostos de interesse, ja
que o fotoperiodo, irradiancia e os comprimentos de onda podem ser ajustados de diferentes
formas (SAEZ et al., 2013).

A micropropagacao € uma importante ferramenta para producdo em larga escala de
plantulas de variadas espécies, colaborando assim para propagacdo de espécies medicinais,
onde estudos com uma grande variedade de individuos com o mesmo material genético sao
necessarios para a melhor compreensdo da produgdo de seus compostos (ROUT,
SAMANTARAY, 2000; MORAIS et al., 2012). No cultivo in vitro, a luz é um dos fatores
mais relevantes que exerce forte influéncia no crescimento e regeneracdo das plantulas
(FARHADI et al. 2017). Além disso, a luz afeta direta e indiretamente a producdo de
compostos em espécies medicinas, que estdo associados a sintese de metabolitos secundarios

gue compdem os Gleos essenciais, ja que estes sdo oriundos de compostos do metabolismo
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primario (LAZZARINI et al., 2018). Os Diodos Emissores de Luz (LEDs), principalmente o
LED azul e o LED vermelho, possuem acéo registrada no melhoramento do crescimento
vegetal, na morfogénese e na inducdo de maior producdo de compostos volateis em
comparacdo com as plantas cultivadas sob luzes fluorescentes, que sdo comumente utilizadas
nas salas de crescimento (ANDRADE et al., 2015; MANIVANNAN et al., 2017). Quando,
por exemplo, o efeito da qualidade da luz sobre o conteldo de metabolitos secundarios de
uma espécie medicinal, Myrtus communis L., foi avaliado, o maior contetdo de flavonoides
foi observado no tratamento com luz vermelha (CIOC et al., 2018).

Dessa forma, o LED é uma importante ferramenta para estudar o funcionamento da
planta além das andlises convencionais de pigmentos fotossintéticos, que estdo diretamente
relacionados com a luz. E possivel analisar também o efeito da qualidade luminosa sobre o
conteddo de malondialdeido (MDA) e da atividade da enzima Fenilalanina amdnioliase
(PAL). Estudar o conteudo de MDA é importante por ser o principal indicativo para mensurar
a extensdo da peroxidacéo lipidica (MA et al., 2017), onde provavelmente o aumento do seu
conteddo esta relacionado com a ocorréncia de estresse oxidativo (HENDGES et al., 2015).
Enquanto isso, a PAL é uma enzima chave que estd envolvida na via dos fenilpropanoides e
na consequente formacdo de flavonoides (DLUGOSZ-GROCHOWSKA et al., 2016). Os
flavonoides, alem de estarem envolvidos na defesa da planta (AZUMA et al.,, 2012),
proporcionam ac¢des benéficas para salde humana no tratamento contra diversas doencas
(CIANCOLINI et al., 2013). Diante disso, 0 uso de LEDs combinado com a técnica de
propagacdo in vitro pode ser uma ferramenta importante para proporcionar o aumento na
producdo de compostos de interesse em espécies endémicas com importancia medicinal e
econdmica.

Considerando que espécies endémicas ocorrem em populacdes geralmente pequenas e
que a area de sua habitacdo sofre acbes antropoldgicas e ambientais severas (MENEZES,
GIULIETTI, 1986), a propagacdo em larga escala via cultivo in vitro de L. filifolia, uma
espécie endémica pouco explorada e com importante potencial medicinal, requer uma atengéo
maior. Tal campo de pesquisa se torna ainda mais exploravel quando ha a possibilidade de
agregar técnicas biotecnoldgicas promissoras, como o0 uso de LEDs. Portanto, objetivou-se
estudar o uso de lampadas LEDs coloridas, como fonte luminosa monocromatica e

dicromatica, na propagacéao in vitro e producdo de compostos volateis de L. filifolia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lippia filifolia Mart. & Schauer

A familia Verbenaceae compreende cerca de 36 géneros e 1000 espécies de plantas
distribuidas pelas regides tropicais (SOUZA, LORENZI, 2012), sendo o Brasil o pais com
maior diversidade de tadxons, com aproximadamente 16 géneros e 290 espécies vegetais
(SALIMENA, MULGURA, 2015). As plantas pertencentes a essa familia geralmente
apresentam forma de arbustos ou subarbustos (COSTA et al., 2017).

Entre todos os géneros que pertencem a familia Verbenaceae, destaca-se Lippia,
integrando cerca de 200 espécies com marcante aparéncia e odor agradavel (OLIVEIRA et al.,
2006). A cadeia do Espinhaco, localizada no estado de Minas Gerais, e na Chapada
Diamantina, no estado da Bahia, sdo os dois principais centros de diversidade do género
(PEIXOTO et al., 2006). Esse género apresenta importante utilidade medicinal popular, como
efeito em disturbios gastrointestinais e doencas respiratérias (PASCUAL et al., 2001 ; DE
ALMEIDA et al., 2018), devido a producdo de Oleos essenciais que sdo utilizados como
agentes antifungicos, antimicrobianos, larvicidas e anestésicos (LINDE et al., 2010).

Com caracteristicas aromaticas, L. filifolia € um arbusto com altura variando de 0,5 a 1
metro, possui ramos glabrosos ou glandulares, as folhas sdo densamente glandulares e as
flores possuem coloracdo amarela ou alaranjada (PEIXOTO et al., 2006) (Figura 1). Suas
sementes sdo as Unicas reportadas como fotoblasticas negativas do género Lippia, com alta
taxa de germinacdo nessa condicdo, além disso, o florescimento da espécie ocorre no periodo
chuvoso entre os meses de janeiro e agosto (PIMENTA et al., 2007). Dessa forma, métodos
que preservem e proporcionem maior taxa de producdo da espécie sdo necessarios.

Levando em conta que a cadeia do espinha¢o possui historico de destruicdo pela
atividade de mineradoras e garimpos, atividade comum na regido (MENEZES, GIULIETTI,
1986), e que por isso muitas espécies endémicas correm risco de extingdo, estudos com
espécies do género Lippia, com importancia econdmica e medicinal ja conhecida, colaboram
para maior propagacao e conservacdo de espécies endémicas (PEIXOTO et al., 2006). L.
filifolia, alem de nativa e endémica do Brasil, apresenta uma distribui¢do confirmada em um
bioma com caracteristicas especificas, além de ser medicinalmente importante, no entanto
suas sementes sdo recalcitrantes e fotoblasticas negativas, dificultando sua propagacéo pelos
métodos convencionais (PEIXOTO et al., 2006).



13

Figura 1 - L. filifolia no seu habitat natural, Campos Rupestres - MG

Fonte: Cedido pelo Prof. Paulo H. P. Peixoto (2007)

2.2 Oleos Essenciais

Os metabdlitos secundéarios, também denominados de fitoquimicos, sdo compostos
quimicos produzidos pelas plantas por meio de véarias rotas metabdlicas, com a principal
funcdo de defesa vegetal contra ataque de patdgenos e herbivoros, além de estresses abidticos,
como por exemplo, altos niveis de radiacdo ultravioleta (HOLOPAINEN et al., 2018). Uma
classe dos diversos metabolitos secundarios sdo os terpenos (KOPSELL, SAMS, 2013), que
incluem pigmentos como os carotenoides e 0s compostos volateis como 0s monoterpenos e
sesquiterpenos, importantes constituintes dos 6leos essenciais (HAJLAOUI et al., 2010).

Os oleos essenciais produzidos pelas plantas sdo oriundos do metabolismo secundario
e sdo compostos ricos em substancias bioativas (MEDEIROS et al., 2011). Para as plantas,
funcionam com uma forma de atragdo de insetos ou animais polinizadores, ocasionando na
disseminacdo de sementes ou até proporcionar uma defesa contra os ataques de herbivoros e
patdgenos (COSTA et al., 2015). Para o ser humano, efeitos benéficos j& estdo sendo

relatados por meio de diversos estudos, como acgdo contra doencgas gastrointestinais e
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respiratdrias, por exemplo (ALVARENGA et al., 2015; BATISTA et al., 2016; LAZZARINI
etal., 2018).

Lippia alba apresenta diferentes monoterpenos na composicdo do seu 0leo essencial
(PANDELO et al., 2012), que possui diversos beneficios para saide humana, como funcdes
analgésica, anti-inflamatoria e antifingica (OLIVEIRA et al. 2014). Enquanto isso, 0 0leo
essencial de Lippia gracilis Schauer apresenta atividades antimicrobiana, citotdxica e anti-
inflamatdria, além de acaricida, principalmente pela presenca de monoterpenos de timol e
carvacrol na sua composicdo (SANTOS et al. 2016). Ja em L. filifolia outros diversos
monoterpenos constituem seu Oleo essencial, como cénfora, canfene e limoneno
(SINGULANI et al., 2012). Cada um dos compostos pode apresentar uma acdo que confere a
planta funcdo medicinal, como por exemplo, o limoneno pode ser usado no tratamento contra
o cancer (DE RESENDE et al., 2015), sendo dessa forma, importante a realizacdo de estudos
da producéo alternativa desses compostos.

Pesquisas envolvendo o cultivo in vitro de plantas medicinais e aromaticas
demonstram que a qualidade e intensidade luminosa influenciam a producdo de compostos
que estdo relacionados diretamente com a biossintese de metabdlitos secundarios e,
consequentemente, podem alterar a formacédo e constituicdo dos 6leos essenciais (BATISTA
et al., 2016). Para Lippia rotundifolia Cham., por exemplo, as plantulas crescidas sob LED
azul apresentaram maior contetdo de mirceno e limoneno (DE HSIE et al., 2019), enquanto
para Myrtus communis L., outra espécie medicinal, o maior contelddo de flavonoides foi
sempre observado sob luz vermelha, quando apenas o efeito da luz sobre o contetdo de

metabolitos secundarios foi considerado (CIOC et al., 2018).

2.3  Light-emitting diode (LED)

Diferentemente das tradicionais lampadas utilizadas, como as fluorescentes, LEDs nédo
utilizam um filamento ou descarga de gas (MITCHELL et al., 2015), sendo o movimento de
elétrons por meio de um material semicondutor a fonte produtora da iluminagdo (HELD,
2009). Dessa forma, ao contrario das lampadas fluorescentes que devem ser substituidas
periodicamente e apresentam alto consumo de energia elétrica enquanto geram calor
(GUPTA, JATOTHU, 2013), os LEDs possuem a capacidade de produzir um fluxo luminoso
alto com baixa emisséo de calor e manter sua eficacia por anos (SINGH et al., 2015). Além

disso, os LEDs apresentam a versatilidade de exibir apenas o comprimento de onda desejado,
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sem necessidade de uso de filtros de cores como é exigido para a iluminag&o tradicional
(GUPTA, JATOTHU, 2013).

Os LEDs podem ser brancos ou monocromaticos, sua cor é determinada pelo intervalo
de energia do semicondutor utilizado e estdo disponiveis em diversos comprimentos de onda,
desde o ultravioleta (250 nm) até o infravermelho (1000 nm) (MITCHELL et al., 2015).
Dessa forma, os LEDs podem ser modulados para promover uma iluminagdo mais uniforme e,
devido seu comprimento de onda ser mais estreito e estavel, podem ser combinados (exemplo:
LED azul + LED vermelho) para produzir o espectro desejado (SHUKLA et al., 2017).

Embora os LEDs apresentem mais caracteristicas positivas que negativas se
comparados as lampadas tradicionais, como as fluorescentes, existem desvantagens que
podem dificultar o seu uso. Um dos principais pontos negativos é que um elemento individual
dentro do sistema de iluminacdo por LED ndo pode ser substituido como acontece nas
lampadas tradicionais, assim, se uma das luzes LED se apagar, deve haver a troca de toda
unidade (GUPTA, JATOTHU, 2013). No entanto, os LEDs continuam sendo considerados a
fonte luminosa mais econdmica, potente e eficiente (ALVARENGA et al., 2015).

A qualidade da luz apresenta maior influéncia no crescimento e desenvolvimento das
plantas se comparado aos outros fatores ambientais, como fotoperiodo e intensidade luminosa
(WANG et al., 2016). Em ambientes naturais, as plantas sdo adaptadas as variacdes na
intensidade e composicdo espectral da luz do dia, onde a disponibilidade de luz visivel na
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, 400-700 nm), com picos de absorbancia nas regides
azul (420-490 nm) e vermelha (620-660 nm), é a principal responsavel por induzir respostas
de crescimento das plantas (HOLOPAINEN et al., 2018). A partir do aparecimento e avango
dos LEDs, o fornecimento de uma fonte luminosa alternativa promissora para o crescimento
das plantas se tornou possivel (YEH, CHUNG, 2009).

No cultivo in vitro, lampadas fluorescentes sdo comumente utilizadas para aumentar o
nivel de fluxo de fotons fotossintéticos, simulando a luz solar, no entanto sua irradiacdo
méaxima geralmente é fora dos picos de absorcdo da planta, alem de ndo ser possivel afirmar
com precisdo 0s comprimentos de onda utilizados (GUPTA, JATOTHU, 2013).
Recentemente, com o0 avango da tecnologia, o uso de LEDs como fonte luminosa para as
plantas atraiu significativo interesse nas pesquisas.

A luz apresenta participacdo ativa nos processos metabolicos das plantas e o cultivo in
vitro € uma importante ferramenta que possibilita a propagacdo em larga escala com producéo

de compostos de interesse, uma vez que apresenta versatilidade ao permitir alterar a qualidade
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e intensidade luminosa, assim como o fotoperiodo (SAEZ et al., 2013). Dessa forma,
combinar essas duas vertentes possibilita a obtencdo de interessantes resultados. Existem
relatos que o uso de LEDs no cultivo in vitro proporciona respostas especificas do
crescimento, desenvolvimento e producdo de compostos ativos (ALVARENGA et al., 2015).

Muitos trabalhos sdo encontrados demonstrando que LEDs azuis monocromaticos
proporcionam maiores conteddos de pigmentos (MENGXI et al., 2011; PAWLOWSKA,
2017; LAZZARINI et al., 2018). Isso se deve ao fato da luz azul ter acdo ativa sobre o
desenvolvimento do cloroplasto, além de apresentar uma possivel relagdo com a expressao de
genes relacionados a sintese de clorofila (LI et al., 2017). Enquanto isso, a ldmpada LED
vermelha é capaz de emitir espectro de luz proximo da absorbancia da clorofila e fitocromos
(MUNEER et al. 2014), o que pode ocasionar em maior crescimento para plantulas cultivadas
in vitro, como foi observado no estudo com uma planta medicinal, M. communis, em que a
maior altura das brotaces foi registrada no tratamento com LED vermelho (CIOC et al.,
2018).

E evidente que as luzes vermelha e azul apresentam impacto no crescimento e
biossintese de metabolitos secundarios nas plantas, pois constituem as principais fontes de
energia para a assimilacdo fotossintética de CO> (LIN et al., 2013). Dessa forma, a
combinagdo do LED azul com o LED vermelho, em muitos estudos, apresentou os melhores
resultados para as andlises biométricas de forma geral, como maior acimulo de biomassa e
maior taxa de crescimento (LIU et al., 2014; HUNG et al., 2016; HSIE et al., 2019).
Provavelmente esse fato ocorra porque a condutancia estomatica e, consequentemente, as
taxas fotossintéticas tendem a aumentar quando a luz azul é complementada com a vermelha,
resultando em maior crescimento e acimulo de biomassa (TANAKA et al., 2009).

Apesar de cada tipo de luz ter sua acdo ja conhecida, as respostas morfoldgicas e
fisioldgicas das plantas crescidas sob LEDs diferem em relagdo ao comprimento de onda
utilizado e a espécie escolhida, estagio de desenvolvimento e tipo do explante. Dessa forma, é
extremamente importante novas pesquisas utilizando LEDs como fonte luminosa com
diferentes espécies para melhor compreensdo do efeito da qualidade da luz no crescimento e

desenvolvimento vegetal, colaborando assim para futuras pesquisas.
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RESUMO

Lippia filifolia Mart. & Shauer é uma espécie medicinal, endémica do cerrado, aromatica e
produtora de Oleos essenciais. Os terpenos sdo 0s compostos bioativos produzidos por essa
espécie. Esse € uma estudo pioneiro ao avaliar o efeito da qualidade luminosa no crescimento,
desenvolvimento e na producdo de compostos volateis in vitro de L. filifolia. O efeito da
qualidade da luz foi avaliado por meio dos tratamentos com LEDs: branco (controle),
vermelho, azul e a combinacdo vermelho/azul. Aos 45 dias de experimento, parametros
biométricos, conteudo de pigmentos fotossintetizantes, atividade especifica da enzima PAL,
conteddo de MDA, concentracdo de carboidratos e o perfil do 6Oleo essencial foram
analisados. A qualidade da luz influenciou significativamente o crescimento in vitro de L.
filifolia, assim como o metabolismo das plantulas. A combinacdo dos LEDs vermelho/azul se
destacou ao induzir, de forma geral, maior acimulo de biomassa, numero de brotacdes,
entren0s e maior taxa de carboidratos para as plantulas cultivadas sob esse tratamento. Além
disso, ndo alterou a concentracdo do composto majoritario do 6éleo essencial, eucaliptol, que
apresenta reconhecido valor econémico.

Palavras-chave: Qualidade luminosa. Eucaliptol. Oleo Essencial.

1. INTRODUCAO

Lippia filifolia Mart. & Shauer € uma espécie endémica dos campos rupestres,
encontrada na Cadeia do Espinhaco, Minas Gerais. Com caracteristicas aromaticas, essa
espécie € um arbusto com altura aproximada de 1 metro, possui folhas densamente
glandulares e as flores possuem coloracdo amarela ou alaranjada (PEIXOTO et al., 2006).
Essa espécie possui caracteristicas medicinais atribuidas a producdo dos metabdlitos
secundarios que constituem o 6leo essencial, principalmente monoterpenos como céanfora e
limoneno (SINGULANI et al., 2012). A canfora possui acdo anti-inflamatéria (BORGES
etal., 2017), enquanto o limoneno tem acdo importante no tratamento do cancer (RESENDE
et al., 2015). Dessa forma, técnicas que possibilitem aumentar a producdo desses compostos
sdo importantes para a industria farmacéutica e comércio, além de aumentar a propagacao de
espécies endémicas (SAEZ et al., 2013).

A cultura de tecidos de plantas € uma forma utilizada para aumentar a producgdo de
biomassa e metabdlitos secundéarios e, combinada com o uso de LEDs, promove interessantes
resultados, como, por exemplo, a utilizagdo do LED azul, que aumenta o acimulo de
compostos bioativos em Bacopa monnieri (L.) Wettst. (Brahmi), uma importante espécie
medicinal ( WATCHARATANON et al., 2019). Além disso, € uma importante ferramenta
para a rapida propagacdo e conservagdo de plantas raras e ameacadas (GUPTA, JATOTHU,
2013). Isso é possivel devido a versatilidade do cultivo in vitro de permitir alterar a qualidade
e intensidade luminosa, assim como o fotoperiodo e temperatura (SAEZ et al., 2013). Varios
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fatores influenciam o crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro, no entanto, dentre
os diversos fatores, a luz é o mais importante (GUPTA, JATOTHU, 2013).

A luz constitui a fonte de energia primaria para o crescimento vegetal e o diodo
emissor de luz (LED) € uma importante fonte alternativa de iluminacéo artificial (DARKO et
al., 2014). Os LEDs estdo sendo cada vez mais utilizados como fonte luminosa nas salas de
crescimento dos laboratérios de cultura de tecido devido a ampla gama de vantagens sobre o
sistema de iluminacdo convencional, lampadas fluorescentes, como comprimento de onda
especifico, alta durabilidade e ndo emissdo de calor (AGARWAL, GUPTA 2016; BELLO-
BELLO etal., 2017; SHUKLA et al. 2017).

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da qualidade da luz utilizando LEDs
coloridos como fonte luminosa monocromatica e dicromatica na propagacao in vitro da L.
filifolia, visando entender o crescimento e desenvolvimento dessa espécie nessas condicGes e

na producdo de compostos volateis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Condig0es gerais do experimento e estabelecimento in vitro da cultura

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecido de Plantas,
situado no setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas
Gerais. Todas as plantas utilizadas durante o estudo foram oriundas da cole¢édo in vitro do
Laboratorio de Fisiologia Vegetal, no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). A colecdo € constituida de plantas coletadas no Campo
Rupestre — Minas Gerais (lat: -18.297 167 e long: -43.839 WGS84), sob nimero do voucher
CESJ 49008, depositado no herbario Leopoldo Krieger na UFJF. Este trabalho foi registrado
na plataforma SisGen (Registro C6A094D) do banco de Lippias, de acordo com a Lei da
Biodiversidade Brasileira n®. 13.123/2015.

Para o estabelecimento in vitro das plantas, foi seguido o protocolo descrito e
detalhado por Peixoto e colaboradores (2006) com modificagdes, sem o uso de reguladores de
crescimento, onde segmentos caulinares (1 a 2 cm) foram inoculados em meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de &gar (7,0 g L) e sacarose (30 g L). O pH
do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121 °C; 1,1 atm durante 21

min. Em seguida as plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 °C
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+ 2 °C, fotoperiodo de 16 h com 36 umol de fotons m? s de luz fornecida por quatro
lampadas LEDs brancas. As plantulas cresceram por 45 dias nas salas de crescimento.

2.2 Comprimento de onda

Segmentos nodais (1 a 2 cm) de pléantulas pré-estabelecidas foram cultivados em
meio MS sem uso de reguladores de crescimento.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos, com 100 plantulas cada, utilizando lampadas de LED sob diferentes
comprimentos de onda monocromaticos ou em combinacdo medidos com um
espectroradidmetro (Figura 1), detalhados a seguir:

Tratamento 1 (controle): Lampadas de LED brancas (400-700 nm);

Tratamento 2: Lampadas de LED azul (pico em 450 nm);

Tratamento 3: LAmpadas de LED vermelho (pico em 650 nm);

Tratamento 4: Lampadas de LEDs vermelho (2 lampadas) e azul (1 lampada)
combinados na proporc¢édo de 67% de luz vermelha e 33% de luz azul.

A intensidade luminosa média estabelecida para todos os tratamentos foi de 36 pmol

de fotons m2s™, medida por meio do Infrared Gas Analyser (IRGA).

2.3 Anadlises Biométricas

As andlises biométricas das plantulas constaram da avaliacdo, apds 45 dias de cultivo
in vitro, das seguintes variaveis: comprimento da plantula, nimero de brotacGes e entrends,
assim como acumulo de biomassa fresca por meio da massa em gramas. Para essas analises,

21 plantulas foram fotografadas e as variaveis foram medidas pelo programa ImageJ®.

2.4 Analises Bioguimicas

Partes aéreas inteiras frescas de cada plantula (folhas e caules) foram utilizadas para
todas as andlises e os dados enzimaticos foram expressos de acordo com a atividade
especifica de cada enzima (ou seja, com base no teor de proteinas de cada amostra). As
amostras vegetais foram armazenadas a - 80 °C até o momento de suas andlises. Para cada

analise, 12 repeti¢Oes foram utilizadas.
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Figura 1: Caracterizacdo espectral dos diodos emissores de luz (LEDs): (a) Tratamento 1 (controle):
Lampadas de LED brancas (400-700 nm); (b) Tratamento 2: Lampadas de LED azul (450 nm); (c)
Tratamento 3: Lampadas de LED vermelho (650 nm); (d) Tratamento 4: Lampadas de LED com
combinagdo de 2 (duas) vermelha: 1(uma) azul.

2.4.1 Pigmentos Fotossintetizantes

A extracdo e quantificacdo de clorofilas e carotenoides foi realizada de acordo com o
método de Lichtenthaler e Buschmann (2001), com modificagdes. Para isso, 200 mg de
matéria fresca foram imersas em 10 mL de acetona 80% (v/v) durante 15 dias. Ao final, foram
realizadas as leituras em espectrofotdmetro: 663,2 nm para clorofila a, 646,8 nm para clorofila

b e 470 nm para carotenoides.

2.4.2 Conteludo de proteinas e atividade da enzima Fenilalanina amoénialiase (PAL)

A atividade da PAL foi determinada de acordo com o método estabelecido por Mehta
e Bhavnarayana (1981). Inicialmente, 300 mg do material vegetal foram macerados em
nitrogénio liquido e PVPP. Em seguida, 0 macerado foi homogeneizado em tampao fosfato de
sodio 50 mM (pH 6,5). O extrato foi centrifugado a 14.000 g por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi retirado e colocado em uma placa de Elisa UV, contendo o meio de reacéo,
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em banho-maria a 38 °C por 60 minutos. O meio de reacdo foi composto por 19,8 pL de
tampé&o Tris-HCI 40 mM (pH 8,8) e 9,8 uL de L-fenilalanina 87,5 mM, sendo 161 pL do meio
de reacdo para cada amostra. Ap6s o tempo de reacdo, foi adicionado 10 uL de HCI 6M em
cada amostra para que a mesma fosse paralisada e, as leituras de absorbancia das amostras
realizadas no espectrofotdmetro a 280 nm com uma aliquota de 9 uL.

A determinacdo das proteinas foi realizada de acordo com o método de Bradford
(1976). Para tanto, foram utilizados os reagentes: corante Comassie Blue G-250, H3PO4 85%
(v/v), e etanol 95% (v/v). Em seguida, foi utilizada uma aliquota de 6 pL do sobrenadante
homogeneizado para determinacdo da PAL e 294 uL do reagente preparado. Logo apoés, a
absorbancia de cada amostra foi lida em um espectrofotdmetro a 595 nm, sendo o teor de
proteinas determinado por intermédio de curva de calibracdo, utilizando BSA (albumina de

soro bovino) 1 mg mL* como padréo.

2.4.3 Peroxidacdo Lipidica

Para a quantificacdo da peroxidacdo lipidica foi utilizado o método do é&cido
tiobarbitarico, de acordo com o que foi descrito por Buege e Auge (1978), com modificacdes
referentes a quantidade de matéria fresca utilizada. Dessa forma, 400 mg de cada uma das
amostras vegetais foram maceradas em de nitrogénio liquido e PVPP. Em seguida, o
resultante foi homogeneizado em 1500 uL de TCA 1% (v/v) e centrifugado a 12000 g por 15
min a 4 °C. Logo apds, foi retirada a aliquota de 250 uL do sobrenadante e pipetada em
eppendorf contendo 250 puL do meio de reacdo composto por acido tiobarbitdrico 0,5% e
TCA 20%. Ap0s esta mistura, ambos foram mantidos em banho maria a 95 °C durante 30 min
e, posteriormente, colocados em banho com gelo, visando a paralisacdo da reacdo. Em
seguida, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm. Por meio de célculos

especificos, a peroxidacao lipidica foi expressa por nmol MDA.

2.4.4  Anélises de carboidratos

Para a quantificacdo dos agucares sollveis (AST) totais foi utilizado o método da
antrona (hidroxiantranceno) (YEMM e WILLIS, 1954). Para isto, foi pesado 40 mg de
antrona e logo apos foi adicionado 1,0 mL de agua destilada. Posteriormente, foi adicionado
20 mL de acido sulfdrico concentrado (H2SOs4). Foi adicionado 0,6 mL de extrato bruto e,

depois, 0 reagente antrona. Apds a preparacao da solucgdo, os tubos foram agitados em vortex
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e levados a banho-maria 100°C por trés minutos. Por fim, foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 620nm.

Com o intuito de realizar a quantificacdo de agUcares redutores, foi utilizado o método
do DNS, que contém os seguintes reagentes: acido dinitrossalicilico (DNS), hidroxido de
sodio, tartarato duplo de sodio (sal de Rochelle), glicose (10 mM). Para a realizacdo das
andlises foram realizadas solucdes estoque. Nesse sentido, foi adicionado 50 mL de hidréxido
de sodio, 2,59 de DNS e 125 mL de agua destilada. Em seguida, a solucdo foi agitada até a
sua total dissolucdo. Posteriormente, foram adicionados 759 de sal de Rochelle e completados
em 250 mL com agua destilada. Posteriormente, a solucéo foi submetida a banho-maria 100°C
por cinco minutos. Apés o resfriamento, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 540nm.

A extracdo e a determinacdo do conteudo de amido total foram realizadas através do
método de McCready et al. (1950). Ap6s uma segunda centrifugacdo com 2 mL de MCA, o
sobrenadante foi descartado e foi usado o precipitado para a quantificacdo de amido. Foi
adicionado ao precipitado 1 mL de alcool etilico 80%, aquecido a 50-60°C, para eliminacéo
do conteudo de acucares sollveis totais que ainda estavam presentes nas amostras. Apos
centrifugagdo por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e a extragdo do amido foi
iniciada a partir do precipitado. O precipitado foi entdo acrescido de 1 mL de acido perclorico
30% e centrifugado a 10000 rpm, por 15 minutos. Aliquotas 33 de 1 mL das amostras foram
adicionadas em 2mL de antrona 0,2%. Em seguida, as solu¢bes foram agitadas e aquecidas
em agua fervente, por trés minutos. Apos resfriamento, a leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro, a 620 nm. Como padrdo foi utilizado glicose (Sigma® G 8270) diluida

em acido perclérico 30%.

2.4.5 Andlise quimica do 6leo essencial

Aproximadamente 300 mg de material vegetal fresco foram acondicionados em
micritubos de centrifuga de 2 mL, com a adicdo de 500 pL de hexano. Os microtubos foram
fechados e, em seguida, levados para um banho de ultrassom durante 10 minutos, para que
houvesse uma melhor extracdo dos compostos do Oleo essencial. ApoOs essa etapa, foi
adicionada uma pequena por¢do de Na2SO4 anidro em cada frasco para a remocao da agua e
foi feita a coleta do extrato uilizando-se uma micropipeta e algodao (que serviu como um
filtro). O extrato foi acondicionado no vial de analise e reservado em geladeira até 0 momento

de analise cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrémetro de massas (GCMS-QP2010 Plus;
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Shimadzu). Foi utilizada uma coluna Rtx-5MS® (Restek) de 30 m x 0,25 mm. A
programacéo da temperatura do forno comegou numa temperatura inicial de 70 °C, mantida
por 3 min, seguida por um aumento de 6 °C min—1 até 300 °C. O injetor foi operado no modo
split (1:10), a temperatura de 240 °C, a interface e o detector de massas operaram a 300 °C.
Utilizou-se hélio como gés de arraste, com fluxo de 1,53 mL min—1. Uma mistura padrdo de
hidrocarbonetos lineares (C9H20; C10H22: ... C25H52 e C26H54) foi injetada nas mesmas
condi¢cdes das amostras. A identificacdo dos constituintes foi realizada comparando-se 0s
espectros de massa obtidos com os do banco de dados da NIST 9.0 (correlagdo > 97%) e
confirmado pelo seu indice de retencdo calculado para cada constituinte e comparado aos
dados na literatura (ADAMS, 2007). As concentracdes de cada um dos compostos (expressas

em porcentagem) foram calculadas de acordo com as areas dos picos dos resultados.

2.5 Analises Estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado para todos o0s
experimentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
software estatistico RStudio. De acordo com os resultados da ANOVA, os dados dos fatores

qualitativos foram comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélises Biométricas

Os resultados obtidos sugerem que a qualidade da luz influenciou significativamente a
altura das plantulas, namero de brotacfes e entrends, assim como o acimulo biomassa
(Figuras 2 e 3). Apoés 45 dias de experimento, as maiores médias de altura foram observadas
no tratamentos Controle (LED branca) e no tratamento com LED vermelho (Figuras 2A, 3A e
3C). Enquanto isso, a combinacdo dos LEDs vermelho/azul induziu maior nimero de
brotacdes e entrends e maior ganho de biomassa fresca se comparado ao controle (Figuras 2B,
2C e 3D).
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Figura 2: Efeito da qualidade da luz no crescimento e desenvolvimento da L. filifolia em um periodo
de 45 dias com uso de diferentes LEDs (branco — 400 — 700 nm; azul — 450 nm; vermelho — 650 nm;
combinagdo 2vermelho/lazul) como fonte luminosa. (A) Altura (cm) das plantulas, (B) nimero de
brotacbes, (C) nimero de entrends e (D) biomassa fresca das pléantulas (g). Médias que ndo

compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Em um estudo com Lippia gracilis Schauer, cultivada in vitro sob intensidade
luminosa de 42 pumol m2s™?, as plantulas sob LEDs vermelho e branco apresentaram as
maiores médias de altura, além de ser observado um efeito negativo da luz azul em relacdo ao
crescimento (LAZZARINI et al., 2018). No presente trabalho, que é pioneiro ao testar o efeito
da qualidade da luz por meio de LEDs coloridos no crescimento e desenvolvimento de L.
filifolia, resultados semelhantes foram observados, ja que o tratamento com LED vermelho e
0 controle apresentam as maiores alturas, enquanto o tratamento com LED azul e a
combinacdo vermelha/azul resultaram nas menores meédias se comparado ao uso da luz
vermelha monocromatica como fonte luminosa. Corroborando com esses resultados, HSIE et

(2019) observaram para Lippia rotundifolia Cham. maior altura das plantulas no
tratamento com LED vermelho a uma intensidade de 42 umol m2 s, enquanto o LED azul e
a combinacdo vermelho/azul apresentaram menor crescimento. Em contraste, em

determinado estudo com uma espécie com propriedades medicinais, Achillea millefolium L., 0
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maior comprimento da parte aérea foi observado no tratamento com luz monocromatica azul a
uma intensidade luminosa de 25 pumol m2 s (ALVARENGA et al., 2015).

Figura 3: Plantulas ap6s 45 dias de experimento. (a) Tratamento 1 (controle): Lampadas de LED
brancas (400-700 nm); (b) Tratamento 2: Lampadas de LED azul (pico em 450 nm); (c) Tratamento 3:
Lampadas de LED vermelho (pico em 650 nm); (d) Tratamento 4: Lampadas de LED com
combinagdo de 2 (duas) vermelha: 1(uma) azul.

A luz vermelha exerce acéo direta na morfogénese da planta devido, provavelmente, a
inducdo da transformacao no fitocromo (LEGRIS et al., 2019), além de ser essencial para o
desenvolvimento fotossintético (CHOI et al., 2015). Fitocromos, receptores da luz vermelha e
vermelha distante, controlam o desenvolvimento em diversas condi¢cdes ambientais ao longo
de todo o ciclo de vida vegetal (LEGRIS et al., 2019). Isso devido as suas duas formas
fotoconversiveis, uma que é sintetizada primeiramente e é inativa (Pr) e outra, ap6s absor¢ao
da luz vermelha, que é ativa (Pfr), sendo essa transicdo necessaria para quase todas as
respostas conhecidas (LEGRIS et al., 2019). No entanto, no presente estudo, o tratamento
combinando as lampadas de LED vermelho/azul ndo resultou em diferengas significativas
para altura em relacdo ao controle e ao tratamento com luz monocromatica vermelha, no
entanto, foi possivel observar maior acuimulo de biomassa e maior nimero de brotacGes
(Figura 2A, 2D, 3D).

Em um estudo com pléantulas de Lippia alba Mill. cultivadas in vitro sob LEDs
coloridos a uma intensidade de 41 pmol m2s™, os niveis mais altos de biomassa foram
observados no tratamento com a combinagdo azul/vermelho (BATISTA et al., 2016).
Corroborando com esses resultados, no presente estudo, o maior acimulo de massa fresca,
assim como 0s maiores numeros de brotacdes e entrends, foram observados na combinacgao

vermelho/azul em relacdo ao controle (Figura 2B e 2C). Resultados semelhantes foram
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encontrados em um estudo com Pfaffia glomerata Spreng., uma espécie amplamente utilizada
na medicina tradicional, onde o maior acimulo de biomassa ocorreu, de forma geral, na
combinagio azul/vermelho, com uma intensidade luminosa de 80 pmol m2 s (SILVA et al.,
2019).

O uso da luz vermelha e azul ja é conhecido por estimular o acimulo da biomassa da
planta (GOINS et al., 2001; LI et al., 2012), assim como o conteldo de pigmentos como o
carotenoide, sendo entdo os LEDs com comprimento préximo a 400 nm e 700 nm
amplamente utilizados no cultivo in vitro como principal fonte de energia para assimilacao de
carbono (GUPTA, SHAQO, 2015; RAMIREZ-MOSQUEDA et al., 2017). Isso devido ao fato
das luzes vermelha e azul induzirem respostas na planta por meio dos fotorreceptores. Na
natureza, normalmente a luz solar ativa mais que um fotorreceptor ao mesmo tempo, que
geralmente interagem e dependem um do outro, no entanto, a relacdo pode mudar de acordo
com o ambiente luminoso (CHEN et al., 2017). Dois fotorreceptores, fitocromo B e
criptocromo 1, por exemplo, podem ser sinérgicos em certas situacdes e, em outras, suas
acOes podem se tornar independentes, ou seja, cada um exercer uma funcdo distinta (CASAL
et al., 2000). Quando sinergéticos, o efeito resultante da interacdo € significativamente maior
que o efeito da luz monocromética. A complexidade do efeito da qualidade da luz no
desenvolvimento vegetal ainda é alta e difere de acordo com a espécie utilizada e
comprimento de onda escolhido.

3.2 Analises Bioguimicas

3.2.1 Pigmentos fotossintetizantes

Os teores de clorofila, a e b, foram maiores no tratamento controle (LED branco) se
comparado com os LEDs vermelho e azul, separadamente e em combinagdo, assim como o
conteddo de carotenoides (Figura 4).

Estudos relatam que a luz azul promove maior conteudo de clorofila em comparagdo com
a luz vermelha, resultando em maior eficiéncia fotossintética (POUDEL et al., 2008;
MENGXI et al., 2011; PAWLOWSKA, 2017; LAZZARINI et al., 2018). Isso se deve ao fato
de que o desenvolvimento do cloroplasto é promovido com a luz azul em comparagdo com a
luz vermelha, provavelmente apresentando uma relagdo com a expressdo de genes
relacionados a sintese de clorofila (LI et al.,, 2017). No entanto, no presente estudo, o
tratamento com LED branco apresentou as maiores médias para todos os resultados obtidos de

teores de pigmentos e o tratamento com LED azul as menores médias de clorofila a, b e
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carotenoides em relacdo ao controle (Figuras 4A, 4B e 4C). Resultados semelhantes foram
encontrados em estudo com crescimento in vitro de espécie com importancia medicinal,
Platycodon grandiflorum (Jacg.), sob LEDs azuis, vermelhos e combinacdo azul/vermelho, no
qual diferencas significativas ndo foram encontradas entre os tratamentos, com uma
intensidade luminosa de 50 pumol de fétons m? s, no entanto, o contetido de pigmentos foi
maior em todos se comparado com o controle (lampadas fluorescentes) (LIU et al., 2014). Em
outro estudo, explantes nodais de L. gracilis crescidos sob LED branco apresentaram maior
producdo de pigmentos fotossintetizantes se comparado aos tratamentos com LEDs azul,
vermelho e a combinagdo azul/vermelho (LAZZARINI et al., 2018).
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Figura 4: Contetdo de pigmentos fotossintetizantes sob diferentes LEDs (branco — 400 — 700 nm; azul
— 450 nm; vermelho — 650 nm; combinacéo 2vermelho/lazul). (A) Clorofila a (ug/g de matéria fresca

- MF), (B) Clorofila b (ug/g MF), (C) Carotenoides (png/g MF). Médias que ndo compartilham uma
letra sdo significativamente diferentes.

A condutancia estomatica e, consequentemente, as taxas fotossintéticas tendem a
aumentar quando a luz azul é complementada com a vermelha, apresentando maior contetdo

de pigmentos fotossintetizantes e ocasionando maior acimulo da biomassa (YORIO et al.,
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2001; TANAKA et al., 2009). No entanto, neste trabalho, ndo houve uma relagdo do acimulo
de biomassa com o aumento de conteudo de pigmentos (Figuras 2D, 4). Podemos inferir que
possivelmente o acimulo de biomassa e 0os maiores teores de carboidratos sdo oriundos da

fonte de sacarose fornecida no préprio meio de cultura.

3.2.2 Atividade da enzima PAL

A qualidade da luz influenciou a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL).
Como pode ser observado na Figura 5, plantulas submetidas ao tratamento com LED azul
apresentaram maior atividade da PAL, seguido pelo tratamento com LED vermelho e LED
branco (controle). O tratamento com a combinagdo LED vermelho/azul apresentou a menor

média se comparado com o tratamento com LED azul monocromatico (Figura 5).
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Figura 5: Atividade especifica da enzima PAL referente aos diferentes LEDs coloridos (branco —
400 — 700 nm; azul — 450 nm; vermelho — 650 nm; misto-combinac¢do 2vermelho/lazul). Médias
gue ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Os compostos fendlicos produzidos nos tecidos das plantas séo resultados da ativacéo,
pela luz azul, da PAL, enzima chave que estd envolvida na via dos fenilpropanoides,
responsavel pela desaminacdo da fenilalanina (DLUGOSZ-GROCHOWSKA et al., 2016). A

fenilalanina liga o metabolismo primario e secundario (SCHMIDT et al., 2010) e é logo
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convertida em acido cindmico pela PAL, dando continuidade a uma série de reacGes até a
formagéo de flavonoides (LIU et al., 2018).

A luz vermelha pode aumentar significativamente a atividade da PAL como uma resposta
do fitocromo, estimulando a producdo dos compostos fenélicos (MOHR, SCHOPFER, 1995).
No entanto, a luz azul pode induzir a acdo de criptocromos, resultando na biossintese de
antocianinas por meio da atividade da PAL (BIAN et al., 2015). Mais estudos sdo necessarios
para compreender a relacdo da atividade da PAL com a qualidade da luz, principalmente
utilizando LEDs, ja que os resultados sdo contrastantes em muitas espécies. No presente
estudo, que e pioneiro em medir a atividade da PAL para L. filifolia, foi observado que o
tratamento com LED azul apresentou a maior média referente a atividade especifica da
enzima, mas diferiu significativamente apenas na combinacdo de LEDs vermelho/azul, que
apresentou a menor média. Resultado semelhante foi observado em um estudo com
Cyclocarya paliurus (Batal), onde o prolongamento do cultivo com luz azul a uma
intensidade de 50 umol de fétons m? s?, além da luz verde, resultou em maior expressio
génica de PAL para essa espécie. Em contrapartida, no cultivo in vitro de uma espécie
ornamental, Dianthus caryophyllus L., o LED vermelho a uma intensidade luminosa de 50
umol m2s?, aumentou significativamente a atividade da enzima PAL (LIU et al., 2018). Mais
uma vez € possivel perceber que os resultados diferem sempre em relacéo a qualidade da luz e

a espécie escolhida.

3.2.3 Peroxidacdo Lipidica

A qualidade da luz influenciou significativamente no conteddo de MDA nos
tratamentos com LEDs. Como demonstrado na Figura 6, os tratamentos com LED azul e LED
vermelho, isoladamente, apresentaram concentracdes significativamente menores de
malondialdeido (MDA) se comparados ao tratamento controle (LED branco) e a combinacéo
de LEDs vermelho/azul, que ndo diferiram entre si (Figura 6).

O conteudo de MDA ¢ importante por ser o principal indicativo para mensurar a
extensdo da peroxidacdo lipidica (MA et al., 2017). Assim, um aumento do MDA esta
correlacionado com a ocorréncia de estresse oxidativo (HENDGES et al., 2015). Em algumas
espécies cultivadas in vitro com luz monocromatica azul como fonte luminosa, foi
demonstrado que a atividade de enzimas antioxidantes foi significativamente maior no
tratamento com LED azul seguida pelo LED vermelho (MANIVANNAN et al., 2015), sendo

uma forma eficiente para ativar o sistema de defesa, consequentemente reduzindo a
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concentracdo de espécies reativas de oxigénio (MENGXI et al., 2011) e assim evitando o
estresse oxidativo.

Dessa forma, o cultivo in vitro pode ser beneficiado pela luz azul monocromatica, ja
gue na micropropagacao as plantulas sdo expostas a alta umidade no interior dos tubos, baixa
concentracdo de CO., redugédo das trocas gasosas, baixa radiacdo fotossinteticamente ativa
(NGUYEN et al., 2016), constituindo fatores que interferem diretamente na fisiologia e
bioquimica vegetal. Tal fato pode justificar o alto contedtdo de MDA para o tratamento com

luz branca, normalmente utilizada nas salas de crescimento.
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Figura 6: Conteido de MDA das plantulas ap6s 45 dias submetidas a LEDs coloridos (branco — 400 —
700 nm; azul — 450 nm; vermelho — 650 nm; misto-combinagdo 2vermelho/lazul). MDA:
malondialdeido. Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

Peroxidacdo Lipidica (nmol MDA mg-1 MF)

Dessa forma, o uso monocromatico dos LEDs azul e vermelho diminui
consideravelmente conteddo de MDA, sendo importante para evitar danos ao sistema de

membrana em plantulas de L. filifolia cultivadas in vitro.

3.2.4 Teores de carboidratos
A qualidade da luz apresentou efeito significativo sobre o conteddo de carboidratos nas
plantulas de L. filifolia cultivadas in vitro (Figura 7). As maiores médias obtidas de agucares
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soluveis totais (AST), amido, sacarose e agUcares redutores foram observadas na combinacao
LED vermelho/azul (Figuras 7).

Em estudos com espécie de importancia econdmica mundial, Solanum tuberosum L.,
cultivada sob LEDs com intensidade luminosa de 40 pmol de fétons m2s, o maior contetido
de AST foi encontrado na combinacdo azul/vermelho (JIANG et al., 2019). Resultados
semelhantes foram encontrados em outro estudo com uma espécie extensivamente cultivada,
Phoenix dactylifera L., onde o maior conteudo de AST, além de amido, foram observados na
combinacdo dos LEDs vermelho/azul, apesar da grande diferenca da intensidade luminosa, 80
umol de fotons m2 s, Corroborando com esses resultados, o presente estudo apresentou o
maior contetdo de carboidratos na combinacdo LED vermelho/azul, onde além de AST e
amido, foi observado o maior contetdo de agUcares redutores e sacarose nesse tratamento. Em
contraste, em um estudo com cultivo in vitro de orquideas sob diferentes LEDs, o tratamento
com luz monocromatica vermelha promoveu o maior acuimulo de AST e amido a uma
intensidade luminosa de 50 pmol de fotons m2s* (MENGXI et al., 2011).
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Figura 7: Contetdo de carboidratos das plantulas ap6s 45 dias de experimento com LEDs coloridos
como fonte luminosa (branco — 400 — 700 nm; azul — 450 nm; vermelho — 650 nm; misto-combinagéo
2vermelho/lazul). (A) AST: aglcar sollvel total (umol de glicose/g MF), (B) Amido (umol de
glicose/g MF), (C) Sacarose (umol de glicose/g MF) e (D) Acucares redutores (umol de glicose/g
MF). Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.
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A formacdo e distribuicdo de carboidratos na planta é de fundamental importancia para
muitos processos vegetais, como 0 crescimento vegetativo e reprodutivo, assim como na
relacdo fonte-dreno (OSAKI, 2001). Alem disso, os acucares também podem estimular a
biossintese de metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos, conferindo propriedades
antioxidantes ao sistema da planta (KHAN et al., 2018). Isso devido ao fato de os metabolitos
secundarios serem formados a partir de reacdes envolvendo compostos do metabolismo
primario, como gliceraldeido-3-fosfato e piruvato que estdo envolvidos da biossintese de
terpenos.

A proporcdo da faixa do vermelho e azul presente no LED pode afetar o conteido de
carboidratos devido, provavelmente, a interacdes sinergéticas entre fitocromos e criptocromos
(KIM et al., 2004), apresentando maiores concentracfes de carboidratos se comparado ao o

uso das luzes monocromaticas.

3.2.5 Composicao do 6leo essencial

Pela analise qualitativa da composicdo quimica dos volateis de L. filifolia ficou
evidenciado pouca diferenca em relacdo a qualidade da luz (Figura 8). Os seis componentes
majoritarios foram identificados e analisados em relacdo as suas concentragfes. No presente
estudo, eucaliptol foi identificado como o composto majoritario dos constituintes volateis da
espécie, seguido por a-pineno, tujeno, y-terpineno, cariofileno e limoneno, todos terpenos. Os
LEDs vermelho e azul monocromaticos proporcionaram maior concentracdao de limoneno em
relacdo ao tratamento controle (LED branco). O LED vermelho apresentou maior
porcentagem para gamma terpineno se comparado a combinacdo LED vermelho/azul (Figura
8).

Para algumas espécies do género Lippia, os LEDs monocromaticos também
proporcionaram diferencas nos resultados das analises dos oOleos essenciais. Para L.
rotundifolia, por exemplo, mircenona foi identificado como composto majoritario dos
constituintes volateis produzido in vitro, sendo observado para o tratamento com LED
vermelho monocromatico uma maior concentragdo do composto (DE HSIE et al., 2019). J&
para L. gracilis o componente majoritario, carvacrol, obteve maior acimulo quando as
plantulas foram cultivadas sob LED azul monocromatico (LAZZARINI et al., 2018). No
entanto, resultados diferentes foram observados em um estudo com uma espécie

medicinalmente importante, A. millefolium, onde o uso dos LEDs vermelho e azul
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monocromaticos no cultivo in vitro causou uma reducdo na concentracdo de constituintes
volateis (ALVARENGA et al., 2015).

Para L. filifolia, a qualidade luz ndo alterou a concentracdo do composto majoritario,
eucaliptol, que apresenta alto interesse econémico e medicinal. Isso devido esse composto,
um Oxido terpenoide, ser responsavel por fragrancia agradavel e dotado por uma série de
atividades bioldgicas, sem apresentar qualquer efeito colateral (GONDIM et al., 2018), além
de ser util no tratamento de bronquiolite, sinusite e resfriados (BEER et al., 2017). Esse
resultado pode ser util para pesquisas futuras envolvendo a producdo alternativa desse
composto, colaborando para a industria farmacéutica que jd o utiliza na constituicdo de

diversos medicamentos.
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Figura 8: Analise da composicdo do 6leo essencial de L. filifolia destacando os seis principais
componentes dos constituintes volateis em relacdo a qualidade da luz (branco — 400 — 700 nm; azul —
450 nm; vermelho — 650 nm; misto-combinagdo 2vermelho/lazul). Compostos que ndo compartilham

uma letra sdo significativamente diferentes.
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Surpreendentemente, Singulani e colaboradores (2012), ao analisar a composi¢ao quimica
do bleo essencial de varias espécies do género Lippia, relataram que a canfora foi o composto
majoritario do 6leo essencial de L. filifolia, enquanto o eucaliptol apareceu em baixissima
concentracdo, 3%, na composicdo do 0leo. Os autores, diferentemente do presente estudo que
utilizou plantulas no cultivo in vitro, realizaram a analise do 6leo essencial de folhas coletadas
na cadeia do espinhago.

Dessa forma, podemos destacar que podem existir quimiotipos diferentes de L. filifolia
ou no cultivo in vitro a espécie apresenta outro comportamento. As diferencas entre
quimiotipos podem estar relacionadas com o conteudo de DNA da planta (VICCINI et al.,
204), sendo entdo o controle por fatores genéticos maior se comparado com fatores
ambientais. Em um estudo com L. alba, resultados semelhantes podem ser observados quando
0 gendtipo influenciou mais que a prépria qualidade da luz no perfil de Oleos essenciais,
sendo que para cada um dos trés genétipos avaliados, foi encontrado um composto majoritario
diferente (BATISTA et al., 2016).

4. CONCLUSAO

A qualidade da luz no cultivo in vitro de L. filifolia influencia o crescimento e o
metabolismo das plantulas. A combinacdo dos LEDs vermelho/azul estimula, de forma geral,
0 maior acimulo de biomassa, maior nimero de brotagdes e numero de entrends, assim como
induz o maior contetdo de carboidratos nas plantulas, sendo entdo indicada para o cultivo in
vitro de L. filifolia visando maior taxa de regeneracdo e propagacdo. A qualidade luminosa
ndo altera a concentracdo do composto majoritario, eucaliptol, das plantulas cultivas in vitro,

possibilitando uma producdo alternativa, rapida e pratica do composto.
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