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RESUMO

A Serralha (Sonchus oleraceus L.), é uma planta muito conhecida pelas suas
propriedades medicinais, fazendo parte da alimentacdo humana, pelas suas caracteristicas
nutricionais e por apresentar compostos fendlicos em sua composicgdo. Os fatores fisicos como
intensidade, qualidade de luz e o ambiente de sistema de cultivo influenciam diretamente o
crescimento e o metabolismo secundario das muitas plantas medicinais. Objetivou-se avaliar a
producdo de mudas in vitro de Sonchus oleraceus sob efeito de intensidades de fluxo de fétons,
comprimento de ondas e sistemas de ventilagdo natural no crescimento, pigmentos
fotossintéticos e acimulo de compostos fendlicos. No experimento de intensidade de luz, os
segmentos nodais foram cultivados em meio de cultura MS sob intensidade de 26, 70, 100, 113
e 144 pmol m 2 “s 1. No experimento de qualidade de luz, as plantulas de segmento nodal foram
inoculadas em meio MS em sete espectros de luzes LEDs: vermelha; azul; verde; branca; 70%
vermelha: 30% azul; 50% vermelha: 50% azul; 30% vermelha: 70% azul. No experimento de
sistemas de ventilacdo natural (SVN), os segmentos nodais com um par de folha, foram
cultivados em quatro sistemas de ventilagdo: sistema convencional (SC), sistema de ventilacdo
com membrana microporosa na tampa com um furo (SVN1), com dois furos (SVN2) e com
quatro furos (SVN4), na auséncia de sacarose. Os experimentos foram avaliados ap6s 40 dias
de cultivo das plantulas sendo avaliados: nimero de folhas, matéria seca da folha, do caule e da
raiz, pigmentos fotossintéticos e teores de compostos fendlicos totais. Plantulas de serralha em
altas intensidades produziu maior nimero de folhas (> 0,6 cm) e baixas intensidades de luz
produziu maior namero de folhas (< 0,3 cm). Maiores intensidades de luz proporcionaram
maior acimulo de matéria seca para todas as varidveis analisadas. As intensidades acima de 70
umol m2s-! promoveram maiores taxas fotossintéticas. Os espectros de luz afetaram o ganho
de matéria seca das plantulas de Sonchus oleraceus in vitro. O cultivo das plantulas sob a luz
branca LED indicou os maiores acimulos de matéria seca de folha, caule, raiz e total, seguido
do espectro de 70%V:30%A. Nos espectros monocromaticos vermelhos e verdes, as plantulas
apresentaram uma tendéncia de estiolamento. A luz verde induziu maiores teores de clorofila
a, b e carotenoides, seguida pela combinacdo de 70%V:30%A. As plantulas cultivadas sob a
luz branca LED apresentaram os maiores valores para compostos fendlicos. O sistema de
ventilacdo natural com as membranas porosas influencia no crescimento de serralha in vitro.
No sistema de ventilacdo com quatros membranas porosa (SVN4), as plantulas obtiveram os
maiores valores para numero de folha e matéria seca (MSF, MSC, MSR e MST) e também para
os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides). Os teores de compostos fendlicos
foram maiores no sistema de ventilagdo com quatro membranas (SVN4). Desse modo, 0s
resultados apontaram que as plantulas de Sonchus oleraceus possui um melhor
desenvolvimento nas intensidades entre 70 a 144 umol ms-1, no espectro de luz branca e no
sistema de sistema de ventilagdo com quatro membranas (SVN4).

Palavras-chave: Troca gasosa. Irradiancia. Espectro.



ABSTRACT

Sowthistle (Sonchus oleraceus L.) is a plant well known for its medicinal properties,
being part of human food, important due to its nutritional characteristics and for presenting
phenolic compounds in its composition. Physical factors, such as light intensity, light quality
and the growing environment, directly influence the growth and secondary metabolism of the
medicinal plants. This work aimed to evaluate the in vitro plantlets production of Sonchus
oleraceus under the effect of photon flux intensities, wavelengths and natural ventilation
systems on growth, photosynthetic pigments and accumulation of phenolic compounds. In the
light intensity experiment, nodal segments were grown in MS culture medium under intensity
of 26, 70, 100, 113 and 144 umol m?s™. In the light quality experiment, nodal segment
seedlings were inoculated on MS medium under seven LED light spectra: red; blue; green;
white; 70% red: 30% blue; 50% red: 50% blue; 30% red: 70% blue. In the natural ventilation
systems (SVN) experiment, nodal segments with one pair of leaves were grown in four
ventilation systems: conventional system (SC), ventilation system with microporous membrane
in the lid with one hole (SVN1), with two holes (SVN2) and four holes (SVN4), in the absence
of sucrose. The experiments were evaluated after 40 days of cultivation regarding: number of
leaves, leaf, stem and root dry matter, photosynthetic pigments and total phenolic compounds
contents. Sowthistle seedlings grown under high light intensities produced greater number of
leaves (> 0.6 cm) and low light intensities produced greater number of leaves (< 0.3 cm). Higher
light intensities provided greater dry matter accumulation for all variables analyzed. Intensities
above 70 pmol m™2s™ promoted higher photosynthetic rates. The light spectra affected the dry
matter gain of Sonchus oleraceus seedlings in vitro. Plantlets under white LED light indicated
the highest leaf, stem, root and total dry matter accumulations followed by the 70%V:30%A
spectrum. In the monochromatic red and green spectra the seedlings showed a tendency to
stiolate. Green light induced higher chlorophyll a, b, and carotenoid contents followed by the
70%V:30%A combination. Plantlets grown under white LED light showed the highest values
for phenolic compounds. The natural ventilation system with more porous membranes
influences the growth of saw palmetto in vitro. In the ventilation system with four porous
membranes (SVN4), the seedlings achieved the highest values for leaf number and dry matter
(SFM, SCM, SRM and TSS) and also for photosynthetic pigments (chlorophyll a, b and
carotenoids). The contents of phenolic compounds were higher in the four-membrane
ventilation system (SVN4). Therefore, the results indicated that the Sonchus oleraceus plantlets
had a better development at intensities between 70 and 144 pmol m™s?, in the white light
spectra and in the four-membrane ventilation system (SVN4).

Keywords: Gas exchange. Irradiance. Spectrum.
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CAPITULO | INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A planta Sonchus oleraceus L. popularmente conhecida como serralha, possui
caracteristicas nutricionais, medicinais e propriedades antioxidantes que as tornam importante
mundialmente. Seu consumo e comercializacdo ainda é limitado por falta de informacdes
nutricionais e medicinais pelas novas geracdes (GARCIA-HERRERA et al., 2014).

O estudo in vitro de Sonchus oleraceus possibilita gerar informacGes técnicas de seu
cultivo, que pode ser utilizado em outras pesquisas, devido a cultura de tecido ser uma forma
de propagacéo de plantas que permite a multiplicacdo rapida através de um anico explante, e
possibilita extracdo de metabdlitos secundarios (MORAIS et al., 2012).

Sabe-se que fatores ambientais sdo determinantes para o crescimento e desenvolvimento
vegetativo. Ambientes ndo propicios promovem anomalias nas estruturas morfo-anatémicas,
proporcionando alto indice de mortalidade quando os propagulos sdo levados a campo
(ALVAREZ et al., 2012).

A luz é um fator importante na producdo de mudas micropropagadas. O comprimento
de onda do espectro luminoso pode influenciar na espessura do caule, biomassa total e
pigmentos fotossintéticos. A intensidade de fétons de luz é outro fator que influéncia
diretamente no desenvolvimento de plantas in vitro, uma vez que a quantidade de fétons
recebida pelos cloroplastos afeta diretamente a fotossintese. Isto gera consequéncias diretas no
crescimento da planta podendo haver a formacdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio
causando desequilibrios nas funcdes fisiologicas (MULLER; LI; NIYOGI, 2001; RADMANN
etal., 2001).

A utilizacdo de membranas onde ocorrem trocas gasosas do ambiente in vitro e ex vitro,
permite que as plantas desenvolvam mecanismos de adaptacéo para evitar a perda excessiva de
agua (CHA-UM et al., 2011; DAMIANI; SCHUCH, 2008). Plantas quando submetidas a
fatores fisicos séo capazes de sofrer adapta¢des morfoldgicas como forma de defesa (SALEEM
etal., 2021).

Dentro dos metabolitos secundarios encontram-se os compostos fenolicos, constituintes

antioxidantes que desempenham grande importancia na defesa das células contra danos
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oxidativos. O sistema de defesa antioxidante possui a fungdo de reduzir ou inibir os danos
causados pela acéo dos radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivo a producdo de mudas in vitro de Sonchus
oleraceus sob efeito de intensidades de fluxo de fotons, comprimento de ondas e sistemas de
ventilagdo natural no crescimento, pigmentos fotossintéticos e acumulo de compostos

fendlicos.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Acultura da Serralha (sonchus oleraceus)

Figura 1 - Sonchus oleraceus, cultivada em vaso na casa de vegetacao.

$ . .

Fonte: Do autor (2021).

A planta (Sonchus oleraceus) é popularmente conhecida como serralha, chicéria brava,
serralha branca, serralha lisa, ciumo, serralheira, serralha lisa, serralha verdadeira, e em alguns
paises pode também pode ser conhecida como sowthistle. E uma espécie herbacea, anual ou
bianual, com caule cilindrico, lactescente, canaliculado, cericeo e verde com poucas
ramificagbes. Apresentam folhas alternadas e limbo foliar superior ovalado, serradas ou
dentadas irregulares, folhas basais recortadas assemelhando-se as folhas compostas. A
inflorescéncia é do tipo cacho de capitulos, o fruto é seco classificado como aquénio, possui
coloracéo branca, e sdo sedosos e longos (MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

A Sonchus oleraceus é uma planta consumida em varias regides brasileiras, pertence a
familia Asteraceae, originaria da Europa e bem adaptada ao territério nacional devido sua
rusticidade. Atualmente, vem crescendo o seu consumo devido ao seu paladar levemente
amargo e suas propriedades nutracéuticas (EMBRAPA, 2017). Em algumas cidades brasileiras,

a Sonchus oleraceus é comercializada em mercados e feiras.
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A variedade serralha lisa é tradicionalmente cultivada, possuindo altura variando entre
50 a 110 cm. E uma planta que prefere solos arenosos, bem drenados com boa matéria organica
e um pH entre 5,5 a 6,5. Sua propagacdo € feita exclusivamente por sementes, atingindo melhor
desenvolvimento em regides de clima ameno com baixas temperaturas e dias curtos (MAPA,
2010).

A Sonchus oleraceus também apresenta caracteristicas alelopaticas, os extratos de seus
brotos secos tém efeito de inibir algumas plantas daninhas, podendo, em alguns casos, afetar
totalmente ou parcialmente a germinacao e o crescimento das mesmas (GOMAA et al., 2014).

Apesar dos seus beneficios, a Sonchus oleraceus é considerada uma erva invasora de
culturas anuais e perenes, causando prejuizos para muitos agricultores. Em um levantamento
fitossociolégico de plantas daninhas, a serralha foi considerada como uma das principais
encontradas em culturas anuais (GAZOLA et al., 2018). Na Austréalia, por exemplo, devido sua
dispersdo de sementes serem facilitada pelo vento, o prejuizo na producdo de plantas cultivadas
vem aumentando (MANALIL; ALI; CHAUHAN, 2019). Além disso, a resisténcia adquirida a
varios grupos de herbicidas tém ajudado a Sonchus oleraceus a se tornar uma das principais
plantas daninhas no cultivo de feijdo nesse mesmo pais (MOBLI; MATLOOB; CHAUHAN,
2019).

2.2  Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCYS)

Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) sdo espécies de plantas com
desenvolvimento espontaneo, consideradas por muitos como erva daninha, que néo fazem parte
dos habitos alimentares, mas podem ser consumidas pelo seu potencial alimenticio, e muitas
delas desconhecidas por grande parte da populacdo (BASSO, 2020). Os estudos das PANCS
comecaram expressivamente a partir do ano de 2013, com a descoberta da sua importancia
econdmica, caracteristicas nutricionais encontradas e pelo facil acesso pelas populacBes
(PAULA; AMARAL, 2021).

A Sonchus oleraceus é uma planta comestivel silvestre que pode ser consumida como
uma fonte de antioxidante natural recomendada na inclusdo de dietas para o bem-estar e
protecdo da satde humana (ALPINAR et al., 2009). Considerada uma PANC por ser uma planta
pouco conhecida, mas faz parte da alimentacdo de varios paises do mundo, apresentando uma

composi¢cdo média de elementos minerais a cada 100g da planta: energia 127 kJ, umidade (g)
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88,2; gordura (g) 0,30; proteinas (g) 2,19; fibra (g) 4,38; cinza (g) 2,04; Na (mg) 150; K (mg)
574; Ca (mg) 164; Mg (mg) 33.7; Cu (mg) 0.05; Fe (mg) 0,88; Mn (mg) 0,46; Zn (mg) 0,59
(GARCIA-HERRERA et al., 2014).

E consumida na Africa do Sul pela populagio, por ser rica em amido. Suas flores sdo
consumidas in natura na salada e suas folhas sdo cortadas e cozidas pura ou com legumes
(BVENURA; AFOLAYAN, 2014). A Sonchus oleraceus é consumida em algumas regifes da
Italia central, considerada uma planta silvestre onde se é explorada na nutricdo humana
(GUARRERA; MANZI, 2005). Na Croacia, ao redor do lago Vrana, a Sonchus oleraceus é
uma planta consumida de forma cozida, e considerada um alimento importante na
suplementacdo para adultos e criangas, principalmente no periodo de escassez de alimento
(LUCZALJ; FRESSEL; PERKOVIC, 2013).

Também é considerada uma planta medicinal por ser um alimento rico em antioxidantes
naturais, podendo ser facilmente introduzida na dieta (ALPINAR et al., 2009). Estudos
comprovam que extratos de Sonchus oleraceus possuem efeitos anti-inflamatorios tanto in vitro
como in vivo, portanto, podem ser desenvolvidas varias estratégias farmacoldgicas no combate
as doencas inflamatorias (LI et al., 2017).

A Sonchus oleraceus possui um grande potencial de uso em antioxidantes naturais,
seguros e saudaveis, pois o extrato de suas folhas contém compostos fendlicos, representando
uma excelente fonte de flavonoides, minerais, antocianina e fendlicos e alta quantidade de
atividade antioxidante (MORALES et al., 2014 e AL JUHAIMI et al., 2017).

Extratos das folhas de Sonchus oleraceus é indicada como estomacal, para prevencao
de doencas cardiovasculares, tbnico, e no combate a hepatite e células tumorais, por esse
motivo, e muito utilizada na medicina popular da China e do Brasil. Diante disso, a Sonchus
oleraceus pode ser usada para desenvolver novos farmacos antitumorais que podem ser
utilizados no tratamento contra o cancer (AGRA et al., 2007; HUYAN et al., 2016).

2.3  Micropropagacao

A micropropagacao de plantas é uma técnica de propagacéao de espécies vegetais muito
utilizada, principalmente em espécies de dificil propagacéo, devido ser uma propagacao clonal
rapida de mudas em larga escala. Esse método de propagacéo permite a criacdo de plantas,

orgéos, tecidos ou células inteiras em condigdes controladas em laboratdrio, livre de qualquer
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contaminacdo microbiana a partir de uma parte da planta conhecido como explante
(CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006).

Na técnica de micropropagacao, todos 0s nutrientes, sacarose e agua sao fornecidos em
meio de cultura, submetidos em salas de crescimento com iluminacdo controlada, sendo os
mesmos essenciais para o crescimento do explante utilizado. O desenvolvimento do explante
pode entdo, ser manipulado pela adi¢do de reguladores de crescimento da planta (fitohormonios
naturais ou versdes sintéticas) em estdgios especificos de crescimento ou maturacéo
(PHILLIPS; GARDA, 2019).

No que diz respeito as vantagens, o uso de plantas micropropagadas tem como
possibilidades obter varias plantas oriundas de um Unico explante inicial, em um espaco curto
de tempo comparado aos métodos de propagacdo tradicionais (estaquia, enxertia etc),
independentemente das condic¢des climaticas (ERIG; SCHUCH, 2005).

2.4  Qualidade e intensidade de luz in vitro

A luz é muito importante para garantir a vida na Terra, as plantas utilizam a luz do Sol
para realizar fotossintese e sintetizar compostos carbonados complexos (TAIZ et al., 2017). Na
cultura de tecidos utiliza-se 1dmpadas de LED e fluorescente em salas de crescimento para
fornecer luz necesséaria para as plantas (ROCHA et al., 2017).

As plantas sdo organismos fotoautotréficos oxigenados, necessitam de luz para realizar
fotossintese, mas, em excesso de fotons, podem formar espécies reativas de oxigénio afetando
a producéo de subprodutos da fotossintese. Dependendo da intensidade de fétons pode causar
até a morte dos pigmentos da folha. Um mecanismo de defesa utilizado pelas plantas em
ambientes com alta intensidade luminosa séo ajustes no movimento dos angulos da folha ou no
tamanho da antena de pigmento que absorve a luz (MULLER; LI; NIYOGI, 2001).

O cultivo sob diferentes comprimentos espectrais de luz pode influenciar
significativamente no desenvolvimento de diversas plantas. Em explante de cana-de-agucar
submetidas em espectro de luz vermelha, houve reducdo do porte das plantas, observando
desmanche de tilacéides nos cloroplastos. Esse efeito pode ser observado apenas com altas
intensidades de luz vermelha (MALUTA et al., 2013).

Plantas de framboesa tém uma maior taxa de multiplicacdo na luz verde e uma maior

quantidade de brotac6es médias na luz vermelha, porém, a luz vermelha altera a morfologia das
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plantas ocorrendo o alongamento dos internddios, menor expansdo das folhas e brotaces finas
(ERIG; SCHUCH, 2005). O uso de diversas combinag6es na qualidade de luz pode ser uma
estratégia adotada para melhorar as caracteristicas agronémicas das plantas, influenciando nos
teores de metabdlitos secundéarios (QIAN et al., 2016).

A qualidade e intensidade de luzes influenciam diretamente no desenvolvimento de
Lippia gracilis Schauer in vitro, apresentando melhor crescimento em intensidades mais baixas.
Em intensidade luminosa baixa, as plantas apresentam maior porte devido ao estiolamento
afetando na biomassa e comprimento da planta, tanto em segmentos nodais, quanto apicais
(LAZZARINI et al., 2018).

As plantas podem sofrer alteragdes anatdbmicas, quando submetidas a altas intensidades
luminosas, como também podem apresentar caules mais finos e flexiveis se forem cultivados
em ambientes com baixa densidade de fluxo luminoso. Na propagacdo in vitro de plantas,
recomenda-se intensidades indicadas para a cultura, em busca de produzir plantas mais
vigorosas (RADMANN et al., 2001).

Cada planta necessita de uma quantidade de fotons de luz especifica in vitro, a utilizacdo
de intensidades de fotons de luz ocorre para conhecer a intensidade luminosa ideal para a cultura
em que se estuda. Além dos aspectos de crescimento, 0 comprimento de onda e a intensidade
luminosa no cultivo de plantas in vitro, alteram os teores de fitoquimicos e pigmentos
fotossintéticos (HSIE et al., 2019).

2.5  Sistemas de vedacao

A cultura de tecidos é uma técnica muito eficaz na propagacdo de plantas em pouco
espaco de tempo, mas em cultivo convencional apresenta limitagdes no momento da
aclimatizacdo, devido as mudancas nas caracteristicas fisioldgicas e anatbmicas das plantulas.
As plantulas providas desse cultivo ndo resistem a estresses em ambiente ex vitro, apresentando
alto indice de mortalidade (ALVAREZ et al., 2012).

O alto indice de mortalidade pode ser explicado devido ao acimulo de etileno e baixas
concentragdes de CO2 no interior do frasco in vitro das plantulas; uma alternativa utilizada é o
uso de sistema de ventilacdo que ocorre a troca gasosa entre 0 ambiente in vitro e ex vitro. Esses
sistemas de ventilacdo reduzem a quantidade de etileno e aumentam as concentracfes de CO>
no interior do cultivo in vitro (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2002).
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No cultivo in vitro convencional, a planta é colocada em tubos ou frascos contendo agar
ou agentes gelificantes com nutrientes, sacarose como fonte de carbono para o explante e fétons
de luz em salas de crescimento com temperatura controlada. O cultivo de plantas fotoautotrofico
in vitro é promovido devido a presenca de altas concentracGes de CO2 no ambiente in vitro;
utilizando sistema de ventilacdo para diminuir o teor de umidade relativa no interior das plantas
sem sacarose no meio, estimulando a planta a realizar fotossintese (XIAO; NIU; KOZAI, 2011).

O uso de ambientes enriquecidos com CO,, sem adicdo de sacarose, influenciou
positivamente no desempenho de plantulas de Macadamia integrifolia in vitro (CHA-UM et
al., 2011). Damiani e Schuch (2008) avaliando o tipo de vedacdo, notaram aumento na
quantidade total de matéria fresca em explantes cultivados em frascos vedados com tampas,
gue permitem a troca gasosa em condicdes fotoautotroficas.

Em estudos realizados com Aloe polyphyllapois, observou-se que a utilizacdo de
sistemas de ventilagdo natural utilizando algod&o ou poliéster, eliminou a ocorréncia de hiper-
hidricidade nas plantas, aumentando teores de clorofila nas folhas e a presenca de cera
epicuticular para evitar a perda de agua (IVANOVA; VAN STADEN, 2010).

Lazzarini et al. (2019) estudando membranas que permitem a troca gasosa, observaram
maior acimulo de biomassa seca nos tratamentos que utilizaram membranas em explante com
folhas. Para explante sem folhas, o tratamento com uma membrana produziu maior biomassa
seca. Ja no abacaxizeiro (Ananas comosus L.) o sistema de ventilacdo natural (tampas com
membranas microporosas) com adicdo de 30 g.L-! de sacarose ao meio de cultura teve um maior
crescimento de plantas comparadas a micropropagacdo convencional, devido alteracGes na
anatomia foliar das plantas (SILVA et al., 2014).

2.6 Estresse oxidativo

As plantas quando submetidas a fatores fisicos, sdo capazes de fazer algumas adaptactes
morfolégicas como mecanismos de defesa, alterando suas folhas, caules, raizes, altura e tempo
de vida, podendo aumentar a atividade de enzimas antioxidantes em defesa contra os possiveis
danos oxidativos. Essas adaptacdes moleculares incluem a regulacdo dos fatores de transcrigéo
relacionados ao estresse, genes de sinalizacdo, transportadores de ions, vias metabolicas
secundarias, quinases receptoras, biossintese de fitohormoénios e enzimas antioxidantes
(SALEEM et al., 2021).
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A Sonchus oleraceus possui grande quantidade de atividade antioxidante em sua
composicdo, tais como compostos fendlicos e flavonoides. Esses antioxidantes sdo
responsaveis pela protecdo das células contra envelhecimento celular e por reduzir

concentracdes de radicais livres (ZONG et al., 2015).
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CAPITULO 2 INTENSIDADE DE FOTONS DE LUZ NO ACUMULO DE MATERIA
SECA DE SONCHUS OLERACEUS L.

RESUMO

Sonchus oleraceus, popularmente conhecida como serralha, é uma planta alimenticia
ndo convencional e medicinal pelas suas caracteristicas nutricionais, e por apresentar
compostos fenolicos em sua composicao. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de
mudas micropropagadas de Sonchus oleraceus sob efeito de intensidades de luz no acimulo de
matéria seca, concentracdo de pigmentos fotossintéticos e compostos fenolicos. Os segmentos
nodais foram cultivados em meio de cultura MS sob intensidade de 26, 70, 100, 113 e 144 umol
m 2°s 1. Aos 40 dias ap6s a implantacédo da cultura, avaliou-se o nimero de folhas, massa seca
do caule, da folha e da raiz, pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos. Plantulas de
serralha em altas intensidades produziram maior nimero de folhas (> 0,6 cm), e baixas
intensidades de luz produziu maior numero de folhas (< 0,3 cm). Maiores intensidades de luz
proporcionaram maior acimulo de matéria seca para todas as variaveis analisadas. As
intensidades de luz ndo influenciaram os teores de pigmentos fotossintético. As intensidades
acima de 70 pumol m™ s-! promoveu maior atividade de compostos fendlicos. Contudo, as
intensidades entre 70 a 144 umol m™ s-! promoveram maiores valores em todas as variaveis
analisadas.

Palavras chaves: Mudas micropropagadas. Pigmentos fotossintéticos. Compostos fendlicos.
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ABSTRACT

Sonchus oleraceus, popularly known as sowthistle, is an unconventional and medicinal
food plant due to its nutritional characteristics and for presenting phenolic compounds in its
composition. The objective of this work was to evaluate the production of micropropagated
Sonchus oleraceus plantlets under the effect of light intensities on the accumulation of dry
matter, concentration of photosynthetic pigments and phenolic compounds. Nodal segments
were grown in MS culture medium under intensity of 26, 70, 100, 113 and 144 umol m?s?, At
40 days after culture establishment, leaf number, stem, leaf and root dry mass, photosynthetic
pigments and phenolic compounds were evaluated. Sowthistle plantlets at high light intensities
produced greater number of leaves (> 0.6 cm) and under low light intensities produced greater
number of leaves (< 0.3 cm). Higher light intensities provided greater dry matter accumulation
for all variables analyzed. Light intensities did not influence photosynthetic pigment contents.
Intensities above 70 pmol mw2st promoted higher activity of phenolic compounds.
Nevertheless, the intensities between 70 to 144 pmol m™s™ promoted higher values in all
variables analyzed.

Keywords: Micropropagated plantlet. Photosynthetic pigments. Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A planta Sonchus oleraceus L. (Asteraceae) é conhecida como serralha ou sowthistle, é
considerada infestante de varias lavouras, frequentemente encontrada o ano todo. A serralha é
muito utilizada como planta medicinal pelas suas propriedades bioldgicas, sendo usada como
diurético para anemia, doengas hepaéticas e vitiligo no estado de Minas Gerais, Brasil (ANJOS
et al., 2018). Sonchus oleraceus € originaria da Europa e é bem adaptada ao territorio nacional
devido sua rusticidade. Atualmente, vem crescendo o seu consumo devido a seu paladar
levemente amargo e suas propriedades neutracéuticas (EMBRAPA, 2017).

A Sonchus oleraceus é conhecida pelas suas propriedades medicinais devido seu grande
potencial de uso em antioxidantes naturais, seguros e saudaveis, e pelo extrato de suas folhas
apresentar compostos fendlicos, minerais, antocianina e fendlicos com elevado potencial
antioxidante (AL JUHAIMI et al., 2017).

A luz é muito importante no ciclo das plantas, para realizar fotossintese, basicamente
sintetizando compostos carbonados complexos (TAIZ et al., 2017). Na cultura de tecidos,
utiliza-se lampadas luz branca fria em salas de crescimento para fornecer luz necessaria para as
plantas (ROCHA et al., 2017). Em diferentes intensidades luminosas as plantas podem sofrer
alteracbes, como caules mais finos e flexiveis se forem cultivados em ambientes com baixa
densidade de fluxo luminoso. Na propagacéo in vitro de plantas recomenda-se conhecer a
intensidade de luz especifica para cada cultura em busca de produzir plantas mais vigorosas
(RADMANN et al., 2001).

Em diferentes intensidades luminosas as plantas micropropagadas apresentam o
crescimento e 0 acimulo de metabdlitos secundarios e pigmentos fotossintéticos. Plantulas de
Urtica dioico L. submetidas a alta intensidade de luz sofreram um leve estresse, aumentando
sua atividade de compostos fenodlicos (COELHO et al., 2021). Intensidades de luz possui
influéncia no acumulo de matéria seca, producdo de pigmentos fotossintéticos e compostos
organicos volateis de plantulas de Aeollanthus suaveolens (ARAUJO et al., 2021).

Apesar da serralha ser uma planta muito conhecida pelas suas propriedades nutricionais
e medicinais, ndo existem trabalhos de Sonchus oleraceus micropropagada sobre intensidade
luminosa. Este trabalho tem como objetivo a produgdo de mudas micropropagadas de Sonchus
oleraceus sob efeito de intensidades de luz no acimulo de matéria seca, concentracdo de

pigmentos fotossintéticos e composto fendlico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacéo experimental

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e
Plantas Medicinais no Departamento de Agricultura, e analises quimicas biologicas foram
realizadas no Laboratdrio de Fitoquimica e Controle de Qualidade da Universidade Federal de
Lavras (DAG / UFLA), localizada na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14
'S e45°00 ' W, com 918 m de altitude.

2.2  Germinacao e estabelecimento in vitro

Sementes de Sonchus oleraceus foram obtidas da colecdo de germoplasma de hortalicas
ndo convencionais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. Em
camara de fluxo, as sementes foram transferidas para um recipiente contendo alcool 70%, sendo
agitados por 1 minuto. Posteriormente, foram transferidos para hipoclorito a 2% na proporc¢éo
1/1 de &gua, agitado manualmente em um periodo de 15 minutos, e lavados trés vezes com &gua
destilada autoclavada. ApGs a assepsia, as sementes foram transferidas para tubos de ensaio
(25x150 mm) contendo 15 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 5,5 g L™ de agar e pH ajustado para
5,7+ 0,1 e autoclavado a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. As sementes foram germinadas em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/8h escuro, sob intensidade luminosa de 42
umol m?2 s, a temperatura de 26+1 °C. Depois de 40 dias de estabelecimento, as plantulas

foram repicadas utilizando explante de segmento nodal.

2.3  Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) contendo cinco
intensidades de lampadas LED (1 lampada 26 umol m™2 s*; 3 lampadas 70 pmol m? s?; 4
lampadas 100 pmol m2 s; 5 lampadas 113 pmol m™2 s*; 6 lampadas 144 umol m™ s) aferidas
por meio do medidor PRO CHECK + PAR PHOTON FLUX SENSOR, MODELO QSO-S
(DECAGON DEVICES - Pullman-Washington-USA). Contendo cinco repeti¢des com cinco
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explantes por repeticdo. O experimento foi implementado em tubo de ensaio contendo 15 mL
de meio de cultura MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 5,5 g L'de
agar e pH ajustado para 5,7+ 0,1 e autoclavado a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Contendo 1
segmento nodal por tubo com aproximadamente 0,5 cm de comprimento. Mantido em sala de

crescimento em temperatura de 26x1 °C.

2.4 Variaveis analisadas

As variaveis respostas analisadas no experimento foram avaliagcbes agrondmicas,

andlise de teores de pigmentos fotossintetizantes e compostos fendlicos totais.

2.4.1 Avaliacdes agronébmicas

O material vegetal fresco foi transferido para sacos de papel kraft e acondicionado em
estufa de circulacdo forcada de ar, a 37 °C %2, até peso constante. Em seguida, as massas (Q)
foram mensuradas em balanca de precisdo. Para o nimero de folhas, as mesmas foram divididas

em trés tamanhos: pequena (< 0,3 cm), média (0,3 a 0,6 cm), grande (> 0,6 cm).

2.4.2 Anélise de pigmentos fotossintetizantes

Os teores de pigmentos fotossintetizantes foram mensurados a partir de 50 mg de folha
fresca sem nervura. Os pigmentos foram extraidos com 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO)
saturado com carbonato de calcio (CaCOs) em tubos de Falcon revestidos com papel aluminio
e mantidos em estufa de circulacdo forcada por 48 h na temperatura de 65 °C, de acordo a
metodologia de Hiscox e Israelstam (1979). Para cada tratamento foi preparada uma amostra
branca. A leitura foi feita em cubeta de quartzo no comprimento de onda de 480 (carotendides),
649 (clorofila a) e 665 (clorofila b) nm no espectrofotdmetro TECAN INFINITY M200 PRO,
contra o branco. As amostras preparadas em triplicatas.

Para determinacdo das concentragdes das clorofilas a, b e carotendides utilizou-se as
equacOes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649);
clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665); carotenoides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78
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x Cb)/220. Para determinar a clorofila total foi realizada a soma dos resultados das equagdes de
clorofila a e b. Todos os resultados foram expressos em mg g*.

2.4.3 Andlises de compostos fendlicos

2.4.3.1 Preparo dos extratos e condigdes gerais

Folhas secas foram trituradas em moinho de facas e tamisada em peneira de 20 mesh.
Para microtubos foram transferidos 50 mg de folhas secas trituradas e 2 mL de MeOH:H20
(1:1), os microtubos foram agitados individualmente por 5 segundos, em vortex para
homogeneizacdo do material e, posteriormente, submetidos a extragdo por sonicacdo por 15
minutos. Apds a sonicacdo, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado. Esse processo foi realizado por trés vezes. As leituras
de absor¢cdo molecular no ultravioleta foram mensuradas na leitora de microplacas TECAN
INFINITY M200 PRO, operada com o sistema de processamento de dados I-control ® versdo

3.37. As amostras foram preparadas em quintuplicata.

2.4.3.2 Doseamento de compostos fendlicos totais

A dosagem de compostos fendlicos totais foi feita pelo método de Folin Ciocalteau,
com modificacbes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Em microplacas de 96 pocos, foram
adicionados 50 pL da amostra, 100 pL de solucdo etandlica de Folin-Ciocalteau (10%) e ap6s
2 min de reacdo, foi adicionado 125 pL de Na;CO3 (7,0%). As amostras foram mantidas por 20
minutos no escuro a temperatura ambiente, para posterior leitura. A absorbancia foi lida a 760
nm. A curva de calibracdo foi constituida com padrdo acido galico (Sigma-Aldrich, 98%) na
faixa de 0,7188 a 1,2316 mg mL™, gerando a equacio y= 2,2178 x-0,1251 (R? = 0,9986). A
partir da equacéo da reta, calcularam-se 0 acumulo dos compostos fendlicos totais, sendo os
resultados expressos em miligramas de equivalente de acido galico por grama de matéria seca
de folha (MgEAG gMSF1).
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25 Analise estatistica

Ap0ds as avaliaces dos experimentos, os dados foram coletados e submetidos a anélise
de variancia, cujas médias foram comparadas entre si, usando o teste Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de crescimento

As diferentes intensidades de luz influenciaram significativamente no tamanho das
folhas de Sonchus oleraceus in vitro (TABELA 1 e FIGURA 1). As folhas da Sonchus
oleraceus apresentaram borda desuniforme para realizar a area da foliar, assim foi feita a
contagem do numero de folha em trés larguras. O cultivo da Sonchus oleraceus sob intensidade
de luz de 113 e 144 pmol m2s-! indicaram a maior emissdo de folhas (> 0,6 cm), com 26 e
26,25 folhas. Foram observadas folhas com (0,3 a 0,6 cm) de largura, na intensidade de luz com
100 pmol m™ s obtendo o0 méaximo de 30,25 folhas. A maior quantidade de folhas (< 0,3 cm)

de largura foi na intensidade 70 e 100 pmol m2stcom 62,75 e 55,25 respectivamente.

Tabela 1 - Numero de folhas conforme o tamanho de plantulas de serralha (Sonchus
oleraceus) in vitro sob diferentes intensidades de luz, aos 40 dias. UFLA - Lavras,

2021.

Intensidade luz Folhas > 0,6 Folhas 0,3 a Folhas < 0,3 cm Total de
cm 0,6 cm folhas

(umol m? s-1)
26 14,00 ¢ 12,75d 4475 b 71,50 d
70 17,75 b 2450 b 62,75 a 105,00 a
100 17,00 b 30,25 a 55,25 a 102,50 a
113 26,00 a 2250 b 38,50 b 87,00 b
144 26,25 a 17,25 ¢ 37,25 b 80.75¢

CV.% 10,02 13,20 10,88 3,59

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.
Fonte: Do autor (2021).

Esses resultados mostraram que o tamanho das folhas depende da intensidade de fotons
de luzes, altas intensidades produziram maior nimero de folhas (0,6 cm) e baixas intensidades
de luzes produziram maior nimero de folhas (< 0,3 cm), devido a quantidade de fotons de luz
absorvida pela planta. Altas intensidades de luz promovem maiores taxas fotossintéticas e,
consequentemente, plantas com maior area foliar, sendo assim, menores taxas fotossintéticas
produzem elevado namero de folhas (< 0,3 cm).

O acumulo de matéria seca das plantulas também foi influenciado pelas intensidades

luminosas. As intensidades 100 e 144 umol m?s* indicaram maior acimulo de matéria seca
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de raizes (TABELA 2). Para matéria seca do caule, os melhores valores foram encontrados nas
intensidades 70, 100 e 144 umol m2s* (TABELA 2). A intensidade 144 pmol m?2s teve maior
matéria seca da folha (166,65 mg). Para matéria seca total a intensidade 100 e 144 umol m™2s’
! obtiveram melhores acimulos 242,38 e 260,73 mg, respectivamente (TABELA 2). No geral,
as maiores intensidades de luz proporcionaram maior acimulo de matéria seca para todas as
variaveis analisadas.

Tabela 2 - Acimulo de matéria seca em plantulas de Sonchus oleraceus cultivadas por 40  dias
sob diferentes intensidades de luz, aos 40 dias. UFLA - Lavras, 2021. MSF: matéria
seca foliar; MSC: matéria seca do caule; MSR: matéria seca da raiz; MST: matéria

seca total.
Intensidade luz (umol MSR MSC MSF MST
M-S e, 110 R
26 8,55¢ 43,65b 63,10 d 115,30 ¢
70 19,23 b 68,63 a 128,88 ¢ 216,73 b
100 24,90 a 75,88 a 141,60 c 242,38 a
113 20,50 b 56,40 b 150,98 b 227,88 b
144 27,13 a 66,95 a 166,65 a 260,73 a
CV.% 24,42 15,20 7,35 7,36

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

Fonte: Do autor (2021).

Figura 1 - Plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) oriundas de segmentos nodais cultivados
em meio MS em diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 ¢ 144 umol m-2 s-
1) aos 40 dias. UFLA — Lavras, 2021

100 ‘ 113
umol m's’
Fonte: Do autor (2021).




35

O efeito da intensidade luminosa é dependente da espécie. Rosa et al. (2020) reportaram
em Anacardium othonianum Rizz , que a intensidades de fotons de luz sob 100 umol m?s?,
proporcionaram maiores valores para area foliar e ,consequentemente, maiores valores de
biomassa seca. Abaixo de 50 pumol m? s?, ndo proporcionaram resposta no suprimento
energético satisfatorio para o acimulo de biomassa no cultivo in vitro.

Em plantas micropropagadas de Chrysanthemum houve maior acimulo de biomassa em
alta intensidade luminosa (ZHENG; VAN LABEKE 2018). Srithongkul et al. (2011)
demostraram que com menor intensidade de luz obteve-se menor biomassa fresca e seca em
Centella asiatica, e ndo ocorreu aumento na area foliar e comprimento do peciolo.

O cultivo de plantas micropropagadas em determinadas intensidades de luz, promove
otimizacdo de cultivo, como melhorar seu processo de adaptacdo e diminui a taxa de
mortalidade das plantas na aclimatizagdo. Intensidades de luz entre 75 e 230 pmol m?2 s’
mostraram maior valores nos parametros analisados em plantulas Stevia rebaudiana em
condigBes in vitro (NAKONECHNAYA et al., 2019). As intensidades de luz mais altas
aumentaram a massa fresca e seca de plantas de Acer saccharum Marsh (SINGH et al., 2017).

Plantulas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng cultivadas sob intensidade de 139
pumol m?2 s tiveram maiores valores de peso seco, comparado as menores intensidades
(ARAUJO et al., 2021). Plantulas de Mentha arvensis L. (Lamiaceae) micropropagadas em
intensidades de luz 130 umol m™s-1, registraram melhor crescimento, com maior acimulo de

matéria seca em todas as varidveis analisadas (OLIVEIRA et al., 2021).

3.2 Analises de pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos totais

Em relacdo as andlises de pigmentos fotossintéticos, observou-se que a utilizacdo de
diferentes intensidades de luz ndo afetou os teores de clorofila a, b e carotenoides em plantulas
micropropagadas de Sonchus oleraceus in vitro (TABELA 3). As intensidades luminosas néo
influenciaram nas concentraces de pigmentos fotossintéticos, pelo fato das moléculas de
clorofila, ao absorverem altas intensidades de fétons de luz, alteram temporariamente suas
configuracdes eletronicas. Desta maneira, estes pigmentos fotossintéticos, apos receberem a
energia dos fotons, dissipam esta energia proveniente da luz, ndo afetando nas concentragdes
de clorofila (CAMPOSTRINI, 2001).



36

Tabela 3 - Concentracdo de pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos totais (CFT) de
plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) in vitro sob diferentes intensidades de
luz, aos 40 dias. UFLA - Lavras, 2021.

Intensidade Clorofila a Clorofila b Clorofila Carotenoides CFT
luz total

UMOl M2 §  =mmmmmmmmmm e o (mg EAG.g™)

1
26 0,85a 0,19 a 1,04 a 0,21 a 69,48 d
70 1,03 a 0,27 a 131a 0,24 a 103,75 a
100 1,12 a 0,25a 1,37 a 0,28 a 86,09 ¢
113 1,07 a 0,23 a 1,30a 0,25 a 89,89 b
144 0,98 a 0,23 a 121a 0,22 a 104,43 a
CV.% 15,90 18,85 16,31 15,84 2,17

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade. CFT: compostos fendlicos totais expressos em miligramas equivalentes de acido gélico por
grama de matéria seca de folha.

Fonte: Do autor (2021).

O cultivo de plantas em area sombreada tende a apresentar maiores teores de pigmentos
fotossintéticos quando comparados com as plantas cultivadas em ambientes com presenca de
luz. Em plantas de Salvia officinalis L. foi observado maior teor de pigmentos fotossintéticos
nas folhas na presenca de pouca luz, devido ao excesso de luz causar degradacao e reduzir 0s
niveis de clorofila na planta (ZERVOUDAKIS e et al., 2012).

Altas intensidades de luz absorvidas pelas plantas podem danificar as membranas
fotossintéticas das células. Os carotenoides sdo pigmentos que possuem papel essencial na
fotoprotecdo dessas membranas na presenca de excesso de luz (TAIZ et al., 2017). As plantas
in vitro de Limonium sinuatum ndo tiveram respostas significativas nas variaveis analisadas,
sendo capazes de ajustar seu metabolismo sob resposta as pequenas diferencas na intensidade
de luz dos tratamentos aplicados (SANCHEZ et al., 2018).

Em relacdo aos fendis totais como exposto acima (TABELA 3), observou-se que houve
diferenca estatistica nas intensidades de luz analisadas, as intensidades de 70 e 144 pmol m?s°
! obtiveram maiores valores de compostos fendlicos com 103,75 e 104,43 mg de &cido galico/g
de planta seca. De modo geral, as intensidades acima de 26 umol m™? s proporcionaram as
melhores atividades de compostos fendlicos.

As plantas submetidas a alta intensidade luminosa, podem apresentar estresse oxidativo,
ocasionando espécie reativas de oxigénio alterando seu metabolismo produzindo maiores teores
de compostos do metabolismo secundario para se proteger, nesse caso, a planta produz mais
compostos fenolicos (MITTLER, 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669021003617?casa_token=PhxBse05KWYAAAAA:adBMkjkm_icVp09ImodLB6H6w7wp01bwpyGxvPHyhsb6K2TkQrAcoVTkbW9KnYE3C__-VO9uJQ#bib0320
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Os compostos fendlicos sdo agentes de defesa em resposta ao estresse. A concentragao
dos fenolicos aumentou em intensidades de luz mais altas. A atividade antioxidante foi
diretamente proporcional ao aumento da intensidade da luz; este resultado indica que o uso de
130 pmol m™ s-! iniciou uma indugdo de estresse leve em plantulas de Urtica dioica L.
(COELHO et al., 2021). Plantas em alta intensidade de luz sob condic¢des de estresse, podem
ativar seu metabolismo secundario e produzir metabdlitos para se proteger de possiveis danos
fotooxidativos. Observado em plantas medicinais de Aeollanthus suaveolens (ARAUJO et al.,
2021).

Plantas de Anacardium othonianum Rizz. cultivadas in vitro sob intensidades luminosas
abaixo de 50 umol m? s-! ndo tiveram aciimulo satisfatorio de metabdlitos secundarios pelo
baixo suprimento energético satisfatério. Sendo assim, variar a densidade do fluxo de fotons é
uma estratégia para promover fotoautotrofismo e eliciar os metabolitos secundarios
encontrados na planta (ROSA et al., 2020).
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4 CONCLUSAO

Plantulas de serralha em altas intensidades de luz produzem maior nimero de folhas (>
0,6 cm), e baixas intensidades de luzes produziram maior nimero de folhas (< 0,3 cm). Maiores
intensidades de luz proporcionaram maior acumulo de matéria seca para todas as variaveis
analisadas. As intensidades n&o influenciaram os teores de clorofila e carotenoides.
Intensidades entre 100 e 144 umol m™ s-! promoveram maior atividades de compostos
fendlicos.
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CAPITULO 3 ESPECTRO DE LUZ NO ACUMULO DE MATERIA SECA DE
SONCHUS OLERACEUS I.

RESUMO

Sonchus oleraceus € uma planta popularmente conhecida como serralha, fazendo parte
da alimentacdo humana devido suas propriedades nutricionais e medicinais, pelo seu grande
potencial de compostos fenolicos em sua composicédo. Este trabalho teve como objetivo avaliar
0 acumulo de matéria seca, concentracao de pigmentos fotossintéticos e acimulo de compostos
fenolicos da Sonchus oleraceus em diferentes espectros de luz in vitro. Assim, as plantulas de
segmento nodal foram inoculadas em meio MS em sete espectros de luzes LEDs: vermelha;
azul; verde; branca; 70% vermelha: 30% azul; 50% vermelha: 50% azul; 30% vermelha: 70%
azul. Aos 40 dias de implementacdo do experimento, foram feitas as avaliacGes de nimero de
folhas, matéria seca da folha, do caule e das raizes, teor de pigmentos fotossintéticos e
compostos fendlicos. Os espectros de luzes afetaram o0 ganho de matéria seca das plantulas de
Sonchus oleraceus in vitro. Maiores acumulos de matérias seca de folhas, caule, raiz e total
foram observados em plantulas cultivadas sob a luz branca LED, seguido do espectro de 70%
V: 30% A. Tendéncia de estiolamento foi observada em plantulas cultivadas sob os espectros
monocromaticos vermelho e verde. Nos espectros monocromaticos vermelhos e verdes as
plantulas tiveram uma tendéncia de estiolamento. A luz verde observou-se maiores teores de
clorofila a, b e carotenoides seguida pela combinacdo de 70%V:30%A. As plantulas cultivadas
sob a luz branca LED apresentaram os melhores valores para compostos fenolicos totais. Dessa
forma, os resultados indicam que as plantulas de Sonchus oleraceus possuem melhor
desenvolvimento nas intensidades nos espectros de luz branca.

Palavras-chaves: Serralha. Plantas micropropagadas. Qualidade de luz.
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ABSTRACT

Sonchus oleraceus is a plant popularly known as sowthistle, being part of the human
diet due to its nutritional and medicinal properties, for its great potential of phenolic compounds
in its composition. This work aimed to evaluate the dry matter accumulation, photosynthetic
pigments concentration and phenolic compounds accumulation of Sonchus oleraceus in
different light spectra in vitro. Thus, nodal segment seedlings were inoculated on MS medium
in seven LED light spectra: red; blue; green; white; 70% red: 30% blue; 50% red: 50% blue;
30% red: 70% blue. At 40 days after the implementation of the experiment, leaf number, leaf,
stem and root dry matter, photosynthetic pigment content and phenolic compounds were
evaluated. The light spectra affected the dry matter gain of Sonchus oleraceus seedlings in vitro.
Higher accumulations of leaf, stem, root and total dry matter were observed in seedlings grown
under the white LED light, followed by the 70% V: 30% A spectrum. Stiolation tendency was
observed in seedlings grown under the red and green monochromatic spectra. The red and green
monochromatic spectra showed a tendency for seedlings to stultify. Green light observed higher
levels of chlorophyll a, b, and carotenoids followed by the 70%V:30%A combination. The
seedlings grown under white LED light showed the best values for total phenolic compounds.
Thus, the results indicate that Sonchus oleraceus seedlings have a better development at
intensities in the white light spectra.

Key-words: Sowthistle. Micropropagated plants. Light quality.
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1 INTRODUCAO

A planta Sonchus oleraceus L. (Asteraceae) é conhecida como serralha, chicoria brava,
serralha branca, serralha lisa, ciumo, serralheira, serralha lisa e serralha verdadeira. E uma
espécie herbacea, anual ou bianual, com caule cilindrico, lactescente, canaliculado, cericeo e
verde, com poucas ramificagdes. A planta apresenta folhas alternadas, limbo foliar superior
ovalado, serradas ou dentadas irregulares, folhas basais recortadas assemelhando-se as folhas
compostas. A inflorescéncia é do tipo cacho de capitulos, fruto seco tipo aquénio de coloragéo
branca, sedosos e longos (MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

As plantas necessitam de luz para realizar fotossintese para producdo de fotoassimilados
e para seu crescimento. A qualidade da luz tem grande efeito na producao de fotoassimilados,
influenciando no crescimento, estrutura e floracdo das plantas (SINGH et al., 2015). As luzes
que as plantas absorvem sdo ultravioleta, visivel e infravermelha, nos comprimentos de onda
entre 300 a 800 nm. A qualidade de luz desempenha grande importancia no desenvolvimento
das plantas, mas esta diretamente associada a intensidade luminosa recebida pelas mesmas
(CASIERRA-POSADA; PENA-OLMOS, 2015).

O uso de qualidade de luz teve influéncia em clones de eucalipto micropropagado em
condicBes fotoautotréficas (MIRANDA et al., 2020). Plantulas de Achillea millefolium L.
tiveram maior acimulo de matéria seca em espectro de luz azul (ALVARENGA et al., 2015).
O maior acumulo de peso seco foi obtido nas luzes 2,5 vermelho / 1 azul em plantulas de Urtica
dioica L. (COELHO et al., 2021). Plantulas de Dysphania ambrosioides L. apresentaram maior
crescimento usando LED branco ou uma combinacéo azul: vermelho de 2: 1 (CARVALHO et
al., 2020). A interacdo de luzes LEDs tem efeito de aumentar o potencial fotossintético,
absorvendo mais energia da luz, resultando em maior producdo de compostos fendlicos (REN
etal., 2018).

Plantas submetidas a qualidades de luzes possuem influéncia nos teores de clorofila a,
b e carotendides (ARAUJO et al., 2021). Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar o
acumulo de matéria seca, concentracdo de pigmentos fotossintéticos e acimulo de compostos

fenolicos da serralha em diferentes espectros de luz in vitro.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-017-1195-6#ref-CR35
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacéo experimental

O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais e
Plantas Medicinais no Departamento de Agricultura, e analises quimicas biologicas foram
realizadas no Laboratdrio de Fitoquimica e Controle de Qualidade da Universidade Federal de
Lavras (DAG / UFLA), localizada na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14
'S e45°00 ' W, com 918 m de altitude.

2.2  Germinacao e estabelecimento in vitro

A obtencdo das plantas foi realizada por germinacédo in vitro de sementes obtidas da
colecdo de germoplasma da UFLA. Em camara de fluxo, as sementes foram transferidas para
um recipiente contendo alcool 70%, sendo agitados por 1 minuto e, posteriormente, transferidos
para hipoclorito a 2% na proporc¢do 1/1 de agua, agitado manualmente em um periodo de 15
minutos, e lavados trés vezes com agua destilada autoclavada. Apds a assepsia, as sementes
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose, solidificado com 5,5 g L™ de agar e
pH ajustado para 5,7+ 0,1 e autoclavado a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. As plantulas foram
cultivadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/ 8h escuro, sob intensidade
luminosa de 42 pmol m2 s, a temperatura de 26x1 °C. Depois de 40 dias de estabelecimento,
as plantulas foram repicadas utilizando explante de segmento nodal.

2.3  Delineamento experimental

Para o experimento foram utilizadas luzes LEDs com sete espectros: vermelha; azul;
verde; branca; 70% vermelha: 30% azul; 50% vermelha: 50% azul; 30% vermelha: 70% azul,
contendo 5 repeticdes com 5 plantas, sendo um delineamento inteiramente casualizado (DIC).
O experimento foi realizado em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS
suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 5,5 g L™ de agar e pH ajustado para

5,740,1 e autoclavado a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Em cada tubo tinha um segmento nodal
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de aproximadamente 0,5 cm de comprimento. Em seguida encaminhados para sala de
crescimento com temperatura de 26+1 °C.

2.4 Variaveis analisadas

As variaveis respostas analisadas no experimento foram avaliacbes agrondmicas,

analise de teores de pigmentos fotossintetizantes e compostos fendlicos totais.

2.4.1 Avaliagbes agrondmicas

O material vegetal fresco foi transferido para sacos de papel kraft e acondicionado em
estufa de circulacdo forcada de ar, a 37 °C %2, até peso constante. Em seguida, as massas (Q)
foram mensuradas em balanca de precisdo. Para o nimero de folhas, as mesmas foram divididas

em trés tamanhos: pequena (< 0,3 cm), média (0,3 a 0,6 cm), grande (> 0,6 cm).

2.4.2 Andlise de pigmentos fotossintetizantes

Os teores de pigmentos fotossintetizantes foram mensurados a partir de 50 mg de folha
fresca sem nervura. Os pigmentos foram extraidos com 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO)
saturado com carbonato de célcio (CaCOs) em tubos de Falcon revestidos com papel aluminio
e mantidos em estufa de circulacdo forcada por 48 h na temperatura de 65 °C, de acordo a
metodologia de Hiscox e Israelstam (1979). Para cada tratamento foi preparada uma amostra
branca. A leitura foi feita em cubeta de quartzo no comprimento de onda de 480 (carotendides),
649 (clorofila a) e 665 (clorofila b) nm no espectrofotdmetro TECAN INFINITY M200 PRO,
contra o branco. As amostras foram preparadas em triplicatas.

Para determinacdo das concentracdes das clorofilas a, b e carotendides utilizou-se as
equacOes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649);
clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665); carotendides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78
x Cb)/220. Para determinar a clorofila total foi realizada a soma dos resultados das equagdes de

clorofila a e b. Todos os resultados foram expressos em mg g*.
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2.4.3 Analises de compostos fenolicos

2.4.3.1 Preparo dos extratos e condigdes gerais

Folhas secas foram trituradas em moinho de facas e tamisada em peneira de 20 mesh.
Para microtubos foram transferidos 50 mg de folhas secas trituradas e 2 mL de MeOH:H20
(1:1), os microtubos foram agitados individualmente por 5 segundos, em vortex para
homogeneizacdo do material e posteriormente submetidos a extragdo por sonicacdo por 15
minutos. Apds a sonicacdo, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado. Esse processo foi realizado por trés vezes. As leituras
de absorcdo molecular no ultravioleta foram mensuradas na leitora de microplacas TECAN
INFINITY M200 PRO, operada com o sistema de processamento de dados I-control ® versdo

3.37. As amostras foram preparadas em quintuplicata.

2.4.3.2 Doseamento de compostos fendlicos totais

A dosagem de compostos fendlicos totais foi feita pelo método de Folin Ciocalteau,
com modificagfes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Em microplacas de 96 pocos, foram
adicionados 50 pL da amostra, 100 pL de solucdo etandlica de Folin-Ciocalteau (10%) e ap6s
2 min de reacdo, foi adicionado 125 pL de Na,COz (7,0%). As amostras foram mantidas por 20
minutos no escuro a temperatura ambiente, para posterior leitura. A absorbancia foi lida a 760
nm. A curva de calibracdo foi constituida com padrdo &cido galico (Sigma-Aldrich, 98%) na
faixa de 0,7188 a 1,2316 mg mL™, gerando a equacio y= 2,2178 x-0,1251 (R? = 0,9986). A
partir da equacdo da reta, calcularam-se o0 acumulo dos compostos fendlicos totais, sendo 0s
resultados expressos em miligramas de equivalente de &cido galico por grama de matéria seca
de folha (MgEAG gMSF1).

2.5  Andlise estatistica
Apos as avaliagOes dos experimentos, os dados foram coletados e submetidos a analise

de variéncia, cujas médias foram comparadas entre si usando o teste Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anadlise de crescimento

No que diz respeito & quantidade de folhas de plantulas de Sonchus oleraceus in vitro,
notou-se na Tabela 1, que plantulas com folhas (> que 0,6 cm), ndo foram afetadas no nimero
de folhas sob os espectros de luzes. As plantulas cultivadas sob os espectros 30%V:70%A e
70%V:30%A obtiveram maiores quantidades de folhas nos tamanhos entre (0,3 e 0,6 cm) e 0s
menores tamanhos foram observados nos espectros azul e 50%V:50%A (TABELA 1). O total

de folhas variou de 78,5 a 121,75 dependendo do espectro de luz utilizado na tabela a seguir.

Tabela 1 - Quantidade de folhas de plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) in vitro sob
diferentes espectros de luz, aos 40 dias. UFLA - Lavras, 2021.
Espectros de Folhas>0,6 cm  Folhas0,3a0,6 Folhas < 0,3 Total de

Luzes cm cm folhas
Azul (A) 21,00 a 19,25 b 65,00 a 105,25 a
Vermelho (V) 21,00 a 18,00 b 4475 a 83,75b
Verde 12,75 a 16,50 b 49,25 a 78,50 b
Branco 23,00 a 22,75b 48,75 a 94,50 b
50%V:50%A 18,75 a 38,50 a 64,50 a 121,75 a
30%V:70%A 19,75 a 43,75 a 46,75 a 110,25 a
70%V:30%A 18,25 a 40,75 a 47,50 a 106,50 a

CV% 21,28 19,74 24,33 10,82

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.
Fonte: Do autor (2021).

A qualidade de luz possui grande influéncia no ndmero de folhas de plantas
micropropagadas. O uso de luz LED azul na multiplicacdo de gérbera in vitro proporcionou
folhas menos desenvolvidas com menor tamanho e espessura. Entretanto, a interacdo da luz
azul e vermelha proporcionou folhas maiores e mais espessas (CIOC; PAWEOWSKA, 2020).

Folhas de Camellia oleifera Huajin na combinacéao de espectros de luz vermelho e azul,
resultando em folhas com maior densidade estomatica, mais grossas e espessas (HE et al.,
2020). A interacdo das luzes vermelha e azul promoveu maiores tamanhos de folhas de Solanum
melongena in vitro (DI et al., 2020).

Os espectros de luzes afetaram o ganho de matéria seca das plantulas de Sonchus
oleraceus in vitro (TABELA 2). O cultivo das plantulas sob a luz branca LED indicou maiores

acumulos de matéria seca de folha, caule, raiz e total. As interacGes da luz azul e vermelha
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obtiveram melhor ganho de matéria seca de folhas do que os espectros monocromaticos em
Sonchus oleraceus. Os aspectos das plantulas cultivadas sob diferentes espectros de luzes sdo
mostrados na Figura 1. Nos espectros monocromaticos vermelhos e verdes as plantulas tiveram

uma tendéncia de estiolamento (FIGURA 1).

Tabela 2 - Acumulo de matéria seca em plantulas de Sonchus oleraceus cultivadas por 40 dias
sob diferentes espectros de luz. MSF: matéria seca foliar; MSC: matéria seca do
caule; MSR: mateéria seca da raiz; MST: mateéria seca total.

Espectros de MSF MSC MSR MST
Luzes MG et

Azul (A) 55,50 a 55,50 b 108,73 d 188,98 d
Vermelho (V) 67,90a 29,68 b 132,50 ¢ 230,08 ¢
Verde 56,30 a 30,68 b 112,70d 199,35 d
Branco 68,33 a 52,08 a 178,95 a 299,35 a
50%V:50%A 70,53 a 25,33b 154,95 b 250,78 b
30 % V:70%A 67,68 a 43,18 a 159,20 b 270,05 b
70%V:30%A  67,10a 48,30 a 156,30 b 271,70 b

CV% 9,86 24,31 23,19 13,79

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

Fonte: Do autor (2021).

Yu et al. (2021) reportaram que os espectros de luzes vermelhas, azuis e brancas
influenciaram no crescimento de Pteris aspericaulis, onde a luz vermelha promoveu
alongamento do peciolo, a luz azul inibiu. Hung et al. (2016) cultivando Vaccinium ashei Reade
in vitro, mostraram que a combinacdo de luz vermelho (80%) com azul (20%) promoveu maior
crescimento em relacdo a combinacdo de vermelho (50%) e azul (50%) ou lampadas
fluorescentes (controle). Luz vermelha e azul promovem o alongamento de plantulas de racula
e mostarda micropropagadas, mas tais efeitos irdo depender da intensidade de luz dentro do
espectro de luz (JOHNSON; KONG; ZHENG 2020).
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Figura 1 - Plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) cultivadas em meio MS sob diferentes
espectros de luz aos 40 dias. UFLA — Lavras, 2021.

Azul (A) Vermelha (V) Verde Branca  50%V:50%A  30%V:70%A 70%V:30%A

Fonte: Do autor (2021).

3.2 Andlises de pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos

Os espectros de luzes afetaram os pigmentos fotossintéticos das plantulas de Sonchus
oleraceus in vitro (TABELA 3). Teores de clorofila a, b, total e carotenoides foram
estatisticamente iguais nas plantas cultivadas sob luz verde e combinagdo de 70%V:30%A,
exceto para a clorofilab (TABELA 3).

A luz verde consegue penetrar no dossel das plantas pela sua alta transmitancia e
reflectancia nas folhas, podendo aumentar a interceptagéo da luz e fotossintese na planta inteira.
Sendo assim, a luz verde induz respostas para evitar a sombra e regular o metabolismo da planta
(DOU; NIU; GU, 2019). Plantulas de Aeollanthus suaveolens cultivadas em luz verde
apresentou altos teores de clorofila a, b e carotendides (ARAUJO et al., 2021). A luz verde
LED também proporcionou aumento de clorofila e carotenoides em plantulas de Achillea
millefolium L. (ALVARENGA et al., 2015).

Os espectros monocromaticos azul e vermelho e combinagBes 50%V:50%V e
30%:70%A nédo favoreceram a producdo de pigmentos fotossintetizantes em serralha. Jung et
al. (2021) reportaram que o espectro de luzes vermelha e azul promovem fortes efeitos na
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fotossintese, impulsionando melhor funcionamento dos estdmatos, fototropismo,
fotomorfogénese e niveis de pigmento fotossintético. A combinagdo da luz vermelha e azul
proporcionou maior teor de clorofila em plantulas de Camellia oleifera Huajin (HE et al.,
2020).

Os compostos fendlicos tiveram efeitos significativos nos diferentes espectros de luz
(TABELA 3). As plantulas cultivadas sob a luz branca LED apresentaram os melhores valores
para CFT.

Tabela 3 - Concentragdo de pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos totais (CFT) de
plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) in vitro sob diferentes espectros de luzes,
aos 40 dias. UFLA - Lavras, 2021.

Espectrosde  Clorofilaa  Clorofilab  Clorofila  Carotenoides CFT
luzes total
.................................................... MY g iiiieee. (Mg EAG.GY)

Azul (A) 0,89 ¢ 0,23d 1,13¢c 0,20 c 59,958 e
Vermelho (V) 0,73c¢c 0,20 d 0,9c 0,18c 66,656 d
Verde 1,45a 0,38 a 3,84a 0,33 a 55,548 f
Branco 0,86 ¢ 0,23d 1,09¢c 0,21c 96, 357 a
50%V:50%A 1,07 b 0,28 ¢ 1,35b 0,25b 84,395 b
30%V:70%A 0,83c 0,23d 1,07 c 0,19c 82,188 b
70%V:30%A 1,40 a 0,33b 1,73 a 0,31a 78,332 ¢

CV% 11,60 11,08 11,26 9,99 2,38

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade. CFT: compostos fenoélicos totais expressos em miligramas equivalentes de acido galico por
grama de matéria seca de folha.

Fonte: Do autor (2021).

Determinado comprimento de onda espectral pode aumentar a atividade enzimatica na
planta e, consequentemente, aumenta o sistema de defesa celular, protegendo a planta contra
danos oxidativos. Sendo assim, diferentes espéecies de plantas respondem de forma distinta a
cada espectro de luz no cultivo de plantas in vitro (JUNG et al., 2021).

A luz branca seguida da combinagéo de azul e vermelho apresentaram maiores teores
de compostos fendlicos e atividade antioxidante comparado aos demais espectros de luz em
plantulas de serralha in vitro. A luz branca é composta pelo vermelho, amarelo e azul as quais
formam todos os espectros de luz (GALVAO. MENEZES, 2016), que podem ativar a producao
de compostos fenolicos em plantulas de Sonchus oleraceus.

A utilizacdo de luzes vermelha e azul apresentaram altas concentragdes de compostos

fenolicos de manjericdo (DOU; NIU; GU, 2019). As luzes vermelha e azul podem diminuir os
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impactos de danos causados pelo estresse oxidativo em Codonopsis lanceolata. A interacéo das
luzes LEDs branco, vermelho e azul aumentaria a produtividade e potencial fotossintética,
tornando o uso total da energia da luz e diminuindo possiveis danos causados por tensdes

oxidativas, resultando em uma maior producéo de compostos fenolicos (REN et al., 2018).
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4 CONCLUSAO

Os espectros de luzes afetaram o ganho de matéria seca das plantulas de Sonchus
oleraceus in vitro. O cultivo das plantulas sob a luz branca LED obteve os maiores valores de
matéria seca de folha, caule, raiz e total seguido do espectro de 70%V:30%A. Nos espectros
monocromaticos vermelhos e verdes as plantulas tiveram uma tendéncia de estiolamento. A luz
verde apresentou maiores teores de clorofila a, b e carotenoides seguida pela combinacéo de
70%V:30%A. As plantulas cultivadas sob a luz branca LED apresentaram os melhores valores

para compostos fendlicos totais.
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CAPITULO 4 SISTEMAS DE VENTILACAO NATURAL NO ACUMULO DE
MATERIA SECA DE SONCHUS OLERACEUS I.

RESUMO

A serralha (Sonchus oleraceus) é uma planta mundialmente conhecida pelas suas
caracteristicas nutricionais, atividades antioxidantes e compostos fendlicos. O presente estudo
teve o0 objetivo de determinar a eficiéncia de sistemas de vedacdo dos frascos no crescimento
da serralha in vitro, comparado com tampas de vedacao convencional, em respostas a acimulo
de matéria seca, pigmentos fotossintéticos e compostos fenodlicos. Foram utilizados segmentos
nodais com um par de folha, cultivados em quatro sistemas de ventilagéo: sistema convencional
(SC), sistema de ventilagdo com membrana microporosa na tampa com um furo (SVN1), com
dois furos (SVN2) e com quatro furos (SVN4). Apo6s 40 dias avaliou-se o nimero de folhas,
matéria seca da folha, do caule e da raiz, analise de pigmentos fotossintéticos, compostos
fendlicos e antioxidantes. O sistema de ventilacdo natural com as membranas porosas influencia
no crescimento de Sonchus oleraceus in vitro. No sistema de ventilacdo com quatros
membranas porosa (SVN4), as plantulas obtiveram os maiores valores para nimero de folha e
acumulo de matéria seca (MSF, MSC, MSR e MST), pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b
e carotenoides) e teores de compostos fendlicos. Desse modo, 0s resultados apontaram que as
plantulas de Sonchus oleraceus possui um melhor desenvolvimento no sistema de ventilacao
com quatro membranas (SVN4).

Palavras-chaves: Serralha, Trocas gasosa, Plantas micropropagadas.
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ABSTRACT

The sowthistle (Sonchus oleraceus) is a plant known worldwide for its nutritional
characteristics, antioxidant activities and phenolic compounds. The present study aimed to
determine the efficiency of flask sealing systems on the growth of saw palmetto in vitro,
compared to conventional sealing caps, in responses to dry matter accumulation, photosynthetic
pigments and phenolic compounds. Nodal segments with one leaf pair were used and grown in
four ventilation systems: conventional system (SC), ventilation system with microporous
membrane in the lid with one hole (SVN1), with two holes (SVN2) and with four holes (SVN4).
After 40 days, the number of leaves, leaf, stem and root dry matter, photosynthetic pigment
analysis, phenolic and antioxidant compounds were evaluated. The natural ventilation system
with porous membranes influences the growth of Sonchus oleraceus in vitro. In the ventilation
system with four porous membranes (SVN4), the seedlings obtained the highest values for leaf
number and dry matter accumulation (MSF, MSC, MSR and MST), photosynthetic pigments
(chlorophyll a, b and carotenoids) and phenolic compounds contents. Thus, the results indicated
that Sonchus oleraceus seedlings have a better development in the four membrane ventilation
system (SVN4).

Key-words: Sowthistle. Gas exchange. Micropropagated plants.
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1 INTRODUCAO

A serralha (Sonchus oleraceus L.) é uma planta mundialmente conhecida pelas suas
caracteristicas nutricionais, medicinais e suas propriedades antioxidantes (MANALIL; ALI;
CHAUHAN, 2019). Consumida em varias regides brasileiras, pertence a familia Asteraceae,
originéria da Europa e bem adaptada ao territorio nacional devido sua rusticidade. O seu
consumo vem crescendo devido seu paladar levemente amargo e suas propriedades
nutracéuticas (EMBRAPA, 2017). A Sonchus oleraceus possui um grande potencial para o
consumo, pelo fato de suas folhas apresentarem compostos fendlicos (AL JUHAIMI et al.,
2017).

A micropropagacdo de plantulas de Sonchus oleraceus possibilita gerar informacdes de
seu cultivo, que pode ser utilizado em outras pesquisas. A cultura de tecidos é uma técnica que
permite a multiplicagdo cloral rapida de plantas oriundo de um Unico explante, e possibilita
extracdo de metabdlitos secundarios (MORAIS et al., 2012).

Plantas micropropagadas possuem um alto indice de mortalidade, podendo ser
explicado pelo acumulo de etileno e baixas concentraces de CO2 no interior no ambiente in
vitro das plantas. O uso de sistemas de ventilagdo é uma alternativa utilizada para ocorrer a
troca gasosa entre 0 ambiente in vitro e ex vitro. Esses sistemas de ventilagcdo reduzem a
quantidade de etileno e aumentam as concentra¢fes de CO2 no interior do cultivo in vitro
favorecendo o crescimento das plantas (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2002).

A utilizacdo de membranas permite a troca gasosa, assim, diminui o teor de umidade
relativa no interior dos frascos com baixo teor ou auséncia de sacarose no meio de cultura, as
plantas aumentam a taxa fotossintética, tornando as mesmas fotoautotrofia (XIAO; NIU;
KOZAI, 2011; IAREMA et al., 2012). Esses sistemas de vedacdo possuem impacto positivo no
crescimento e desenvolvimento de plantas micropropagadas (MOLINARI et al., 2020);
resultando em plantas com maior comprimento, maior nimero de folhas e maiores valores de
pesos frescos e secos (BATISTA et al., 2016).

Plantas micropropagadas sofrem estresses pelas condi¢des no interior dos frascos de
cultivo (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2002). Condi¢Ges ambientais que
promovam um grau de estresse em plantas podem afetar a producédo de metabolitos secundarios
que refletem uma interface quimica entre as plantas e o ambiente. Sendo assim, a producao

desses metabolitos pode promover variagdes no conteudo total e proporgdes relativas dos
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metabdlitos secundarios nas plantas (BARBOSA et al., 2010). Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo determinar a eficiéncia de sistemas de vedacao dos frascos no crescimento da
serralha in vitro, comparado com tampas de vedacdo convencional, em respostas a analise de

crescimento, pigmentos fotossintéticos, compostos fenolicos e capacidade antioxidante.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacéo experimental

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e
Plantas Medicinais no Departamento de Agricultura, e analises quimicas foram realizadas no
Laboratorio de Fitoguimica e Controle de Qualidade da Universidade Federal de Lavras (DAG/
UFLA), localizada na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14 ' S e 45°00 '
W, com918 m de altitude.

2.2  Germinacao e estabelecimento in vitro

Sementes de Sonchus oleraceus foram obtidas da cole¢é@o de germoplasma de hortalicas
ndo convencionais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. Em
camara de fluxo, as sementes foram transferidas para um recipiente contendo alcool 70%, sendo
agitados por 1 minuto. Posteriormente, foram transferidas para hipoclorito a 2% na propor¢édo
1/1 de &gua, agitado manualmente em um periodo de 15 minutos, e lavadas trés vezes com &gua
destilada autoclavada. Apds a assepsia, as sementes foram transferidas para tubos de ensaio
(25x150 mm) contendo 15 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 5,5 g L™ de agar e pH ajustado para
5,7+ 0,1 e autoclavado a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. As sementes foram germinadas em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/ 8h escuro, sob intensidade luminosa de 42
umol m?2 s, a temperatura de 26+1 °C. Depois de 40 dias de estabelecimento, as plantulas

foram repicadas utilizando explante de segmento nodal.

2.3  Delineamento experimental

No experimento de SVN, os explantes foram inoculados em frascos de vidro (250 mL)
contendo 40 ml de meio MS sem a suplementacio de sacarose, solidificado com 5,5 g L de
agar e pH ajustado para 5,7+0,1 e autoclavado a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Utilizando

membranas porosas nas tampas que permite a troca gasosa, feitas com fita veda rosca Amanco®
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e fita microporosa bege Cremer®, de acordo com a metodologia de Saldanha et al. (2012). De
acordo o esquema a seguir (FIGURA 1).

Figura 1 — Esquema feito com fita veda rosca Amanco® e fita microporosa bege Cremer®,

Fita microporosa

~a

-« Fita veda rosca

Fonte: Saldanha et al. (2012).

O experimento foi realizado em quatro sistemas de ventilacdo: sistema convencional
(SC), sistema de ventilacdo natural com membrana microporosa na tampa com um furo
(SVNZ1), com dois furos (SVN2) e com quatro furos (SVN4). Cada furo possui um didmetro de
um cm e foi preenchido com as membranas porosas. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) contendo dez frascos para cada sistema de
vedacdo, contendo quatro segmentos por frasco. Os explantes utilizados foram de segmento
nodal aproximadamente com um cm de comprimento e um par de folhas. Em seguida, os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/ 8h escuro, sob intensidade
luminosa de 42 umoL m 2 5%, & temperatura de 26+1 °C.

2.4 Variaveis analisadas

As variaveis respostas analisadas no experimento foram avaliacbes agrondmicas,

analise de teores de pigmentos fotossintetizantes, compostos fendlicos totais.
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2.4.1 AvaliagGes agrondmicas

O material vegetal fresco foi transferido para sacos de papel kraft e acondicionado em
estufa de circulacdo forcada de ar, a 37 °C %2, até peso constante. Em seguida, as massas (Q)
foram mensuradas em balanca de precisdo. Para o nimero de folhas, as mesmas foram divididas

em trés tamanhos: pequena (> 1,5 cm), média (1 a 1,5 cm), grande (> 1,5 cm).

2.4.2 Andlise de pigmentos fotossintetizantes

Os teores de pigmentos fotossintetizantes foram mensurados a partir de 50 mg de folha
fresca sem nervura. Os pigmentos foram extraidos com 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO)
saturado com carbonato de célcio (CaCOsz) em tubos de Falcon revestidos com papel aluminio
e mantidos em estufa de circulacdo forcada por 48 h na temperatura de 65 °C, de acordo a
metodologia de Hiscox e Israelstam (1979). Para cada tratamento foi preparada uma amostra
branca. A leitura foi feita em cubeta de quartzo no comprimento de onda de 480 (carotendides),
649 (clorofila a) e 665 (clorofila b) nm no espectrofotdmetro TECAN INFINITY M200 PRO,
contra o branco. As amostras preparadas em triplicatas.

A determinagdo das concentraces das clorofilas a, b e carotendides utilizou-se as
equacOes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649);
clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665); carotenodides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78
X Cb)/220. Para determinar a clorofila total foi realizada a soma dos resultados das equacdes de

clorofila a e b. Todos os resultados foram expressos em mg g*.

2.4.3 Andlises de compostos fendlicos

2.4.3.1 Preparo dos extratos e condigdes gerais

Folhas secas foram trituradas em moinho de facas e tamisada em peneira de 20 mesh.
Para microtubos foram transferidos 50 mg de folhas secas trituradas e 2 mL de MeOH:H-0
(1:1), os microtubos foram agitados individualmente por 5 segundos, em vortex para
homogeneizacdo do material e posteriormente submetidos a extracdo por sonicacdo por 15

minutos. Apds a sonicacdo, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos. O
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sobrenadante foi recolhido e armazenado. Esse processo foi realizado por trés vezes. As leituras
de absor¢cdo molecular no ultravioleta foram mensuradas na leitora de microplacas TECAN
INFINITY M200 PRO, operada com o sistema de processamento de dados I-control ® versdo

3.37. As amostras foram preparadas em quintuplicata.

2.4.3.2 Doseamento de compostos fendlicos totais

A dosagem de compostos fenolicos totais foi feita pelo método de Folin Ciocalteau,
com modificagdes (SINGLETON; ROSSI, 1965). Em microplacas de 96 pocos, foram
adicionados 50 pL da amostra, 100 pL de solucdo etandlica de Folin-Ciocalteau (10%) e ap6s
2 min de reacdo, foi adicionado 125 pL de Na2CO3 (7,0%). As amostras foram mantidas por
20 minutos no escuro a temperatura ambiente, para posterior leitura. A absorbancia foi lida a
760 nm. A curva de calibragdo foi constituida com padrdo acido galico (Sigma-Aldrich, 98%)
na faixa de 0,7188 a 1,2316 mg mL-1, gerando a equagdo y= 2,2178 x-0,1251 (R2 = 0,9986).
A partir da equacdo da reta, calculou-se o acumulo dos compostos fenolicos totais, sendo 0s
resultados expressos em miligramas de equivalente de &cido galico por grama de matéria seca
de folha (MgEAG gMSF-1).

2.5  Analise estatisticas
Apbs as avaliaces dos experimentos, os dados foram coletados e submetidos a analise

de variancia, cujas médias foram comparadas entre si usando o teste Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anadlise de crescimento

O numero e o tamanho de folhas das plantulas de Sonchus oleraceus foi influenciado
pelo SVN (TABELA 1). O sistema convencional sem membrana (SV) e (SVN1) afetou
drasticamente a emissdo e o tamanho foliar das plantulas. Os explantes cultivados com quatro
membranas (SVN4) induziram maior nimero e tamanho de folhas. O sistema de vedacéo
contendo quatro membranas (SVN4) proporciona maior troca gasosa entre o ambiente in vitro
e ex vitro, reduzindo os teores etileno no meio interno do frasco e aumentando as concentragoes

de CO2 no interior do cultivo in vitro favorecendo a emissao e expansao foliar.

Tabela 1 - Numero de folhas de plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) in vitro sob diferentes
sistemas de ventilacdo natural (SVN), sistema convencional (SC), com uma
membrana (SVN1), com 2 (SVN2) e com 4 (SVN4) aos 40 dias. UFLA — Lavras,

2021.
Ndmero de Folhas Folhas Folhas Total de folhas
membranas >1,5cm lal5bcm <lcm
SC 1,80 ¢ 7,00 c 56,40 b 65,20 d
SVN1 9,20 b 12,00 b 52,20 c 73,40 c
SVN2 10,40 b 10,80 b 68,40 a 89,60 b
SVN4 13,20 a 19,60 a 69,80 a 102,60 a
CV% 18,64 13,73 3,67 3,83

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.
Fonte: Do autor (2021).

Oliveira et al. (2021) reportaram que o cultivo in vitro de Mentha arvensis com quatro
membranas no frasco proporcionou maiores comprimentos de folha. Batista et al. (2016),
trabalhando com pimenta ornamental utilizando o sistema de ventilagdo nas tampas obtiveram
folhas expandidas e plantulas mais altas e vigorosas. Martins et al. (2020) demostraram que as
plantulas cultivadas em sistema de ventilacdo ndo apresentam distarbios anatdmicos e, assim,
a espessura das folhas e deposic¢éo de lignina e suberina na parede celular da exoderme foram
alteradas.

O sistema de ventilacdo natural com o uso de diferentes nimeros de membranas afetou
a matéria seca da plantula (TABELA 2). O sistema de ventilagdo com quatro (SVN4)

membranas favoreceu os maiores valores de matéria seca de folha (MSF), caule (MSC), raiz
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(MSR) e total (MST) seguida pelo uso de SVN2. O cultivo das plantulas livre de aglcar e
utilizando maior nimero de membrana favorecem a maior troca de gases e maior concentracao
de CO2 e assim, proporciona um maior ganho de biomassa. Na Figura 2 observa-se 0
crescimento das plantulas, onde o uso de quatro membranas proporcionou maior tamanho da
parte aérea e do sistema radicular.

Sistemas de vedagdo que permitem trocas gasosas possuem impacto positivo no
crescimento e desenvolvimento de plantulas micropropagadas (MOLINARI et al., 2020).
Batista et al. (2016) reportaram que plantulas de pimenta ornamental obtiveram maiores valores
de comprimento, pesos frescos e secos no sistema de ventilagdo. O cultivo de plantas
micropropagadas de Cattleya nobilior em sistemas de ventilagdo convencional promoveu
perfilhamento, mas em sistemas de vedacdo natural aumentou o diametro do pseudobulbo,
altura da planta e maior comprimento da folha (FREITAS et al., 2021). O sistema de ventilacdo
com quatro membranas microporosas, indicou maior acumulo de biomassa seca e area foliar

nos cultivos in vitro de Lippia gracilis Schauer (LAZZARINI et al. 2019).

Tabela 2 - Acimulo de matéria seca em plantulas de Sonchus oleraceus cultivadas por 40 dias
sob sistemas de ventilacdo natural (SVN) e convencional (SC). MSF: matéria seca
foliar; MSC: matéria seca do caule; MSR: matéria seca da raiz; MST: matéria seca

total.
Namero de MSF MSC MSR MST
................................................... 1010 TSRS
membranas
SC 103,08 ¢ 28,92d 02,88d 134,88 d
SVN1 183,02 b 41,14 c 07,12 ¢ 231,28 ¢
SVN2 203,02 b 46,24 b 27,38 a 276,64 b
SVN4 302,68 a 58,94 a 19,48 b 381,10 a
CV% 10,43 14,22 17,86 9,12

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

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 2 - Plantulas de Serralha (Sonchus oleraceus) oriundas de segmentos nodais cultivados
em meio MS em diferentes sistemas de vedagdo sem sacarose aos 40 dias. UFLA —
Lavras, 2021. Seta mostra raizes.

Fonte: Do autor (2021).

3.2 Analises de pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos

O sistema de ventilagdo natural com membranas porosas influenciou significativamente
os pigmentos fotossintéticos de Sonchus oleraceus (TABELA 3). As plantulas cultivadas nos
frascos com quatro membranas porosas (SVN4) obtiveram os maiores valores para clorofila a,
b, total e carotenoides no sistema fotoautotréfico. Com este aumento, as plantulas puderam
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realizar maior fotossintese e, consequentemente, um maior ganho de matéria seca (TABELA
2).

As condi¢bes que permitem a entrada de carbono nos frascos de plantulas
micropropagadas levaram um aumento no crescimento. larema et al. (2021) reportaram que na
auséncia de sacarose no meio de cultura, as plantas aumentaram a taxa fotossintética, tornando
as mesmas fotoautotroficas. Plantulas de Pitcairnia encholirioides cultivadas em tubos sem
ventilacao apresentaram menor acumulo de pigmentos fotossintéticos (RESENDE et al., 2016).
Batista et al. (2016) demostraram que plantulas de pimenta ornamental cultivadas com sistema
de ventilagdo proporcionaram crescimento mais vigoroso, aumento nos teores de pigmentos
fotossintéticos e estruturas anatdmicas distintas.

Os teores de compostos fenolicos foram afetados significativamente pelo sistema de
ventilacao natural (SVN) de plantulas de Sonchus oleraceus in vitro (TABELA 3). As plantulas
cultivadas em frasco utilizando quatro (SVN4) e duas (SVN2) membranas porosas obtiverem
os maiores valores para CFT por apresentar maiores concentragido de CO?. O sistema de

ventilacdo convencional (SC) sem uso de membranas porosas obteve 0s menores valores.

Tabela 3 - Concentracdo de pigmentos fotossintéticos e compostos fendlicos totais (CFT) de
plantulas de serralha (Sonchus oleraceus) in vitro sob diferentes sistemas de
ventilacdo natural, aos 40 dias. UFLA - Lavras, 2021.

NUumerode Clorofilaa Clorofilab Clorofila Carotenoides CFT
Total
membranas = e, mg g (mg EAG.gY)
1
SC 1,35b 0,35b 1,71b 0,28 b 60,350 b
SVN1 137b 0,34 b 1,71b 0,29 b 60,289 b
SVN2 1,23b 0,29 b 152b 0,26 b 53,278 ¢
SVN4 1,75a 0,43 a 2,19 a 0,37 a 67,459 a
CV% 18,17 16,99 17,77 17,47 4,89

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade. CFT: compostos fenoélicos totais expressos em miligramas equivalentes de acido galico por
grama de matéria seca de folha.

Fonte: Do autor (2021).

A composicdo gasosa de plantas in vitro pode afetar severamente o cultivo de muitas
espécies vegetais (ZOBAYED, 2005). Plantas na presenca de altas concentragdes de CO?,
alteram seu metabolismo aumentando a producdo de compostos fenolicos (NETO; LOPES,
2007). Ziska et al. (2008) também constataram que houve aumento de produtos secundarios de

N. tabacum, Datura stramonium e Papaver setigerum, sob maiores concentragfes de CO?.
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Mudancas nas caracteristicas anatdbmicas das plantulas podem interferir na absor¢éo dos
minerais no meio (MARTINS et al. 2020). Essas alteracfes podem trazer beneficios para as
plantulas. Plantulas em seu pleno crescimento podem produzir maior teor de metabdlitos

secundarios, como também aumentar a producdo desses compostos como mecanismo de defesa.
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4 CONCLUSAO

O sistema de ventilacdo natural com as membranas porosas influencia no crescimento
de serralha in vitro. No sistema de ventilacdo com quatros membranas porosa (SVN4), as
plantulas obtiveram os maiores valores para nimero de folha e matéria seca (MSF, MSC, MSR
e MST) e também para os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides). Os teores
de compostos fendlicos e antioxidantes foram maiores no sistema de ventilagdo com quatro
membranas (SVN4).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As intensidades de 70 a 144 umol? s e o0 espectro de luz branca LED proporcionaram
maiores valores no acimulo de matéria seca e numero de folha de plantulas de Sonchus
oleraceus in vitro. O sistema de ventilagdo com quatros membranas porosa (SVN4), sem
sacarose, € superior aos demais sistema de ventilagcdo e convencional quanto aos parametros de

crescimento e producdo de matéria seca em plantulas de Sonchus oleraceus micropropagadas.



