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A influéncia da luz azul na morfologia de plantas de alface cultivadas sob
diferentes qualidades e intensidades de luz

RESUMO

As plantas estdo constantemente submetidas as variagdes de luz no ambiente. Elas
desenvolveram mecanismos sensoriais refinados para perceber e responder a tais variagdes. O
amplo conjunto das respostas de desenvolvimento das plantas para as propriedades da luz séo
referidas como fotomorfogénese e envolve a acdo de multiplos fotorreceptores, incluindo
fitocromos e criptocromos. Estes absorvem diferentes comprimentos de onda de luz para
regular a expressdo de genes que regulam o desenvolvimento das plantas. Atuacdo desses
fotorreceptores nos processos de (des)estiolamento foram avaliados em plantas de alface. A
manipulacdo da qualidade e niveis de luz pode influenciar a atividade desses fotorreceptores
e, por conseguinte promover alteracdes morfofisioldgicas nas plantas. Desse modo, testou-se
a hipdtese de que a presenca da luz azul é necessaria para as plantas desenvolverem o fenétipo
desestiolado. Para tanto, plantas de alface foram cultivadas em condic¢des controladas em duas
intensidades e diversas qualidades, incluindo luz branca, azul, verde, vermelha e vermelha-
distante, além de combinacdes, perfazendo ao todo 18 tratamentos. Avaliou-se 0 ganho de
biomassa, comprimentos de entrenés, interceptacdo da luz, teores de pigmentos, alteracbes
morfo-anatomicas das folhas e ultraestruturais do cloroplasto e da parede celular. Verificou-se
qgue no verde hd mais intenso grau de estiolamento, no entanto a suplementacdo do azul
promove forte desestiolamento. No vermelho puro, as plantas apresentaram-se um pouco
menos estioladas, mas com limitada acdo do azul na estimulacdo do desestiolamento, e no
vermelho com vermelho-distante ha forte grau de estiolamento e fraca acdo do azul sobre
esses tratamentos. De maneira geral, as plantas submetidas as maiores intensidades de luz azul
isoladamente ou em combinacdo se assemelharam mais ao controle. Os resultados fornecem
suporte para a hipotese que a luz azul é capaz de inibir ou reduzir respostas relacionadas ao
estiolamento, porém as respostas ndo sao dependentes apenas da qualidade, mas também da
intensidade de luz. Sugere-se uma interferéncia fraca do PHYB sobre o CRY e uma acéo
negativa forte de PHYA sobre as proteinas CRY.

Palavras-chave: Fotomorfogénese, criptocromos, fitocromos, alface.



The influence of blue light on the morphology of lettuce plants grown under
different qualities and light intensities

ABSTRACT

Plants are constantly subjected to light variations in the environment. They have developed
refined sensory mechanisms to perceive and respond to such variations. The broad set of plant
development responses to light properties are referred to as photomorphogenesis and involves
the action of multiple photoreceptors, including phytochromes and cryptochromes. These
absorb different wavelengths of light to regulate developmental gene expression. The
performance of these photoreceptors in the (de-)etiolated processes were evaluated in lettuce
plants. The manipulation of quality and light levels may influence the activity of these
photoreceptors and therefore promote physio-morphological changes in plants. In this way,
we test the hypothesis if the presence of blue light is necessary for the plants not to develop
the etiolated phenotype. For this purpose, lettuce plants were grown under controlled
conditions in two intensities and several light qualities including white, blue, green, red and
far-red, including combinations of light, and performing 18 treatments. The biomass gain,
internodes lengths, light interception, pigment contents, morpho-anatomical changes of the
leaves and ultrastructural of the chloroplast and of the cell wall were evaluated. It is shown
that in the green light there is more intense etiolated phenotype, however the supplementation
of the blue promotes strong de-etiolated. In the pure red, the plants shows a little less etiolated
phenotype but with limited action of the blue light in the stimulation of the de-etiolated, and,
in the red added by far-red there is a strong degree of etiolated phenotype and weak action of
the blue light on these treatments. In general, plants submitted to the highest blue light
intensities alone or in combination more closely resembled the control. The results support the
hypothesis that blue light is able to inhibit or reduce etiolated responses, but the responses are
not dependent only on quality but also on light intensity. We suggest a weak PHYB
interference over CRY and a strong negative PHY A action on CRY proteins.

Keywords: Photomorphogenesis, cryptochromes, phytochromes, lettuce.
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1 INTRODUCAO

As plantas apresentam a capacidade de aquisicdo de informacdes sobre seu entorno,
através da percepcdo de sinais ambientais. Devido sua natureza séssil, as plantas precisaram
ser especialmente plasticas em seu desenvolvimento e, assim, estruturar uma ampla gama de
respostas adaptativas as condi¢fes ambientais. As plantas evoluiram mecanismos sensoriais
refinados para monitorar seu ambiente e iniciar respostas de crescimento e desenvolvimento
apropriadas, de modo a maximizar as chances de sobrevivéncia e propagacdo em um
ambiente especifico. Como as plantas sdo organismos autotroficos e dependem da fotossintese
para sua sobrevivéncia, sdo especialmente sensiveis as alteracbes dos multiplos parametros da
luz (qualidade, quantidade, periodicidade e diregdo) em seu ambiente. O amplo conjunto das
respostas do desenvolvimento das plantas para as propriedades da luz do ambiente séo
referidas como fotomorfogénese (Kami et al., 2010; Luo & Shi, 2018).

As respostas fotomorfogénicas das plantas envolvem acdo de varias classes de
fotorreceptores que sdo sensiveis a diferentes regides do espectro de luz. As propriedades de
absorcdo dos fotorreceptores correspondem ao espectro de luz que incide sobre elas,
tipicamente abrangem o espectro que se estende do UV préximo (~ 350 nm) até o vermelho-
distante (~ 750 nm). Essa é uma faixa mais ampla que o espectro fotossintético (Croce &
Amerongen, 2014). Os fotorreceptores sdo cromoproteinas compostas por uma apoproteina
ligada a uma variedade de cromoforos e os espectros de absorcdo caracteristicos séo
determinados pelo carater quimico do cromoforo e da apoproteina (Kami et al., 2010).

As trés mais estudadas classes de fotorreceptores identificados em plantas superiores
sdo os criptocromos e fototropinas sensiveis a regido do ultravioleta A (UVA) / azul (320 —
500 nm) do espectro, e os fitocromos que sdo 0s principais responsaveis pela absor¢do do
comprimento de onda vermelho e vermelho-distante (600 — 750 nm). Esses fotorreceptores
percebem e transmitem sinais do ambiente (luz) por meio de diferentes vias de sinalizacdo
intracelular para modular a expressdo génica nuclear, levando a mudangas aclimatativas nos
niveis de organela, de célula e de organismos inteiros (Cope et al., 2014; Kong & Okajima,
2016; Fraser et al., 2016). A luz verde promove diversos efeitos fotomorfogénicos, porém
ainda néo foi identificado um fotorreceptor exclusivo a luz verde (Folta & Maruhnich, 2007;
Smith et al., 2017).

Os fotorreceptores sao responsaveis por regular certas respostas do desenvolvimento

das plantas. Em Arabidopsis thaliana o fitocromo regula a germinagcdo de sementes, 0
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desestiolamento, a fuga da sombra, o ciclo circadiano e a floragdo; o criptocromo também
regula as respostas ao desestiolamento, o ciclo circadiano e a floracdo; a fototropina, no
entanto, € a unica que regula o fototropismo, 0 movimento dos cloroplastos e abertura
estomatica (Chen et al., 2004; Cope et al., 2014).

As plantas que evitam o sombreamento geralmente percebem a proximidade de
plantas vizinhas usando sinais da luz ambiente por meio de fotorreceptores especificos e
acionam as respostas de fuga da sombra (SAS, do inglés shade avoidance syndrome). A SAS
€ uma estratégia usada pelas plantas para melhorar seu sucesso competitivo. Ela é baseada na
plasticidade morfoldgica onde a forma do corpo da planta é remodelada para otimizar a
captura de luz. Um sinal critico da proximidade de vegetacdo vizinha é a redugdo na
intensidade dos comprimentos de onda na regido do vermelho (R) e azul (B) devido a forte
absorcéo das clorofilas das plantas vizinhas. Além disso, hd um aumento da proporc¢éo de luz
vermelha-distante (FR) e verde (G), resultando em uma reducéo nas relagdes R:FR e B:G. As
plantas detectam essas diferengas espectrais usando os fitocromos (R:FR) e os criptocromos
(B:G) levando ao aparecimento da SAS. As respostas de SAS incluem o aumento do
alongamento do caule, a hiponastia das folhas, crescimento reduzido da lamina foliar em
relacdo ao crescimento de peciolos, diminuigdo da espessura da folha, reducdo na quantidade
de pigmentos fotossintéticos, ramificacdo reduzida e orientacdo fototrdpica da parte aérea da
planta em direcdo as lacunas no dossel (Franklin, 2008; Keller et al., 2011). Esse conjunto de
caracteristicas determinam o estiolamento.

Diversos estudos utilizaram lampadas para testar combinacBes especificas de
comprimentos de onda de luz para elucidar seus efeitos sobre as plantas. Os estudos iniciais
incluiram apenas lampadas vermelhas porque emitiam luz que coincide com a absor¢do
méaxima da clorofila (660 nm). No entanto, rapidamente ficou aparente que a luz azul era
necessaria para o crescimento e desenvolvimento ‘“normal” (desestiolada), incluindo a
prevencdo de respostas de SAS. Por exemplo, as plantas de sorgo (Britz & Sager, 1990),
pimenta (Brown et al., 1995) e soja (Britz & Sager, 1990) precisam de luz azul para crescerem
e se desenvolverem de forma “normal” (Cope & Bugbee, 2013).

Dentro desse contexto o0 objetivo desse trabalho foi analisar aspectos
fotomorfogénicos e anatdmicos em nivel estrutural e ultraestrutural, além de pardmetros de
crescimento e bioquimicos em plantas de alface, em seu periodo vegetativo, crescidos sobre a

influéncia de diferentes qualidades/combinagdes espectrais e diferentes intensidades. Testou-



se a hipdtese de que a presenca da luz azul é necesséaria para as plantas de alface néo
desenvolverem o fendtipo estiolado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fitocromos

O fitocromo foi a primeira cromoproteina envolvida na fotomorfogénese
caracterizada. Embora o fitocromo tenha sido reconhecido apenas em 1949 como um
absorvedor essencial de luz nos processos fotomorfogénicos, vérias respostas morfogénicas
induzidas pela luz vermelha em plantas foram bem documentadas desde 1930 (Hendricks &
Van der Woude, 1983).

Em 1937, Flint e McAlister demonstraram que sementes fotoblasticas positivas de
alface (Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids), cujas sementes na presenca de luz (branca)
tiveram a taxa de germinacdo e a velocidade de germinacdo aumentadas, apresentavam
germinacdo maxima ap0s serem expostas a luz vermelha (R) e que a germinacdo era inibida
apos irradiacdo com luz vermelho-distante (FR). Porém, os maiores avangos nos estudos
referentes aos efeitos da luz sobre o desenvolvimento das plantas ocorreram a partir da década
de 50, com os estudos do botanico H.A. Borthwick e do fisico-quimico S.B. Hendricks, que,
juntamente com Vvarios colaboradores, passaram a estudar o espectro de acdo de varios
fendmenos, ou seja, correlacionar os diferentes comprimentos de onda do espectro
eletromagnético as respostas fotobiologicas, tais como a germinacdo de sementes fotoblasticas
positivas, o alongamento do caule de ervilha e o controle fotoperiédico do florescimento
(Labouriau, 1983).

O primeiro passo para 0 avango de Borthwick e Hendricks foi identificar que o
espectro de acdo das trés respostas fotobioldgicas (germinacdo de sementes fotoblasticas,
crescimento caulinar e controle fotoperiddico do florescimento) era 0 mesmo, com picos no
vermelho e no vermelho-distante, levando-os a hip6tese de que um Unico pigmento era
responsavel por esses trés fendmenos fisioldgicos estudados. Em 1952 houve a descoberta de
que os efeitos da luz vermelha podiam ser revertidos pela irradiagdo com vermelho-distante e
vice-versa, prevalecendo a resposta desencadeada pelo ultimo comprimento ao qual as plantas
ou seus propagulos foram expostos, tal fenébmeno € conhecido como fotorreversibilidade
(Labouriau, 1983).

Utilizando-se da caracteristica de fotorreversibilidade das moléculas de fitocromo foi
possivel em 1958 a deteccdo de fitocromos em extratos de tecido vegetal (Butler et al., 1959).

Em seguida, serviu para o isolamento do pigmento que foi realizado em 1964, o que
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possibilitou purificar e caracterizar quimicamente o fitocromo que era, na verdade uma
cromoproteina (Siegelman & Butler, 1965).

Desde sua descoberta, supunha-se que o fitocromo era um fotorreceptor restrito a
plantas superiores. No entanto, analises realizadas nos ultimos anos revelaram que fitocromos
sdo amplamente distribuidos entre bridfitas, pteridéfitas, bactérias fotossintéticas e néo
fotossintéticas, fungos e algas (Montgomery & Lagarias, 2002; Rockwell et al., 2006).

Os fitocromos vegetais sdo codificados por uma pequena familia de genes na maioria
das espécies de plantas. Estudos mostraram a existéncia de cinco genes phyA (phyA a phyE)
em Arabidopsis (Sharrock & Quail, 1989; Clack et al., 1994). De acordo com sua estabilidade
na luz, fitocromos foram classificados em dois tipos, fitocromos tipo | (foto-labil) acumulam-
se em plantulas estioladas e degradam-se rapidamente com a exposicéao a luz, enquanto que 0s
fitocromos do tipo 1l (fotoestaveis) sdo relativamente estaveis a luz (Abe et al., 1985; Furuya,
1989; Furuya, 1993). Em Arabidopsis, o fitocromo que possui a apoproteina PHYA é
considerado do tipo | e todos os demais (PHYB, C, D e E) séo considerados do tipo Il. O
PHYB é considerado o de maior abundancia (Sharrock & Clack, 2002).

Os fitocromos vegetais sdo proteinas diméricas constituidas por duas apoproteinas
idénticas ligadas a fitocromobilina que atua como um cromoforo. O cromoforo, sintetizado no
plastidio, é a por¢do ndo proteica do fitocromo, responsavel pela absorcéo da luz. A unido do
cromdforo com a apoproteina ocorre no citoplasma. Existem duas conformagdes do
fitocromo, uma ativa e outra inativa, que sdo relativamente estaveis, espectralmente distintas e
interconversiveis. A forma inativa do fitocromo (Pr) absorve majoritariamente o comprimento
de onda do vermelho (660 nm) e € convertida a forma biologicamente ativa (Pfr). A reversao
para a forma inativa se d& majoritariamente pela absorcdo do vermelho-distante (730 nm),
porém o Pfr pode converter-se espontaneamente a Pr em uma reacdo que ndo requer luz
(reversdo no escuro). A capacidade de um determinado fitocromo absorver a luz vermelha e
vermelho-distante resulta da fotoisomerizacdo reversivel na ligacdo dupla C15-C16 da
fitocromobilina em resposta aos comprimentos de onda do vermelha e vermelho-distante (Abe
et al., 1985; Kendrick & Kronenberg, 1986; Roig-Villanova & Martinez-Garcia, 2016).

Em Arabidopsis, os cinco fitocromos acumulam-se no citoplasma no escuro e uma
fracdo das moléculas translocam-se para o nucleo sob influéncia da luz (Nagy & Schafer,
2002). A importacdo nuclear s6 ocorre ap0s ocorrer a alteracdo conformacional de Pr a Pfr,
PHYA transloca-se para o nucleo em FR, enquanto todos os quatro fitocromos se acumulam

no nucleo em R ou luz branca (Kircher et al., 2002). Assim, a forma Pfr interage com outras



proteinas no citosol ou no interior do nucleo e regula suas fungdes para desencadear as
respostas a luz (Kircher et al., 2002; Nagy & Schafer, 2002).

Os fitocromos podem agir de trés diferentes modos, de acordo com a quantidade
(fluéncia) e a duracdo da luz requerida para induzir respostas na planta. Sdo subdividas em
respostas em fluéncia muito baixa (VLFR), respostas em fluéncia baixa (LFR) e respostas em
irradiancia alta (HIR). As VLFRs e HIRs sdo mediadas por PHYA, entretanto, LFR ¢
mediado por PHYB, e em muitos casos por outros fitocromos diferentes de PHYA
(Shinomura et al., 2000; Casal et al., 2003).

As VLFRs ndo sdo reversiveis e sdo sensiveis a um amplo espectro de luz entre 300
nm e 780 nm. A forma inativa do fitocromo (Pr) também € capaz de absorver um pouco de luz
FR e tornar-se ativa (Pfr), portanto mesmo em condicGes saturantes de luz FR ainda havera
até 3% de Pfr, sendo uma concentracdo superior aos 0,02% necessarios para induzir VLFR, o
que culmina com a auséncia da classica caracteristica de reversao por FR. As LFRs sdo as
respostas “cléassicas” do fitocromo com reversibilidade de R:FR. Por fim, as HIRs ndo séo
fotorreversiveis, requerem iluminacdo intermitente prolongada ou de alta frequéncia. Séo
chamadas assim por ndo serem proporcionais a fluéncia e sim a irradiancia, ao contrario das
demais (Nagy & Schafer, 2002; Casal et al., 2003).

Os fitocromos possuem uma importancia ecoldgica singular na interpretacdo dos
sinais trazidos pela luz ambiente. O fitocromo permite que a planta responda a quantidade de
luz fotossinteticamente ativa por meio da alteracdo da razdo R:FR. A alteracdo mais
significativa em R:FR ocorre quando a luz do dia é refletida e/ou transmitida pela vegetacéo
viva. Os tecidos verdes absorvem preferencialmente os comprimentos de onda no vermelho e
azul por meio das clorofilas e carotenoides resultando no enriquecimento das regides menos
absorvidas do espectro, verde e vermelho-distante. No entanto, mesmo nédo sendo detectavel
pela visdo humana, o maior enriquecimento ocorre em comprimentos de onda FR, acarretando
uma reducgéo da relagcdo R:FR e essa redugdo fornece um “alerta” da presenca e proximidade
de vegetacdes vizinhas, permitindo o inicio de estratégias de desenvolvimento aclimatativo
para tolerar ou evitar a sombra da vegetacdo antes do fechamento do dossel (Fraser et al.,
2016; Franklin, 2008; Casal, 2013).

Sob o dossel de uma vegetacdo ou plantas muito proximas umas das outras, a
competicédo entre os individuos determina o estabelecimento e a sobrevivéncia das espécies.
Algumas espécies de sub-bosque, desenvolveram estratégias de tolerdncia a sombra que

permitem que elas sobrevivam e se reproduzam com baixos niveis de luz, como as plantas



orelha-de-elefante (Alocasia macrorrhiza), que apresentam adaptacbes nas estruturas
fotossintéticas para otimizar a eficiéncia em baixas intensidades de luz. Estes incluem folhas
mais finas e maior teor de clorofila por unidade de massa (Franklin, 2008).

Outras espécies competem pela luz usando uma estratégia de fuga denominada
“evitacdo” da sombra (SAS). Os fenotipos de SAS mais notaveis em plantas sujeitas a baixos
R:FR (isto é, alta densidade da vegetacdo) sdo um rapido crescimento de caules e
alongamento de peciolo e uma reorientacédo ascendente das folhas (hiponastia foliar — resposta
contraria a epinastia) (Fraser et al., 2016; Roig-Villanova & Martinez-Garcia, 2016; Franklin,
2008). Em A. thaliana, as mudanc¢as no comprimento do hipocétilo podem ser notadas em 45
minutos (Cole et al., 2011). Respostas adicionais ao baixo R:FR frequentemente incluem
reducdo da area foliar, folhas com contetdo reduzido de clorofila e aumento da dominancia
apical. Se a relacdo R:FR persiste e a planta é incapaz de ultrapassar a vegetacdo competidora,
ocorre ramificacdo reduzida e o florescimento é acelerado, promovendo assim o
estabelecimento de sementes e aumentando a probabilidade de sucesso reprodutivo (Franklin,
2008; Fraser et al., 2016).

O PHYB desempenha um papel dominante na inibi¢do das respostas de SAS. A alta
razdo R:FR estabelece um aumento na proporcdo de PHYB ativa, que é translocada para o
nacleo onde se liga aos Fatores de Interacdo a Fitocromos (PIFs). Assim, em condicGes de
baixo R:FR leva a conversdo de Pfr para Pr, liberando a supressdo PIF para permitir sua
estabilizacdo, acumulacdo e promocdo de alongamento de haste por ligagdo a uma ampla
gama de genes alvo (Casal et al., 2003; Fraser et al., 2016).

As respostas das plantas a R:FR envolvem mudangas no status da sinalizagdo
hormonal, visto que, varias caracteristicas da SAS, tais como aumento do crescimento do
caule, hiponastia foliar e dominéancia apical, sdo caracteristicas dos altos niveis de auxina. A
baixa relacdo R:FR causado por vegetacdes vizinhas reduz PHYB ativo. Os PIFs sdo entdo
liberados da ligacdo de PHYB e da fosforilacdo induzida por PHYB, permitindo que eles se
liguem e ativem genes de sintese de auxina para promover o crescimento do caule. Ligado a
esse caminho, ha conexdes com a rota de estimulacdo para diversos outros fitorménios, tais
como: giberelinas, citocininas e brassinosterdides. Essa ampla capacidade evolutiva de
percepcao das plantas esta relacionada ao ambiente complexo que as plantas enfrentam para
completarem seu ciclo (Casal et al., 2003).



2.2 Criptocromos

Inicialmente o termo criptocromo foi designado para os receptores de luz azul nas
plantas com espectros de acdo que compreendiam dois picos, um na regido da luz ultravioleta
A (320 — 400 nm), e outro na regido do azul (400 — 500 nm). Era assim chamado devido sua
natureza criptica e a prevaléncia das respostas em plantas criptogamas (antigo termo
taxonémico usado para referir-se a plantas que ndo produzem flores, sementes e frutos,
incluindo samambaia, musgo, algas e fungos) (Russo et al., 1985; Whitelam, 1995; Briggs &
Huala, 1999).

Estudos realizados com mutantes fotomorfogénicos indicaram que as respostas a luz
azul sdo mediadas por fotorreceptores diferentes. Os mutantes hy4 e blu 1, 2 e 3 de
Arabidopsis apresentam comprometimento do alongamento do hipocoétilo, mas mantém
curvatura fototropica em resposta a luz azul direcional. Por outro lado, os mutantes de
Arabidopsis jk218 e jk224 sdo defeituosos no fototropismo, mas mantém a inibicdo do
alongamento do hipocétilo dependente de luz azul. Essas observagdes permitiram concluir
que existem fotorreceptores separados para a percepc¢édo do sinal de luz azul direcional e nédo-
direcional (Quail, 1994). Portanto, uma Unica nomenclatura de criptocromo ndo seria
adequada, pois abrangeria todos os receptores de luz azul (Lin & Shalitin, 2003; Yang et al.,
2017).

Apesar do fato da maioria dos estudos que levaram a descoberta dos criptocromos
serem referentes ao fototropismo, descobriu-se que os fotorreceptores responsaveis por esse
fendmeno na verdade era outra classe de fotorreceptores, assim um nome diferente,
fototropinas, teve que ser inventado para estes receptores de luz azul (Lin & Shalitin, 2003).
Os maiores avancos para a descoberta dos criptocromos s6 ocorreu em 1993 quando
Cashmore e seu grupo de pesquisa isolaram o primeiro criptocromo em Arabidopsis (Ahmad
& Cashmore, 1993). Usando a marcacgao genética, esses pesquisadores clonaram o l6cus hy4
de Arabidopsis e notaram que a proteina codificada (posteriormente denominada de CRY1)
possuia alta similaridade com as fotoliases do DNA de procariotos, uma classe de
flavoproteinas que catalisam o reparo do DNA dependente da luz azul, sugerindo assim que
HY4/CRY1 seria um possivel fotorreceptor de luz azul que medeia a inibi¢do do alongamento
de hipocétilo sob luz azul n&o-direcional em Arabidopsis (Quail, 1994; Whitelam, 1995;
Ahmad & Cashmore, 1996; Briggs & Huala, 1999).

Em testes posteriores foi possivel descobrir que mesmo a homologia entre CRY1 e as

fotoliases ser tdo alta quanto a homologia das fotoliases entre si, 0s produtos do gene cryl néo
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exibiam atividade de fotoliase. Além disso, sua superexpressao e a perda da fungdo dos alelos
cryl resultou em alteragdes na sensibilidade a luz ultravioleta A (UVA) e azul, e em menor
extensdo a luz verde, tanto em plantas de tabaco transgénicas como em plantas de
Arabidopsis, apoiando a hipdtese de que o CRY1 é um fotorreceptor que responde
seletivamente a esses comprimentos de onda (Lin et al., 1995, 1996).

A descoberta de um segundo criptocromo em Arabidopsis, denominado criptocromo
2 ou CRY?2, solidificou a nomenclatura do termo criptocromo ser referente aos receptores de
luz azul semelhantes as fotoliases (Hoffman et al., 1996; Briggs & Huala, 1999; Lin &
Shalitin, 2003). Os criptocromos de Arabidopsis CRY1 e CRY2 possuem funcdes fisiologicas
conhecidas, mas um terceiro membro da familia, CRY3, permanece com suas funcGes
incertas, porque um mutante cry3 com insercdo de T-DNA néo apresentou nenhuma alteracéo
fenotipica obvia quando cultivado sob vérias condi¢des de luz visivel ou UV. No entanto,
CRY3 foi detectado em mitocondrias e cloroplastos, apresentando atividade bioquimica na
reparacao de danos causados por luz UV ao genoma dessas organelas (Yu et al., 2010; Liu et
al., 2016).

Analises genéticas com os mutantes Arabidopsis cryl e cry2 revelam que a proteina
nuclear CRY1 € responsavel pela inibicdo do alongamento do hipocoétilo sob altas
intensidades de luz azul e o0 CRY1 que se localiza no citosol medeia a estimulacdo da
expansdo do cotilédone e alongamento da raiz (Wu & Spalding, 2007). Diferente do CRY1,
que é estavel, o CRY2 é imediatamente degradado sob condicdes de luz azul, semelhante aos
fitocromos, para os quais PHYA, mas ndo os outros fitocromos, sofre rapida degradacdo na
luz vermelha. O CRY2 ¢é localizado exclusivamente no ndcleo, ocorrendo tanto sua
fosforilagdo quanto sua degradacdo neste compartimento celular. O CRY2 atua na indugéo
floral, a inibicdo do alongamento do hipocotilo em condicBes de baixas intensidades de luz
azul e parece antagonizar a funcdo do CRY1 na regulacdo do alongamento da célula radicular
(Yuetal., 2007).

Tanto o0 CRY1 como o CRY2 funcionam como dimeros em células vegetais com
mondmeros que consistem em dois dominios principais, 0 dominio N-terminal PHR (Regiéo
homologa a fotoliase) e o carboxi-terminal (CCT). Os criptocromos de Arabidopsis, como as
fotoliases, ligam-se a dois cromoforos: FAD (flavina adenina dinucleotideo) e um derivado de
pterina, o0 5,10-metilenotetrahidrofolato (MTHF). O FAD é ligado ndo covalentemente dentro
da regido PHR (~ 500 aminoacidos) e funciona como o sensor primario de luz, enquanto o

papel do MTHF é coletar e transferir energia luminosa adicional para o cromoforo FAD da
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regido do ultravioleta A (Hoang et al., 2008; Liu et al., 2016). Enquanto a fotossensibilizacéo
¢ mediada pelo dominio PHR, o CCT (~ 100 — 200 aminoacidos) é importante para a
sinalizacdo criptocromaética, porque as mutacdes neste dominio muitas vezes prejudicam a
funcdo dos criptocromos mutantes (Ahmad & Cashmore, 1993; Yang et al. 2000; Yu et al.,
2010; Liu et al., 2016).

Os criptocromos fotoexcitados sdo fosforilados para adotar uma conformacéo aberta,
tornando-se ativos e ligando-se a outras proteinas sinalizadoras para alterar a expressao
génica, e consequentemente, os programas metabdlicos e de desenvolvimento das plantas (Yu
et al., 2010; Liu et al., 2016). A importancia dessa classe de fotorreceptores é ampla.
Abrangendo desde o processo de desestiolamento, em que ocorre a transi¢do de uma plantula
cultivada no escuro que vive de suas reservas da semente para uma plantula
fotoautotroficamente competente, incluindo respostas de inibicdo do crescimento do
hipocétilo, promocdo da expansdo do cotilédone e sintese de um ndmero de pigmentos
incluindo clorofilas e antocianinas. E também atuando nos estddios mais avancados do
desenvolvimento, tendo profunda importancia para a inducdo de floracdo dependente de
fotoperiodo, alongamento radicular, biossintese de fitorménios e sincronizacdo do ciclo
circadiano. Além disso, possui importante papel ecoldgico, pois paralelamente a diminuicdo
da razdo de R:FR, as plantas sombreadas também percebem uma reducdo de ultravioleta A
(UVA) e luz azul (B) e um enriquecimento de luz verde (G). A luz verde tem mostrado
inativar parcialmente a sinalizagdo criptocromética exacerbando ainda mais as respostas de
SAS (Chen et al., 2004; Fraser et al., 2016).

A atenuacdo da luz azul é percebida por CRY1 e CRY2 em plantas juvenis, com
CRY1 adotando um papel dominante em plantas adultas. No entanto, trabalhos mais recentes
mostram que é possivel a acdo de PIF na cascata de sinalizacdo dos criptocromos (Pedmale et
al., 2016). Os fatores de transcricdo PIF sdo necessarios para as respostas de evitacdo da
sombra mediadas por fitocromos, mas PIF4 e PIF5 estdo envolvidos tanto na baixa razdo
R:FR como na resposta a baixa luz azul (Keller et al.,, 2011; Pedmale et al., 2016).
Curiosamente, PHY e CRY ligam-se a sitios diferentes dos PIFs (Pedmale et al., 2016),
sugerindo que diferentes complexos fotorreceptores de PIF se formam dependendo do regime
de luz. Outro ponto de elevada relevancia é que as respostas de SAS mediada por fitocromos e
PIFs sdo causadas pela regulacéo positiva da biossintese de auxina e pela redistribuicdo de
auxina (Li et al., 2012). No entanto, a SAS induzida por CRY e PIF4 / PIF5 parece ser

amplamente regulada pela modificagdo da parede celular, com a auxina ainda desempenhando
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seu papel (Pedmale et al., 2016; Fankhauser & Batschauer, 2016). Trabalhos realizados com
inibidores de transporte de auxina que bloqueiam o alongamento induzido por baixa R:FR néo
blogqueiam completamente o alongamento do hipocoétilo em resposta ao LBL (baixa luz azul),
indicando que as respostas de crescimento de R:FR e LBL podem ser mediadas por
mecanismos separados. Assim, PHY’s e CRY’s usam estratégias diferentes para atingir o
mesmo objetivo (Fankhauser & Batschauer, 2016).

Os fitocromos e criptocromos sé@o evolutivamente adaptados para co-atuar em plantas
expostas a comprimentos de onda mistos. Os fitocromos podem interagir diretamente com 0s
criptocromos para coordenar as respostas a luz vermelha / vermelha-distante e a luz azul. E
também, fitocromos e criptocromos podem interagir com o comum parceiros de sinalizacdo
para coordenar suas acdes, como € o caso dos PIFs. Além desses mecanismos, foi descoberto
que os fitocromos e criptocromos medeiam a inducdo da expressdo dos genes nao apenas
necessarios a fotomorfogénese, mas também dos genes BICs (inibidores de luz azul de
criptocromos). As proteinas BICs interagem com criptocromos fotoexcitados para suprimir
todas as reacdes fotoquimicas presentemente conhecidas de criptocromos (Wang et al., 2016).
Os genes BICs sdo induzidos pela luz em um modo independente do comprimento de onda,
mas mutagdes de criptocromos ou fitocromos prejudicam o acimulo de mRNA BIC em
resposta & luz azul ou luz vermelha / vermelho-distante, respectivamente. Estes resultados
argumentam que o circuito de feedback negativo do CRY-BIC é controlado ndo apenas por
criptocromos, mas também por fitocromos (Wang et al., 2018).

Portanto, diferentes qualidades espectrais que ativam seletivamente diferentes
fotorreceptores ativam um conjunto de genes sobrepostos no qual estdo associados a uma
profusa regulagdo transcricional e pds-transcricional, indicando a presenca de varios pontos
de contato (crosstalk) nesta complexa rede de interacdes no qual desencadeiam respostas

fenotipicas, bioquimicas e estruturais nas plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal. Algumas
analises foram executadas nos laboratorios de Histotécnica Vegetal e Complexo de Apoio a
Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estatual de Maringa (UEM), Maringé-Paran4, Brasil.

3.1 Material vegetal e condicdes de crescimento

Foram utilizadas plantas de alface (Lactuca sativa L., var. Elisa), em que mudas
foram adquiridas no comercio local da cidade e cultivadas no Laboratério de Ecofisiologia
Vegetal na Universidade Estadual de Maringd. Plantas com 4 folhas expandidas foram
selecionadas, pela uniformidade, sanidade e vigor, e transplantadas em potes de 250 mL,
contendo mistura de substrato comercial com solo (Nitossolo vermelho de textura argilosa)
em proporcdo de 2:1. O cultivo foi realizado em caixas de MDF de coloracdo branca.
Inicialmente foram inseridas 9 plantas por caixa/tratamento e, 7 dias ap6s o transplantio, 4
plantas foram removidas devido a falta de espaco e utilizadas para analises de antioxidantes e
fenolicos totais. As 5 plantas restantes permaneceram sob o efeito dos tratamentos de luz até o
dia da coleta final (15° dia) e utilizadas para as demais analises. As condi¢des de crescimento
foram ajustadas a 24°C com fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro). Todas as plantas eram
frequentemente irrigadas conforme a necessidade e fornecido solugdo nutritiva de Hoagland
completa (pH 5,3) a cada 2 dias. As plantas foram mantidas sob diferentes qualidades e
intensidades de luz (18 tratamentos/combinacdes) descritos no Tabela 1. Desde a imposicéo
dos tratamentos as plantas foram rotacionadas em suas respectivas caixas para evitar
favorecimento ou desfavorecimento de alguma planta em especifico. As coletas foram

realizadas 15 dias ap6s a imposicao dos tratamentos.

3.2 Delineamento experimental e montagem dos experimentos

Os diversos tratamentos foram determinados com base em experimentos previos
onde foram cultivadas plantas de alface sob a influéncia de LEDs brancos, azuis, verdes,
vermelhos e vermelhos-distantes em 300 pmol m? s™. Observou-se que apenas as plantas

cultivadas nos LEDs brancos e azuis ndo apresentaram fenoétipo estiolado. A partir desta
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observacgdo averiguou-se que os LEDs brancos utilizados possuiam 18% de azul, ou seja, 54
umol m™ s™ do total dos 300 umol m™ s impostos na condicéo de cultivo. Deste modo,
decidiu-se testar a metade (25 pmol m™ s™), o valor (50 umol m™ s™) e o dobro (100 pmol m™
s1) do valor de azul encontrado nos LEDs brancos. Além disso, testou-se uma maior
intensidade para averiguar se seria meramente um efeito de qualidade e/ou intensidade. Os
tratamentos de maior intensidade (600 pmol m? s™) ficaram incompletos devido a estrutura
(caixas de MDF) ndo comportar o nimero de LEDs necessarios para atingir tal intensidade no
tratamento vermelho-distante (Far-red 600), e devido a um numero insuficiente de LEDs
verdes (Green 600), pois possuem elevado custo. A maneira como 0 experimento foi

planejado se encontra na figura 1.

White 600

I I

White 300 || Blue 300 |<»| Green 300

I G + Blue 25

18% Blue FR+R +

(54 pMol m2 s1) S dliees - Blue 50

G + Blue - FR+R + Blue 100
100 Blue 100

Figura 1 — Esquema ilustrativo do planejamento experimental. As cores representam a qualidade e 0s nimeros
em sequéncia a intensidade luminosa que as plantas foram submetidas, totalizando 18 tratamentos.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC). Os
tratamentos com diferentes irradiancias (intensidade de luz) foram realizados utilizando LEDs
(diodos emissores de luz) monocromaticos de alta eficiéncia (Figura 1). A intensidade de cada
tratamento foi ajustada isoladamente através de um sensor quantum (sensor PAR, LI-190R,
LiCor, Nebraska, USA) e acoplado a um medidor portatil que monitora com precisdo (0,1
pumol m? s) a radiacdo fotossintéticamente ativa (400 — 700 nm). As medicdes foram
realizadas na altura da copa e ajustadas para as intensidades de 300 e 600 pmol m? s™. Nos

tratamentos que possuem luzes vermelho-distante, como o sensor ndo permite sua medicéo,
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todas as luzes dessa qualidade foram ajustadas em sua poténcia méxima e depois ajustados as

demais luzes que compunha o tratamento. A qualidade dos LEDs foi monitorada com auxilio

de um espectroradidmetro (ADS Inc; FieldSpec 3 Jr., Colorado, USA). As diversas qualidades

espectrais estudadas foram melhores explanadas na Tabela 1 e na Figura 2. Usando-se o0s

dados do espectroradibmetro e com base na area do pico de emissividade de cada banda

espectral foi possivel determinar que a relacdo R:FR foi de 0,33 no tratamento FR +r.

Tabela 1 — Detalhamento da composicdo das qualidades, combinacdes e intensidades de luz
fotossinteticamente ativa (PAR) referentes aos tratamentos aos quais as plantas de alface

Abreviacoes

Tratamentos (umol m?s™)

PAR final (umol

m?s?)
W (a) Branco (300) 300
2W (b) Branco (600) 600
B (c) Azul (300) 300
2B (d) Azul (600) 600
B+FR(e) Azul (300) + Vermelho-Distante 300
G (f) Verde (300) 300
G + b25 (g) Verde (275) + Azul (25) 300
G + b50 (h) Verde (250) + Azul (50) 300
G + b100 (i) Verde (200) + Azul (100) 300
R () Vermelho (300) 300
2R (k) Vermelho (600) 600
R +b25 (I) Vermelho (275) + Azul (25) 300
R + b50 (m) Vermelho (250) + Azul (50) 300
R + b100 (n) Vermelho (200) + Azul (100) 300
FR +r(0) Vermelho-Distante + Vermelho (300) 300
FR +r+b25 (p) | Vermelho-Distante + Vermelho (275) + Azul (25) 300
FR+r+b50(q) | Vermelho-Distante + Vermelho (250) + Azul (50) 300
FR +r+b100 () Vermelho-Distante + Vermelho (200) + Azul 300

(100)

foram submetidas, além de suas e respectivas abreviagoes.
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Figura 2 — Padrdo de dispersdo espectral e intensidade luminosa (eixo y), dentro da regido fotossinteticamente ativa, que compdem cada tratamento. Os tratamentos foram:
Branco 300 (a), Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (e), Verde 300 (f), Verde 275 + Azul 25 (g), Verde 250 + Azul 50 (h), Verde 200 +
Azul 100 (i), Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (l), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho 200 + Azul 100 (n) Vermelho-distante + Vermelho
300 (0), , Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + Vermelho 250 + Azul 50 (q), Vermelho-distante + VVermelho 200 + Azul 100 (r). Os valores
seguidos das cores se referem a intensidade de cada banda espectral expressas em pmol m? s™. Os valores foram normalizados para que o pico de maior intensidade fosse
igual a 100% ou 200%.
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3.3 Anadlise de crescimento

Avaliou-se os parametros de crescimento na fase vegetativa da planta. Foram
coletadas 5 plantas por tratamento na Ultima coleta (15° dia ap6s imposicéo dos tratamentos),
devido a realizagdo de andlises destrutivas para a determinacdo desses parametros. Para
obtencdo da area foliar, comprimento e largura das folhas, todas as folhas foram removidas e
entdo escaneadas com o auxilio do scanner (HP Scanjet 300, California, USA, 300 dpi) e as
imagens digitalizadas foram analisadas com o auxilio do software Image-Pro Plus® 4.5. Foi
quantificada a matéria seca das raizes, caule, folhas, e total da planta pela soma das fracdes
anteriores, além da medicdo do didmetro do caule e comprimento do caule e da maior raiz.
Para obtencdo da matéria seca as fracdes foram colocadas em estufa de ventilagdo forcada, a
temperatura de 70°C até peso constante e quantificadas em balanca digital analitica. Os
parametros de crescimento e fisiologicos foram estimados segundo método descrito por
Hoffmann & Poorter, 2002 e Silva et al., 2013.

3.4 Determinacéo da intercepcao de luz

Calculou-se a densidade volumétrica do dossel, considerando a parte aérea da planta
com projecéo de um cilindro, calculado pela férmula, Vcilindro = r?h, considerando o raio
(r) como o comprimento da maior folha e (h) altura do caule, compondo a densidade de area
foliar pela relacéo da area por volume (cm? folha / cm® de planta).

3.5 Determinacéo dos teores de pigmentos foliares

Para a quantificacdo dos teores de clorofilas e carotendides totais foram utilizadas
folhas totalmente expandidas do terco intermediario. A partir dessas folhas foram obtidos
segmentos de 4 cm? do limbo, exceto para o tratamento que continha apenas luz verde, no
qual foram necessarios 8 cm? pois o baixo teor de pigmentos nas plantas resultou em
amostras muito diluidas comparados aos demais tratamentos. A extracdo foi realizada
imediatamente apds a coleta dos segmentos, com imersdo, no escuro e em temperatura
ambiente, por aproximadamente 18 — 20 horas em solugdo de acetona 80% saturada com

CaCOs. Para leitura do espectro de absorcdo (400 a 700 nm) dos pigmentos foliares extraidos
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utilizou-se espectrofotometro Lambda 1050 UV/VIS/NIR (PerkinElmer, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA). As concentragdes de clorofilas e carotenoides foram estimadas,
segundo equagdes matematicas descritas por Lichtenthaler (1987) selecionando os
comprimentos de onda de 470, 647 e 663 nm. Segmentos similares aos usados para extracao
dos pigmentos foram coletados, colocados em estufa a 70°C e quantificados em termos de

matéria seca para avaliacdo e expressdo dos dados com base em massa.

3.6  Analises bioquimicas

Para a determinacdo dos fenodis totais (polifendis sollveis) e da atividade
antioxidante (DPPH; sequestro de radicais livres) foram coletadas 4 plantas por tratamento 7
dias apos serem transplantadas. Os extratos vegetais para ambas analises foram realizados em
duplicatas. Para isso, foram triturados 0,5 g de folhas frescas em 5 mL de metanol 80% (v/v)
e posteriormente centrifugados a 15.000 rpm durante 60 segundos. O sobrenadante foi usado

nas analises.

3.6.1 Compostos fendlicos solUveis totais

A determinacdo dos fendis sollveis totais foi realizada conforme Ragaee et al.
(2006), com modificacdes. A concentracdo do mix de reagentes para quantificacdo foram 1M
de Folin- Ciocalteu reagente fenol (Sigma-Aldrich; F9252), 3.56M de Carbonato de Sddio
(Na,CO3) e agua quando necessario para diluicdo. A reacdo iniciou com a adigdo de 170 pL
do extrato metandlico, 85 pL do reagente Folin-Ciocalteu, 170 uL de Na,CO3 e 830 uL de
agua deionizada. As amostras ficaram no escuro por 40 minutos e, posteriormente realizou-se
a centrifugacao por 90 segundos a 15.000 rpm antes da leitura em espectrofotometro em A725
nm. Foi determinado a concentragdo dos polifendis equivalente a curva padréo a concentracdo
de 4cido galico, Y = 87.651x+1.6515; R*= 0.993.

3.6.2 Atividade antioxidante através do método de sequestro de radicais livres (DPPH")

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o metodo sequestrador de

radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descrito por Ragaee et al. (2006), com
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pequenas modificacdes. Foi utilizada a solugdo de DPPH na concentragcdo de 1mM. A reacédo
iniciou com a adi¢do de 100 uL do extrato metandlico, 1,5 ml da solucédo de DPPH e 500 pL
de metanol 100%. As amostras foram agitadas e mantidas no escuro por 40 minutos. As
leituras foram realizadas em espectrofotometro em A515 nm. As absorbancias obtidas foram
usadas para o calculo da capacidade dos extratos de alface em eliminar os radicais livres
DPPH.

A atividade antioxidante foi calculada pela equacéo:

Abs sol. DPPH
Abs amostras)

% atividade antioxidante = [1 — ( )]x 100

Onde: Abs sol. DPPH: Absorbancia da solucdo de DPPH;

Abs amostras: Absorbancia das amostras ap6s 40 minutos.

3.7 Anélises anatémicas

3.7.1 Microscopia eletronica de transmissao

Realizou-se analises da ultraestrutura dos cloroplastos, dos tilacéides, da epiderme e
parede celular das células parenquimaticas das plantas de alface. Para tanto, sec¢fes de limbo
de 2 mm? da 52 ou 62 folha (a contagem das folhas foi feita de baixo para cima, excluindo as
folhas cotiledonares), totalmente expandidas e desenvolvidas sob as condigdes dos respectivos
tratamentos foram coletadas na Gltima avaliacdo (15° dia) e fixadas em solu¢do de Karnovsky
modificada contendo glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampao cacodilato 0,05 M
(Karnovsky, 1965). Em seguida foram pés-fixadas em solucao de tetréxido de 6smio 1% em
tampdo cacodilato 0,05 M. Ap6s a fixacdo os seguimentos de limbo foram contrastados (in
bloc) com acetato de uranila 0,5% overnight. Procedeu-se a desidratacdo das amostras
utilizando-se séries com concentracdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%; 3Xx), e
posterior infiltracdo e inclusdo em resina Spurr. As amostras foram transferidas para moldes
especificos para polimerizacéo da resina, em estufa de temperatura controlada (65 - 70°C) por
72 horas. Foram realizados cortes semi-finos (1,5 um de espessura) e ultrafinos (70 nm de
espessura) em ultramicrétomo (MTX Powertome X, Boeckeler Instruments RMC Products)
utilizando navalha de vidro e diamante (Diamond Knife), respectivamente. Os cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo (Reynolds,

1963), lavados com agua deionizada e finalmente observados no microscopio eletronico de
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transmissdo (JEOL JEM-1400, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) equipado
com uma camera digital, a 80 kV disponivel no Complexo de Apoio a Pesquisa (COMCAP).
As imagens digitais obtidas foram analisadas de forma qualitativa. Todos os reagentes usados
eram grau microscopia eletronica de alto padrdo Sigma Aldrich (Sigma Aldrich; St. Louis,
Missouri, USA) ou EMS (Electron Microscopy Science, Industry Road Hatfield,
Pennsylvania, USA).

3.7.2 Microscopia de luz

Para avaliacdo das caracteristicas anatdmicas foram utilizados os cortes semi-finos
(1,5 nm de espessura) obtidos no ultramicrotomo utilizando a navalha de vidro. Os cortes
semi-finos foram coletados e depositados em laminas de vidro. Para o processo de coloragédo
foi depositado o corante azul de toluidina em tampédo Bérax sobre os cortes e, posteriormente
foi realizada a secagem em placa aquecedora sem deixar entrar em ebulicdo a solucéo,
formando um anel de coloracdo verde ao redor da gota de corante depositada. Apos a
secagem, as laminas foram lavadas abundantemente em &gua destilada. As imagens digitais
foram obtidas em microscopio Leica ICC50 (Leica Company, Wetzlar, DEU) acoplado a um
computador com o software Leica Application Suite®. As medidas foram realizadas com
auxilio do software Image-Pro-Plus® v.4.5 e calibrados com uso de lamina de referéncia de

medic&o.

3.8 Anadlises estatisticas

Os dados obtidos dos respectivos tratamentos foram submetidos as analises
estatisticas ANOVA One-Way para média entre tratamentos. Diferencas significativas
(p<0,05) em comparag¢dao multiplas e entre os efeitos da qualidade da luz e intensidade foram
analisados utilizando o teste estatistico de Scott-Knott, processado no software Sisvar 5.6, que
tém por objetivo separar as médias de tratamentos, em grupos homogéneos, pela minimizacéo
da variagdo dentro, e maximizagédo entre grupos. Os graficos foram elaborados com auxilio do
software Sigma Plot 10.0® (Systat, San Jose, California, USA).
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3.8.1 Anélise multivariada
3.8.1.1 Analise de regressdo multipla multivariada

As variaveis dependentes (relacdo comprimento pela largura foliar; clorofila por
area; clorofila por matéria seca) foram testadas simultaneamente em relagdo as variveis
independentes (qualidades de luz: vermelho; azul; verde; vermelho-distante; vermelho + azul;
verde + azul; vermelho-distante + azul). Para o processamento dos dados foi utilizado o
software RStudio 1.0.153. O modelo utilizado foi: Yi=B + G+ R + FR + B*G + B*R +
B*FR + ¢;.

3.8.1.2 Analise de componentes principais (PCA)

Procedeu-se a analise de componentes principais (PCA) de modo a reduzir a
dimensionalidade dos dados e propiciar ao conjunto de varidveis auto-correlacionadas
analises mais estaveis e que pudesse discriminar a real influéncia das varidveis. Buscou-se no
conjunto de variaveis qual é a contribuicdo individual para a explicacdo do ganho de matéria
seca total das plantas. Utilizou-se a rotina do software STATISTICA 10® (Statsoft, Tulsa,
California, USA) em dados brutos e ndo transformados. Utilizaram-se os dados primarios da
analise de crescimento coletados ao 15° dia apds imposicdo dos tratamentos, dados derivados
da andlise de crescimento (ap6s algum procedimento matematico como relagdes), dados de
concentracdo de pigmentos e dados anatdmicos para processar a analise multivariada. Nao se
procedeu a rotacdo de vetores. Usaram-se apenas 0s dois primeiros componentes principais
para as demais caracterizagdes derivadas da PCA. Com o uso dos autovetores (correlacéo
linear entre uma variavel com um componente principal) e autovalores (quadrado do
autovetor) foi possivel derivar estatisticamente qual a magnitude de explicacdo de uma
varidvel particular (ou grupos) para o crescimento das plantas. Os dados dos escores
estimados pelo componente principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) foram
submetidos a MANOVA Bifatorial e, se significativo pelo teste F (p<0,05), foram entao
submetidos comparacdo de media pelo teste de Scott-Knott, sendo considerado significativo a

uma probabilidade de erro inferior a 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises fisioldgicas e parametros de crescimento

A partir analise das plantas de alface cultivadas sob influéncia de diferentes
qualidades, intensidades e combinacdes de luzes, identificou-se um padrdo de crescimento
bastante diferenciado entre os tratamentos com cores puras e suas combinacdes com luz azul,
mostrando que a luz azul é um estimulo ambiental necessario para o desenvolvimento
desestiolado de plantas de alface (Figura 3). As diferengas morfoldgicas observadas pela
presenca de luz azul, em geral, foram mais evidentes quando suplementadas nos tratamentos

com a luz verde em relacéo a aquelas cultivadas com a luz vermelha.
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Figura 3 — Imagem representativa de plantas de alface cultivadas sob diferentes qualidades, intensidades e combinac¢Ges de luz. As composi¢es foram: Branco 300 (a),
Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (e), Verde 300 (f), Verde 275 + Azul 25 (g), Verde 250 + Azul 50 (h), Verde 200 + Azul 100 (i),
Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (I), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho 200 + Azul 100 (n) Vermelho-distante + Vermelho 300 (o), ,

Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + Vermelho 250 + Azul 50 (g), Vermelho-distante + Vermelho 200 + Azul 100 (r).
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MS total da planta

MS da folha

MS do caule

MS daraiz

Figura 4 — Acimulo de matéria seca (MS) total da planta (A); da folha (B); do caule (C); da raiz (D), em plantas
de alface submetidas a diferentes intensidades, qualidades e combinac@es de luz 2W; W; 2B; B; B+ FR; G; G +
b25; G + b50, G + b100; 2R; R; R + b25; R + b50; R + b100; FR + r; FR + r + b25; FR + r + b50; FR + r + b100,
para mais detalhes das siglas ver Tabela 1. Médias seguidas de letras distintas representam diferencas estatisticas
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). n=5+SE.
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De maneira geral, as plantas submetidas as maiores intensidades de azul
isoladamente ou em combinagéo se assemelharam mais ao controle (branco a 300 pmol m™ s’
) no qual exibiram reversdo do fenétipo estiolado (plantas crescidas em luz verde ou
vermelho-distante; sem azul). Destaca-se que a luz branca é composta de 18% de azul
(correspondente de 440 a 485 nm), perfazendo o equivalente a 54 pmol m? s* do total dos
300 pumol m™ s™* impostos na condicéo de cultivo.

Apo6s 15 dias de tratamento, os efeitos promovidos pela luz e as combinagfes
testadas induziram diferencas significativas quanto ao acimulo de matéria seca (MS) total
(Figura 4A), da folha (Figura 4B), do caule (Figura 4C), da raiz (Figura 4D), comprimento do
caule (Figura 5B) e dos entrends (Figura 5C) (p<0,05). Contudo, outras variaveis como altura
total (Figura 5A), diametro do caule e comprimento da raiz (Figuras 5D e 5E) ndo tiveram
alteragdes muito expressivas (p>0,05), excetuando-se 0 Ge 0 FR +r.

O maior acimulo de MS total e de folhas (p<0,05) ocorreu nos tratamentos de maior
intensidade (2W, 2B e 2R) e da qualidade na presenca de azul (R + b50; FR + r + b25),
enquanto que a luz G apresentou reducdo de aproximadamente 70% em ambos (Figura 4A e
4B). Em geral observou-se aumento na MS do caule (Figura 4C) e da raiz (Figura 4D) nos
tratamentos que continham combinagdo com luz azul (vermelho e/ou vermelho-distante), com
incrementos em média de 170,86%, para caule nos tratamentos com vermelho-distante, e de
246,18% na MS da raiz (p<0,05) no tratamento com azul puro na maior intensidade (2B),
respectivamente. Ressalta-se que a presenca de luz azul foi capaz de propiciar um ambiente
mais adequado ao ganho de MS das plantas (Figura 4) comparado as suas respectivas cores
puras submetidos a mesmo PAR.

No tratamento G, o comprimento do caule (Figura 5B) e entrends (Figura 5C)
aumenta em 443,15% e 419,08% respectivamente, em relacdo ao controle (W). Porém, as
combinacgbes de G + b resultaram na reversdo desse alongamento, se equiparando ao controle
(p>0,05) (Figuras 5B e 5C). Por outro lado, no tratamento FR + r o comprimento do caule e
entrends apresentaram um aumento de 753,12% e 633,31% respectivamente, em relacdo ao
controle. Neste caso, as combinagdes com azul reduziram o alongamento, mas nao houve
respostas de reversdo fenotipica semelhantes a aquelas demonstradas no controle (p<0,05)
(Figura 5C).
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Figura 5 — Parametros de crescimento: altura total da planta (A); comprimento do caule (B); dos entrenos (C);
didmetro do caule (D) e comprimento da raiz (E), em plantas de alface submetidas a diferentes intensidades,
qualidades e combinagdes de luz. Siglas e comparacdes estatisticas conforme Figura 4. n=5+SE.
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Observaram-se alteragdes significativas (p<0,05) principalmente nos tratamentos G,
R e FR + r na relagdo comprimento / largura foliar e &rea foliar especifica (AFE) (Figura 6B e
C). Essas variaveis reduziram com o incremento de luz azul. No entanto, a area foliar total
ndo apresentou um padrdo sistematico de resposta em relacdo as intensidades, qualidades e
combinag0es de luz (Figura 6A).

A densidade de éarea foliar (DAF) (Figura 6D) aumentou na presenca de luz azul,
com excec¢do dos tratamentos que continham vermelho-distante. Essa resposta sugere uma
possivel influéncia do arranjo tridimensional da folhagem promovida principalmente pelo
maior comprimento do caule e entrends, sendo um componente importante na melhoria da
interceptacgéo total da luz e consequentemente no ganho de MS total da planta.

A razdo de area foliar (RAF) (Figura 7A) foi maior no tratamento G com um
aumento de 126,81% e os menores valores nos tratamentos 2W e 2B, 57,87% e 60,40%
respectivamente, em relacdo ao controle (W). Ressalta-se que os tratamentos G quando
combinados com B tiveram uma reducéo expressiva na RAF (p<0,05).

E interessante notar a reducio expressiva da razdo de massa caulinar (RMC) (Figura
7C) em resposta aos niveis de luz azul em relacdo aos tratamentos que continham G do que
nos tratamentos que continham FR. A raz&o de massa radicular (RMR) exibiu o valor mais
elevado no tratamento 2B, indicando acréscimos de 123,63% (p<0,05) em relagdo ao controle.
Por outro lado, verificou apenas alteracbes menos expressivas para as razes de massa foliar
(RMF) (Figura 7B).
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Figura 6 — Area foliar total da planta (A); area foliar especifica (B); relacdo comprimento / largura foliar (C) e
densidade de éarea foliar (D), em plantas de alface submetidas a diferentes intensidades, qualidades e

combinacdes de luz. Siglas e comparagdes estatisticas conforme Figura 4. n=5+SE.
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4.2 Pigmentos fotossintéticos

A intensidade, qualidade e as diversas combinacdes de luzes impostas no cultivo das
plantas induziram alteracdes dos teores foliares de clorofila a (Chla), b (Chlb) e totais
(Chla+b) ou carotenoides (Car) expressos em unidade de &rea (Figura 8) e, por unidade de
massa (Figura 9).

De modo geral, o comportamento sobre o acumulo de diferentes pigmentos
fotossintéticos expressos por unidade de area apresenta um padrdo muito semelhante (Figuras
8A, B, C e D). Os tratamentos B, 2B e B + FR se destacaram quanto ao aumento de ambas
clorofilas e carotendides em relagdo ao controle (W). Os tratamentos G e R apresentaram
quantidade similares e baixas de clorofila a, b, a+b e carotentides, porém quando ocorre a
combinacdo desses tratamentos com azul os tratamentos G + b aumentam mais fortemente os
teores de clorofilas e carotendides que os tratamentos R. A relacdo de clorofilas a/b (Figura
8E) praticamente ndo teve influéncia sob os diferentes tratamentos com excec¢do do
tratamento G em que houve um aumento dessa relacdo em 35,58% comparado ao controle
(p<0,05).

Considerando-se que pudesse haver diferencas quanto a espessura da lamina foliar e
do arranjo celular entre os tratamentos, pigmentos fotossintéticos expressos por unidade de
massa (Figura 9) apresentaram maiores valores para Chla (Figura 9A), Chlb (Figura 9B) e Car
(Figura 9D) com os respectivos valores de 206,79%, 153,94% e 309,12% para o tratamento G
e de 172,90%, 178,96% e 155,99% para o tratamento G + b100, em relacdo ao controle (W).
No entanto, apenas o tratamento G apresentou valores altos na razdo entre as clorofilas
(Figura 9E). Salienta-se que o tratamento G foi o que apresentou menores teores de clorofilas
expressos por unidade de area e maiores por massa. Assim, sugere-se uma influéncia
consideravel do verde sobre a anatomia foliar dessas plantas bem como uma inducédo do azul

nesses processos via observacgédo dos tratamentos G + b.
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Figura 8 — Pigmentos foliares: Clorofila a (Chla) (A), Clorofila b (Chlb) (B), Clorofilas totais (Chla+b) (C),
Carotendides (carotenos e xantofilas) (D), Clorofila a/b (Chl a/b) (E) expressos por unidade de area em plantas
de alface submetidas a diferentes intensidades, qualidades e combinacbes de luz. Siglas e comparacGes
estatisticas conforme Figura 4. n=5+SE.
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Figura 9 — Pigmentos foliares: Clorofila a (Chla) (A), Clorofila b (Chlb) (B), Clorofilas totais (Chla+b) (C),
Carotendides (carotenos e xantofilas) (D), Clorofila a/b (Chl a/b) (E) expressos por unidade de massa em plantas
de alface submetidas a diferentes intensidades, qualidades e combinacGes de luz. Siglas e comparagdes

estatisticas conforme Figura 4. n=5+SE.
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4.3 Analises bioquimicas: antioxidantes e polifenois

O conteudo de compostos fendlicos sollveis totais (Figura 10A) apresentam
comportamento semelhantes aos resultados da atividade antioxidante obtidos com o método
de sequestro do radical livre DPPH (Figura 10B), obtendo maiores valores nos tratamentos B
e 2B. Ainda se destaca o baixo contetdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante do
G e inducéo do B sobre o G sobre o acumulo dos fendlicos totais e a auséncia de resposta do

azul nos tratamentos.
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Figura 10 — Fendis totais (equivalente a mg de acido galico — EAG) (A) e atividade antioxidante (%SRL:
sequestro de radicais livres pelo método de DPPH) (B). Siglas e comparacdes estatisticas conforme Figura 4.
n=4+SE.

4.4 Andlises anatbmicas

Em funcdo das alteracdes no acimulo de MS, nos parametros de crescimento, nos
pigmentos foliares, buscou-se analisar algumas caracteristicas morfo-anatdmicas da folha em

resposta aos tratamentos aplicados a fim de elucidar questdes referentes a diferenciacdo
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celular em resposta as variacGes de luz, em especial sob a influéncia da luz azul sobre

diferentes combinagdes de luzes impostas para o crescimento.

4.4.1 Microscopia de luz da folha

Foram observadas variagOes na espessura da folha entre plantas cultivadas em funcéo
dos diversos tratamentos de luz. As menores espessuras foliares foram encontradas nos
tratamentos G, FR + r e R. Nao foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) entre os
diversos tratamentos para a espessura das células epidérmicas tanto na face adaxial ou abaxial
(Figura 11B e C). De modo geral observou-se um aumento expressivo (47%, G + b100 em
comparacdo a G) na espessura foliar induzido pelo B sobre o G, embora de menor magnitude
fosse também observado do B sobre o R e parcialmente sobre o FR + r. O aumento da
intensidade luminosa promoveu discreto aumento na espessura do B e R (tratamento 2B ou

2R) (p>0,05) porém significativo (p<0,05) no 2W em comparacao a W.
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Figura 11 — Espessura da folha (A), epiderme adaxial (B) e epiderme abaxial (C) de plantas de alface
submetidas a diferentes intensidades, qualidades e combinagdes de luz. Siglas e comparagdes estatisticas
conforme Figura 4. n=3+SE.

Observaram-se alteragcdes em relacdo a morfologia celular em todos os tratamentos
assim como aumento dos espacos intercelulares, principalmente nos tratamentos com luz G e
FR. Quanto a disposicdo e a forma das células (Figura 12) pode-se observar que ndo houve
uma diferenciacdo clara das células que compdem o parénquima palicadico e lacunoso.
Paralelo as mudancas na espessura foliar, ha de forma qualitativa uma reducéo na propor¢éao
de espacos intercelulares em quantidades crescentes de B sobre as cores puras G ou R, mas
ndo de forma evidente sobre FR + r. O fornecimento de FR em todos os tratamentos avaliados
promove total perda da identidade do parénquima paligaddico e lacunoso tornando-se

paréngquima clorofiliano uniforme (Figura 12).
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Figura 12 — Microscopia de luz da secgéo transversal de folhas de alface cultivadas sob diferentes intensidades, qualidades e combinacGes de luz. Os tratamentos impostos
foram: Branco 300 (a), Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (e), Verde 300 (f), Verde 275 + Azul 25 (g), Verde 250 + Azul 50 (h),
Verde 200 + Azul 100 (i), Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (1), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho 200 + Azul 100 (n) Vermelho-distante
+ Vermelho 300 (0), , Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + VVermelho 250 + Azul 50 (q), Vermelho-distante + Vermelho 200 + Azul 100
n. Barra de escala = 50pum.
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4.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

De modo geral, o0 aumento na intensidade luminosa promoveu aumento na espessura
da parede celular da epiderme em relacdo aos respectivos controles (Figura 13). Além disso,
pode-se notar sobre as luzes puras do experimento (Figura 13e, f e h), com excecdo da luz
azul, que ha uma reducdo na espessura da parede celular da epiderme cujas diferentes
combinagdes desses tratamentos com a luz azul resultaram em um aumento na espessura da
parede celular dessas celulas. Destaca-se ainda o desenvolvimento atipico do tratamento 2B
(Figura 13d), onde é possivel verificar que a espessura da parede € superior aos demais
tratamentos (Figura 13).

Vale-se evidenciar a superior eletrodensidade da camada epicutilar nos tratamentos
em que houve suplementacdo com luz azul. Com isso pode-se supor que, quando submetidas
a exposicdo dessa luz, a planta desenvolve mecanismos de resposta que é detectada via
aumento de eletrodensidade. N&o é possivel diferenciar se ha um aumento na espessura ou se

ha mudanca substancial na composicao das ceras epicuticulares.
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Figura 13 — Microscopia de transmissdo da parede celular de células epidérmicas da face adaxial de folhas de alface cultivadas sob diferentes intensidades, qualidades e
combinagGes de luz. Destaca-se na parte superior de cada imagem a camada epicuticular e abaixo a membrana plasmatica. Os tratamentos impostos foram: Branco 300 (a),
Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (e), Verde 300 (f), Verde 275 + Azul 25 (g), Verde 250 + Azul 50 (h), Verde 200 + Azul 100 (i),
Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (1), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho 200 + Azul 100 (n) Vermelho-distante + Vermelho 300 (0),
Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + Vermelho 250 + Azul 50 (qg), Vermelho-distante + Vermelho 200 + Azul 100 (r). Barra de escala =

0,5um.
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Nas figuras 13e e 14e é possivel visualizar a membrana plasmética separada da
parede celular o que é caracteristico de uma célula que sofreu lise celular, destacando a
fragilidade que as plantas cultivadas na luz verde se encontravam. Salienta-se que a lise
celular € um artefato experimental associado a variagdes osméticas das células durante a
fixacdo em tampdo apropriado. Para as andlises, usou fixador Karnovsky com concentragdo
final de 50mM. Portanto, o potencial osmatico das células que sofreram lise é inferior ao do
tampéo de fixacdo. Esse efeito é reduzido com a combinacdo com B, visivel na figura 14p, i e
g. Os outros tratamentos ilustrados na imagem ndo apresentam caracteristicas atipicas ao

controle.
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TR AT T
Figura 14 — Microscopia de transmissdo da parede celular de células do meséfilo de plantas de alface cultivadas sob diferentes intensidades, qualidades e combinacdes de luz.
Os tratamentos impostos foram: Branco 300 (a), Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (e), Verde 300 (f), Verde 275 + Azul 25 (g),
Verde 250 + Azul 50 (h), Verde 200 + Azul 100 (i), Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (1), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho 200 + Azul
100 (n) Vermelho-distante + Vermelho 300 (0), , Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + Vermelho 250 + Azul 50 (q) Vermelho distante +
200 + Azul 100 (1). Barra de escala 0,5um.
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4.4.2.1 Ultraestrutura do cloroplasto

Observaram-se modificagbes no tamanho, forma (Figura 15) e, principalmente,
alteracdes em termos de quantidade, disposi¢éo e adensamento dos tilacoides dessas organelas
em relacdo ao controle (W). Ainda é possivel notar um nimero reduzido de tilacoides nos
tratamentos com luz verde e vermelha (Figuras 16e e 16f) e o aumento destes com a
combinacdo com a luz azul. O fornecimento do azul promove intenso aumento do grau de
empilhamento dos tilacOides particularmente sobre 0 G mas também presente sobre 0 R. Em
paralelo a isso também é possivel identificar um aumento na eletrodensidade tanto na
membrana dos tilacoides bem como na regido do estroma do cloroplasto (Figura 16)
suportando os dados de aumento nos teores de pigmentos fotossintéticos bem como sugerido
um aumento na capacidade carboxilativa e promoc¢do do aumento no ganho de biomassa

guando da suplementacio do B sobre o G, R ou FR + .
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Figura 15 — Microscopia de transmisséo dos cloroplastos de folhas de alface cultivadas sob diferentes intensidades, qualidades e combinacdes de luz. Os tratamentos
impostos foram: Branco 300 (a), Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (e), Verde 300 (f), Verde 275 + Azul 25 (g), Verde 250 + Azul 50
(h), Verde 200 + Azul 100 (i), Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (I), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho 200 + Azul 100 (n) Vermelho-
distante + Vermelho 300 (0), , Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + Vermelho 250 + Azul 50 (qg), Vermelho-distante + Vermelho 200 +

Azul 100 (r). Barra de escala = 1um.
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Figura 16 — Microscopia de transmissdo dos cloroplastos com énfase na organizacdo dos tilacoides de folhas de alface cultivadas sob diferentes intensidades, qualidades e
combinages de luz. Os tratamentos impostos foram: Branco 300 (a), Branco 600 (b), Azul 300 (c), Azul 600 (d), Azul 300 + Vermelho-distante (), Verde 300 (f), Verde 275
+ Azul 25 (g), Verde 250 + Azul 50 (h), Verde 200 + Azul 100 (i), Vermelho 300 (j), Vermelho 600 (k), Vermelho 275 + Azul 25 (1), Vermelho 250 + Azul 50 (m), Vermelho
200 + Azul 100 (n) Vermelho-distante + Vermelho 300 (0), , Vermelho-distante + Vermelho 275 + Azul 25 (p),Vermelho-distante + Vermelho 250 + Azul 50 (g), Vermelho-
distante + Vermelho 200 + Azul 100 (. Barra de escala = 200nm.
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4.5 Analise de regressdao multipla multivariada

De modo a promover uma incorporacdo de diferentes efeitos promovidos pelas luzes
e a magnitude dessa resposta individualizada, sumarizou-se numa analise de regressdo
maltipla multivariada, no qual o modelo usado diferencia os efeitos individuais das luzes azul,
verde, vermelho, vermelho-distante e as interacGes entre azul e verde, azul e vermelho, e azul
com vermelho-distante. Depois de algumas equacdes testadas (dados ndo mostrados), a que
melhor sumariza o fendbmeno observado é mostrado na Figura 17 traz informagfes dos teores
de Chla+b expressas por unidade de &rea (eixo y) e massa (eixo X) e a relacdo comprimento
pela largura da folha (quanto maior o circulo maior a relacéo) de acordo com cada tratamento.

As elevadas relacdes comprimento / largura foliar dos tratamentos G, R e FR + r
apresentadas no grafico através do tamanho maior dos circulos, evidencia o fen6tipo estiolado
apresentado pelas plantas desses tratamentos. Destaca-se 0s altos teores de Chla+b expressos
por unidade de massa nas plantas referentes ao tratamento com luz verde (Figura 17).

Ha uma linearidade do aumento dos teores de clorofila expressas por unidade de area
e massa com o aumento da intensidade de azul fornecido nas combinagdes de luzes. E
possivel notar que os tratamentos verde e vermelho possuem os menores teores de clorofila
por unidade de area, porém, quando combinados com azul esse teor aumenta, mas reduz-se a
relacdo entre comprimento e largura da folha. Ademais, pode-se destacar que a suplementacéo
do azul em tratamentos que contém luz vermelha (R e FR + r) esse aumento tende a saturar
em um ponto intermediario, enquanto na luz verde isso ndo ocorre (Figura 17).

A Figura 17 ainda enfatiza os resultados anteriormente mostrados de que a
combinacdo com a luz azul favorece o desenvolvimento “normal” e desestiolado das plantas
de alface através da correlacdo entre esses importantes parametros e os tratamentos estudados.
Exemplifica-se como “outlier” o tratamento G (circulos verdes) nos quais apresenta os mais
baixos teores de clorofilas por area, mas elevados por massa e enfatizando o alto percentual
de espacos intercelulares das folhas, paredes celulares finas e baixo contetdo citoplasmatico,
em outras palavras pouca massa por area (alta AFE). No entanto, o fornecimento do azul
sobre o G (pontos com 1/3 do circulo verde tachado de azul, tratamento G + b100) nos quais
pode-se verificar valores similares de clorofilas por massa com valores muitos distintos por
massa. Esses dados enfatizam o aumento direto na quantidade de clorofilas por massa bem
como aumento na massa (de modo a manter a relagdo constante) e ressalta 0 aumento na

espessura da parede celular bem como a promocdo do empilhamento dos tilacoides e aumento
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de suas eletrodensidades, em outras palavras, indugdo do desestiolamento. Por essa analise, as
plantas cultivadas no B e no G + b100 s&o as mais desestioladas enquanto o outro extremo é

dominado pelo R com apice no G.

@

o
::0‘“ @ Hype
3 ® o L
= "
(]

T,

(r;‘.ié

Chl (mg m?)

Figura 17 — Associacao entre os teores de Chla+b expressas por unidade de area (eixo y) e massa (eixo X) e a
relagdo comprimento por largura da folha (quanto maior o circulo maior a relacdo) de acordo com cada
tratamento. B (blue; azul), G (green; verde) e R (red; vermelho).

4.6 Analise de componentes principais

Analise de componentes principais (PCA) que tem a capacidade de estimar a
contribuicdo individual (ou de grupos correlacionados) das varidveis analisadas no trabalho
para 0 acimulo de matéria seca nas plantas indica que o primeiro componente (PC1 — maior
variancia; 35,6%) foi capaz de separar os tratamentos aplicados em dois grandes grupos
(Figura 18). Atribui-se ao PC1 a separacdo das respostas da luz verde e vermelho daquelas
que sdo estimuladas pelo vermelho-distante ou de alguma interagdo com a luz azul, sugerindo
um mecanismo diferencial nas respostas associadas ao estiolamento e desestiolamento e
eficiéncia da interceptacdo da luz para o acimulo de matéria seca nessas plantas. O segundo
componente (PC2 — menor variancia; 21,05%) separou as respostas de todos os tratamentos
que contém luz vermelha daqueles que ndo a continham. De modo geral, tratamentos que
continham luz verde e azul foram discriminados daquelas do vermelho e vermelho-distante
mesmo quando acrescida de um “pouco” de azul nesses tratamentos. Muitas variaveis (PC2)
estdo associadas as respostas da eficiéncia da captura da luz pelas folhas (&rea foliar,
comprimento de folha, etc) e diretamente relacionados & explicacdo pelos pigmentos
fotossintéticos. Sugere-se que as respostas fisiologicas da adi¢do da luz azul sob a luz verde
desencadeiem mecanismos distintos da luz azul sob luz vermelha ou do vermelho-distante
(Figura 18 e Tabela 2).
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Figura 18 — Escores estimados dos tratamentos em relacdo aos componentes principais (PCALl e PCA2) e sua
distribuicdo espacial. Média seguidas de letras distintas representam diferencas estatisticas pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). Demais siglas e comparagdes estatisticas conforme Figura 4. n=5+SE.
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A andlise dos autovetores (correlacdo linear entre uma dada variavel com um dado
componente principal) mostra que o PC1 se correlaciona fortemente com 0s componentes
primarios em relacéo a razdo comprimento / largura foliar (0,949) e densidade de area foliar (-
0,826). Nos pigmentos com relacdo as clorofilas a+b (0,666) por unidade de area, mas ndo
por unidade de massa (0,379). No crescimento derivado a forte correlagdo é encontrada em
area foliar especifica (0,927) e também na razdo de area foliar (0,905). Quanto a anatomia € a
espessura do mesofilo (-0,803) e a espessura da folha (-0,792) que expressam a maior
correlagdo. Em paralelo e em relacdo ao PC2, o maior autovetor (em modulo) foi no
crescimento primario com a éarea foliar (0,801), nos pigmentos com Chla+b e Chla em
unidades de massa (-0,815 e -0,801, respectivamente) e sobre o crescimento derivados em

relacdo ao indice de area foliar (0,801).

Tabela 2 — Porcentagem de explicacdo do acimulo de matéria seca ou da variancia total por
diferentes grupos de dados experimentais pelos PC1 e PC2 estimados via andlise de
componentes principais.

Grupos PC1 PC2
Crescimento Primério 26.47% 23.75%
Pigmentos 17.42% 52.09%
Crescimento derivado (relacoes) 28.75% 21.07%
Anatomia 27.36% 3.09%
Total 100% 100%
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Tabela 3 — Autovetores estimados para PC1l e PC2 das diferentes varidveis avaliadas
experimentalmente de plantas de alface e reposta a variacdo da intensidade e qualidade de luz.

Grupos Variavel Autovetores
PC1 PC2

Raiz (cm) -0.355 -0.101
Raiz (g) -0.785 0.061
Caule (cm) 0.707 0.291
Caule (g) -0.134 0.628
Diametro do caule (cm) -0.689 0.285
Comprimento do entreno (cm) 0.737 0.263
Numero de folhas (nimero) -0.104 -0.081

Crescimento primario
Folha (cm?) -0.178 0.801
Folha (g) -0.760 0.492
Altura total (cm) 0.440 0.218
Comprimento da folha (cm) 0.711 0.549
Largura da folha (cm) -0.495 0.671
Razdo comprimento/largura foliar cmcm™) 0.949 -0.078
Densidade de area foliar (cm? cm™) -0.826 -0.246
Chla (mg m™) -0.677 -0.612
Chlb (mg m™) -0.614 -0.585
Chla+b (mg m™) -0.666 -0.608
Carotenoides (mg m™) -0.678 -0.578

_ Chla (g kg™ 0.393 -0.801

Pigmentos
Chlb (g kg™ 0.295 -0.795
Chla+b (g kg™) 0.379 -0.815
Carotenoides (g kg™) 0.611 -0.580
Chla/b (g kg™ -0.005 0.174
Chl area/massa™ -0.228 0.178

45



Tabela 3 continuacéo

RMR - Raz&o de massa radicular (g g™") -0.694 -0.226
RMC - Razéo de massa caulinar (g g™) 0.505 0.418
RMF - Razéo de massa foliar (g g™*) 0.282 -0.076
Crescimento derivados
RazAo de area foliar (cm? g™) 0.905 -0.146
AFE - Area foliar especifica (cm® g™) 0.927 -0.132
IAF - indice de &rea foliar (cm? cm™) -0.178 0.801
Espessura da mesofilo (um) -0.803 -0.028
Espessura da epiderme adaxial (um) -0.495 0.271
Anatomia
Espessura da epiderme abaxial (um) -0.290 0.122
Espessura da folha (um) -0.792 -0.001

De posse dos dados dos autovetores, procedeu-se um agrupamento empirico das
diferentes varidveis analisadas em quatro grupos de acordo com associacdo experimental
“natural” de cada grupo. Sao eles: dados primarios de crescimento, pigmentos fotossintéticos,
crescimento derivado (relacdes) e anatdbmicos. Por meio do somatério dos autovalores
(quadrado dos autovetores) e o célculo do autovalor parcial (normalizado pelo nimero de
variaveis de cada grupo) dos grupos em relacdo ao total (independente para cada autovetor)
foi possivel atribuir estatisticamente um “grau de explicagdo” do grupo para o respectivo
componente principal. Optou-se pelo uso de “grupos” em fungdo de que, entre as variaveis de
cada grupo, existe um elevado grau de correlacdo ou ainda sdo variaveis auto-correlaciondas.
Para o fator 1 (PC1), os maiores percentuais de explicacdo foram ligados ao grupo de
crescimento derivado (28,75%), anatomia (27,36%) e crescimento primario (26,47%),
seguindo pelos pigmentos (17,42%) (Tabela 2). Entretanto, para o fator 2 (PC2), o maior
percentual de explicacdo foi o grupo dos pigmentos (52,09%) e crescimento primario
(23,75%), depois crescimento derivado (21,07%) e por ultimo a anatomia (3,09%).
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5 DISCUSSAO

5.1 Os padrdes de desenvolvimento da alface sdo afetados tanto pela qualidade
espectral bem como pela intensidade luminosa

De modo geral foi possivel demonstrar que o cultivo de plantas de alface em
diferentes qualidades espectrais, bem como sob varia¢des na intensidade podem promover o
desenvolvimento estiolado ou desestiolado das plantas (Figura 3). Isoladamente, foi possivel
demonstrar que o aumento da intensidade luminosa (2W, 2B ou 2R; 600 pmol m? s%)
promove algum grau de desestiolamento das plantas quando comparado a respectiva
qualidade monocroméatica & 300 pmol m? s* (Figuras 5, 8, 12 e 17). Salienta-se que
diferentes qualidades promovem efeitos muito distintos entre os tratamentos avaliados.

Cultivo em G, R ou FR + r propiciaram plantas estioladas enquanto em B, G + b
plantas desestioladas. Nota-se um efeito marcante da luz azul na promocdo do
desestiolamento. A ampla capacidade de percepcdo e resposta a uma variagdo do espectro
eletromagnético, desde as regides do UVA (320 nm) até o vermelho-distante (720 — 780 nm)
sdo desempenhadas por multiplos fotorreceptores que foram supostamente e gradativamente
ativados entre os tratamentos (Boccalandro et al., 2001). Uma possivel atuacdo dos fitocromos
com o aumento na suplementacdo da luz vermelha (2R) possui um papel relevante, porém
limitado na promocdo do desestiolamento (Tepperman et al., 2006). A suplementacédo de azul,
e uma possivel ativacdo dos criptocromos, promove maiores graus de desestiolamento nas
plantas, tanto no tratamento que promoveu maior grau de estiolamento como o G quanto em
misturas com o vermelho ou vermelho e vermelho-distante (Figuras 5 e 12) (Boccalandro et
al., 2001).

Combinacdes de bandas espectrais na mistura da luz incidente afetam o crescimento
(Figura 5), o desenvolvimento (Figura 3), o metabolismo (Figura 10) e a morfologia das
plantas (Figura 17) (Casal et al., 2003; Chen et al., 2004; Folta & Carvalho, 2015; Fraser et
al., 2016). Assim, a luz é capaz de alterar variaveis que contribuem para o ganho de MS das
plantas (Figura 4), como a concentracdo de pigmentos (Figuras 8 e 9), o comprimento dos
entrenos e do caule (Figura 5), a eficiéncia da interceptacdo de luz (Figura 6D), area foliar
total (Figura 6A) (Johkan et al., 2010). Além das alteracdes causadas por diferentes
qualidades de luz, o ganho de MS também pode ser afetado pela variagcdo da intensidade
(Muneer et al., 2014). Os dados demonstram aclimatacgéo tanto a intensidade quanto qualidade

da luz, proporcionados por crescimento em condi¢fes controladas sob diferentes LEDs,
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ajustando o desenvolvimento do cloroplasto (Figura 15), da célula (Figura 12), dos tecidos
(Figura 11) e da planta como um todo (Figura 3), que em Ultima instancia resultou em
incremento de biomassa (Figura 4A), em especial quando as plantas que tiveram
suplementacdo em alguma das combinacdes (G, R e FR + r) com luz azul (Figura 4). As
alteracOes fenotipicas observadas sdo condizentes com mudancas profundas no padrdo de
desenvolvimento (Figuras 15 e 16) e ndo apenas a um efeito direto da maior intensidade
luminosa sobre a taxa de fotossintese das plantas.

A ativacdo de fotorreceptores distintos permite o controle de caracteristicas
especificas nas plantas (Carvalho & Folta, 2014; Fraser et al., 2016). As luzes vermelha e azul
sd80 importantes para 0 aumento de biomassa, encurtamento dos entrenos, biossintese de
pigmentos e reducdo da razdao comprimento / largura foliar (Chen et al., 2004; Franklin, 2008;
Li et al., 2010; Johkan et al., 2010; Fraser et al., 2016). Yorio et al. (2001), relataram que
houve maior acimulo de massa na alface cultivada sob luz vermelha suplementada com luz
azul do que na alface cultivada somente sob luz vermelha. Além do mais, os efeitos da luz
azul em combinacdo com alta intensidade luminosa foram importantes para impulsionar maior
acumulo de biomassa em comparagdo com plantas cultivadas sob menor intensidade (Muneer
et al., 2014). Estes resultados podem estar associados & uma aclimatacdo da maquinaria
fotossintética associada a maior disponibilidade de luz.

Em relacdo a morfologia das plantas sob R monocromatico, as plantas apresentavam
hastes longas e folhas tortuosas, enquanto as folhas de alface com radiacdo monocromatica B
pareciam eretas e planas (Figura 3) semelhante ao fen6tipo descrito por Chen et al., (2014).

Os comprimentos de onda 500 — 600 nm (luz verde— G) tem sido relatado por gerar
efeitos negativos no ganho MS (Went, 1957; Folta & Maruhnich, 2007; Wang et al., 2013).
Pesquisas realizadas com plantas de pimenta mostraram que o G induz aumento nas taxas de
crescimento do caule e levam a uma haste mais longa, maior area foliar especifica (AFE) e
menor espessura da mesofilo em comparacdo com R e B sozinhas (Folta, 2004; Snowden et
al., 2016). Além disso, foi demonstrado que as combinacdes de luzes R + B + G em plantas de
alface exibiram um fenétipo com entrends mais alongados, folhas com maior area foliar
especifica e menor espessura em comparacdo com a R + B (Kim et al., 2004). Estudos
realizados com tomate, pepino, pimenta e alface nos quais foram aumentando a intensidade de
G a concentracdo de clorofila tendeu a diminuir (Snowden et al., 2016). Redugéo nos teores
de clorofilas por unidade de &rea foliar séo comuns em condicdes de pouca luz (Cope et al.,

2014) que normalmente sdo acompanhadas de menor concentragdo de RuBisCO (Seemann,
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1989) e menores niveis energéticos em seus tecidos (Onoda et al., 2017; Falcioni et al., 2018;
Moriwakai et al., 2019). Os dados coletados em plantas de alface sdo evidentes quanto aos
efeitos da luz verde sobre o padrdo de desenvolvimento das plantas, no qual evidencia-se
menor ganho de MS (Figura 4A), folhas extremamente finas (Figura 11A), com entrenos
alongados (Figura 5C), maior razdo comprimento / largura foliar (Figura 6C), menor teor de
pigmentos por unidade de area (Figura 8) e elevada AFE (Figura 6B). Apesar dos altos
valores da AFE em G, esses dados indicam que menos biomassa foi particionada para as
folhas particularmente na formacdo de uma parede celular muito fina (Figura 13). Os valores
da RAF (Figura 7A) mostram que a alocacdo de C na formacdo de area foliar permanece
relativamente constante entre os tratamentos, evidenciando que o conteudo de pigmentos
possa ter maior relevancia na absorcdo da luz do que uma alteracdo morfoldgica em
particular. Sugere-se que em 555 nm, como pico de emissividade dos LEDs usados, tanto 0s
criptocromos como os fitocromos permaneceram inativos (ou com baixo grau de ativacédo)
devido a ineficiéncia de absor¢do nesse comprimento de onda (Cope et al., 2014; Kong &
Okajima, 2016; Fraser et al., 2016). Assim, no G ndo ocorre estimulo ao desestiolamento
promovendo a formacdo de plantas muito estioladas (Figura 2).

Em ambientes de sub-bosque ocorrem alta relacdo FR:R (Martinez-Garcia et al.,
2014). As plantas sob os tratamentos FR + r (tipico de um ambiente de sub-bosque)
apresentaram significativamente maior comprimento caulinar e uma reducdo da DAF
(p<0,05) (Figura 5B e 6D) em comparagéo ao controle (W). Ainda, uma maior alocacdo de C
para a formacdo de caule e reducdo da area foliar foram observadas (Figura 6A). Resultados
semelhantes foram encontrados para a multiplicacdo in vitro de batata, indicando que o
comprimento do hipocétilo foi o maior em FR (Kim et al., 2005). Além disso, o FR assim
como o G, promoveram maiores particionamentos para a formacdo de peciolo do que para
tecido foliar. De modo geral, plantas crescidas em FR induzem o maior alongamento caulinar
e de peciolo (Figura 5B e 6C) (Mickens et al., 2018). Essas caracteristicas tipicas da SAS sao
desencadeadas pelo FR por sua promoc¢éo na desativagcdo dos fitocromos quanto pelo G por
ser uma faixa espectral de baixa absorcdo pelos fotorreceptores (fitocromos e criptocromos)
como demostrado nos tratamentos G e FR + r (Figura 5B e 6C) (Fraser et al., 2016). Ainda se
atribui um papel relevante do PHYA nessas respostas uma vez que PHYA esta presente em
maior quantidade nessa condicdo e pode haver algum grau de ativacdo do PHYA pelo FR,
sem, no entanto, estimular o PHYB (Nagy & Schafer, 2002). Sugere-se ainda aumento nos

teores de giberelinas nas plantas estioladas (Casal et al., 2003).
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A luz azul é um sinal essencial para processos de desestiolamento do hipocotilo,
evitar a SAS além do fototropismo (Chen et al., 2004; Cope et al., 2014). Em todas essas
respostas, a luz azul exerce influéncia no alongamento das células (Yu et al., 2010). Na
auséncia de B (como em G), algumas plantas exibem uma resposta profunda de SAS, que €
provavelmente mediada pela falta de atividade combinada de fitocromos e
criptocromos (Pedmale et al., 2016). Ao suplementar luz azul ao tratamento G o crescimento
excessivo do caule foi reduzido a ponto de nédo se diferenciar do controle (W) (Figura 5B). No
entanto, quando a suplementacdo ocorreu nos tratamentos FR + r a reducéo foi significativa
(p<0,05), mas com comprimento caulinar superior ao controle (W). Em Arabidopsis, a luz
azul age através do CRY1 que atua nas auxinas e giberelinas que, por sua vez, irdo promover
modificacdes na parede celular, bem como também, afetam a expressdo de varios genes
envolvidos na repressao do crescimento do caule (Folta et al., 2003; Li et al., 2012). Por outro
lado, quando a intensidade da luz azul cai, SAS se intensifica, a extensibilidade da parede
celular do caule é aumentada devido a estimulagdo da atividade transcricional de genes
relacionados a expansao celular, como os genes das expansinas (Keuskamp et al., 2011).
Esses dados sugerem que a luz azul possa agir no sentido de ativacdo dos criptocromos e,
estes na reducgdo nos niveis de auxinas nas plantas.

Outros efeitos observados pela suplementacdo com luz azul no G e FR + r foram o
aumento na é&rea foliar total, reducdo do comprimento / largura foliar, reducdo da AFE,
aumento dos pigmentos e aumento de MS. Porém, nos tratamentos com G na presenca de B
houve maior teor de pigmentos por area e por massa, € aumento da DAF. O beneficio no
ganho de MS pela luz azul nos tratamentos G também foi evidenciado no estudo de Johkan et
al (2012) em que testaram 3 tipos de LEDs verdes (picos nos comprimentos de onda 510, 524
e 532 nm) e o maior incremento de MS foi obtido com o LED verde que possuia a maior
proporcéo de luz azul (o LED com pico em 510 nm e base larga de emissividade). No entanto,
os efeitos da luz azul nos tratamentos com FR foram menos evidentes, ou seja, nédo
promoveram uma reversdo completa das caracteristicas relacionadas ao estiolamento,
havendo apenas um leve aumento do teor de clorofilas e nenhuma alteracdo da DAF,
possivelmente devido a uma interferéncia negativa dos fitocromos sob 0s criptocromos. Sob
influéncia do FR, a menor DAF e o0 maior comprimento / largura foliar associadas ainda a
maior RMC e comprimento dos entrends propiciaram possivelmente uma maior interceptacéo
de luz mesmo com menores teores de pigmentos (FR) (Fraser et al., 2016). Ja as respostas do

B sobre o G promoveram maior adensamento de folhas (6D), porém o aumento do teor de
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pigmentos foi mais relevante (Figuras 8 e 9) do que a propria interceptacdo de luz (Figura 6)
ocorrendo uma maximizacgdo da captura de luz por meio do aumento nos teores de pigmentos
fotossintéticos e um sistema mais robusto de coleta de luz que representam estratégias
significativas para melhorar a eficiéncia fotossintética e a producdo de biomassa (Jin et al.,
2016; Moriwaki et al., 2019).

As respostas de crescimento em FR + r e G s&o descritas por serem mediadas por
mecanismos inicialmente distintos (Zhang & Folta, 2012) mas que podem ter algum crosstalk
na cascata de sinalizacdo. Estudos moleculares tém mostrado que os genes associados a SAS
tradicionalmente induzidos por FR (como HAT4 e PIL1) ndo séo expressos nas respostas
SAS induzidos pela luz verde (Wang & Folta, 2013). As diferencas de expressdo génica estdo
em concordancia com os dados apresentados aqui e analisados estatisticamente de maneira
conjunta pela analise de componentes principais focando-se no PC2 (Figura 18C). Pelo PC2
ha& a completa separacao das respostas induzidas por B sobre o G das respostas de B sobre o
FR + r e R (Figura 18A e C). Além disso, os dados referentes a regressdo multipla
multivariada demonstram a separacdo dos grupos R e FR + r com suplementacdo de B dos
grupos representados por G como luz de base (Figura 17 e 18). Uma possivel explicacdo seria
que os criptocromos atuariam anulando ou induzindo a degradacdo do PHYA ou alguma
interferéncia negativa desencadeada pelo PHYA sobre o CRY. Isso poderia resultar na semi
ou completa degradacdo/inibicdo do PHY’s pelos criptocromos (ou vice-versa) enquanto que
no FR + r ha maior concentracdo de mRNA phyA induzindo maior acimulo de PHYA e
assim ocasionando respostas menos evidentes que no tratamento G, no qual esperariam

respostas intermediarias induzidas tanto por CRY’s quanto por PHY’s.

5.2 Agéao da luz azul sobre o desestiolamento

Considera-se que as respostas fotomorfogénicas desencadeadas pela luz branca seja
uma colaboracdo de todos os fotorreceptores ativos uma vez que a luz branca é composta por
diferentes comprimentos de onda que variam de 350 a 700 nm (Figura 2) possibilitando que
as plantas se desenvolvam desestioladas (Figura 3) (Darko et al., 2014; Kircher et al., 2002).
No entanto, ndo é claro qual é papel de cada um dos diferentes comprimentos de onda no
processo de indugdo e consequentemente sinalizacdo de vias de regulacdo do
desenvolvimento (Folta & Maruhnich, 2007; Smith et al., 2017). A percepc¢éo das qualidades

espectrais nos comprimentos de onda do azul e vermelho sdo realizados majoritariamente
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pelos criptocromos e fitocromos, respectivamente (Kang, et al., 2009; Fraser et al., 2016; Liu
et al., 2016). Mais detalhadamente, esses fotorreceptores apresentam uma ampla faixa
espectral de absorcdo tendo picos no azul e vermelho respectivamente, mas eles podem
absorver em outras bandas espectrais. Considera-se que também sdo sensiveis a luz verde,
mas sua eficiéncia em assimilar e utilizar o sinal é pobre em relacdo a sua capacidade de
responder ao azul e vermelho (Folta & Maruhnich, 2007).

A co-acdo de fitocromos e criptocromos tem sido relatada por pelo menos dois
mecanismos. Em primeiro lugar, os fitocromos podem interagir diretamente com o0s
criptocromos para coordenar a respostas da luz vermelha / vermelha-distante e as respostas de
luz azul. Interaces fisicas responsivas a luz entre PHYA e CRY1, PHYB e CRY2, ou PHYB
e CRY1 foram relatadas (Hughes et al., 2012; Wang et al., 2018). Esses autores ainda
observaram gque o CRY1 aumenta a sensibilidade da sinalizacdo sobre PHYB e que o CRY1
ndo se liga ao PHYB no escuro, sugerindo que o CRY1 possa regular negativamente a
atividade do PHYB (Hughes et al., 2012). Em segundo, fitocromos e criptocromos podem
interagir com os Fatores de Interacdo a Fitocromos (PIFs) como adjuvantes a coordenacéo e
sinalizacdo de diferentes respostas fisioldgicas e bioquimicas (Wang et al., 2018). Além
desses mecanismos previamente descobertos, foi introduzido recentemente os inibidores de
criptocromo de luz azul (BIC’s) (Wang et al., 2016). As proteinas BIC’s interagem com
criptocromos fotoexcitados para suprimir todas as reacdes fotoquimicas presentemente
conhecidas de criptocromos (Wang et al., 2016; Wang et al., 2018), sendo, portanto, um
regulador transcricional chave para compreender a interacdo de CRY’s e PHY’s em resposta a
luz verde ou a interferéncia do B sobre o R ou FR + r, por exemplo.

Diferentes respostas bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas sugerem que a luz
verde impulsiona a reducdo e inativacao dos criptocromos (Chen et al., 2004; Fraser et al.,
2016). Considera- se que os criptocromos que possuem o croméforo (FAD) ligado podem se
converter para uma forma semi-reduzida (FADH") ou totalmente reduzido (FADH"). A forma
semi-reduzida € a forma ativa dos criptocromos, enquanto a totalmente reduzida é uma forma
inativa para os fotorreceptores (Bouly et al., 2007; Folta & Maruhnich, 2007). Os tratamentos
com luz azul aumentam a forma ativa dos CRY’s e ndo ha evidéncias de fitocromos ativos
nessa condicdo (Yu et al., 2010; Liu et al., 2016). Bouly et al. (2007) mostram que a luz verde
(563 nm) pode reverter o efeito da luz azul no alongamento do hipocotilo durante o
desenvolvimento de plantulas e que esse efeito é dependente do CRY, apoiando o modelo de

reversibilidade verde-azul. Nos dados apresentados, pode-se evidenciar consequéncias

52



morfoldgicas de muitas dessas interacbes e evidenciados na Figura 3, particularmente o alto
grau de estiolamento das plantas crescidas em G e intenso desestiolamento promovido pelo
aumento de B sobre o G (Figuras 17, 5B, 8C). Sugere-se que a ativacao dos criptocromos pela
luz azul seja um mecanismo chave na promocao do desestiolamento das plantas cultivadas no
verde. Assim, a luz verde ¢ considerada como “inerte” sobre a atividade dos criptocromos.
Pela analise de regressdo maltipla multivariada (Figura 17) observa-se que sob G as
plantas apresentaram menores teores de clorofilas totais por unidade de area e elevados por
massa ao passo que apresentaram alta relacdo comprimento / largura das folhas. Ainda sob R,
baixos teores de clorofilas por &rea e massa simultaneamente. Salienta-se que sobre R haveria
alto grau de ativagdo dos fitocromos, particularmente com o acimulo de PHYB (Nagy &
Schafer, 2002). A presenca de azul sobre os diferentes tratamentos (incluindo o W) promove
gradativamente aumento nos teores de clorofilas por unidade de area e massa. No entanto,
qguanto maiores 0s percentuais de azul na composicdo espectral da luz de crescimento das
plantas, maiores seriam os graus de ativagdo dos CRY’s, bem como maior fluéncia de R
promoveria aumento do grau de ativacdo de PHYB. Cultivo em R teria, portanto, alto grau de
ativacdo de PHYB, mas as plantas de alface apresentaram baixos teores de clorofilas (Figura 8
e 9) e com algum grau de estiolamento (Figura 3). Portanto, PHYB isoladamente possui
limitada capacidade de promocdo do desestiolamento. Ainda, se 0 modo de co-acdo fosse
positiva, R suplementada de B seria completamente desestiolado, 0 que ndo foi demonstrado
experimentalmente. A presenca do R limita a acdo do B, enquanto tratamentos ausentes de R
estdo associados a maiores teores de clorofilas por unidade de area e massa, maiores
espessuras das paredes celulares, maiores adensamentos dos cloroplastos e menores
comprimentos dos entrends quando na presenca de B. Todas essas caracteristicas foram
presentes no B puro bem como nos tratamentos G + b. Plantas crescidas no G foram
consideradas as mais estioladas por apresentarem baixo teor de clorofilas por unidade de area
e alta por massa além de limbo foliar muito fino e perda de identidade do parénquima
paligadico. Ainda, paredes celulares muito finas e baixo acimulo de contetdo citoplasmatico
propiciaram uma planta de baixo teor de clorofila por area ter alta por massa, simplesmente
por ter baixo acimulo de MS em seus tecidos, mas ndo por uma resposta direta no acimulo de
clorofilas e formacéo de um cloroplasto com tilacoides adensados e eletrodensos. A presenca
de B sobre 0 G muda drasticamente esse fenotipo e sugere-se que 0s maiores graus de
ativagdo das proteinas CRY, sem interferéncia negativa dos PHY’s, resultaram em fenotipos

desestiolados similares ao B. O B, por sua vez, apresentou alto teor de clorofila por massa e
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por &rea (assim como o G) com cloroplastos adensados. Sugere-se inducdo direta na
biossintese e acumulo de clorofilas e a formagdo de um aparato coletor de luz robusto.
Circunstancialmente, paredes celulares espessadas (Figura 13) reduziram a razdo
clorofilas/sMS (Figura 9). A presenca de B sobre o R induz apenas parcialmente o
desestiolamento. De maneira ainda menos efetiva foi a agdo do B sobre o FR + r (Figuras 3 e
17).

As respostas bioldgicas desencadeadas pela luz azul resultam num conjunto de
cromoproteinas semi-reduzidas (ativas) enquanto no verde resultam em totalmente reduzidas
(inativas) (Folta & Maruhnich, 2007). Desse modo, quanto maior o grau de ativacdo
desencadeada pela luz azul, teoricamente promoveria a transi¢cdo de um estado estiolado para
um desestiolado.

A luz verde assim como a luz vermelha-distante contribui para a SAS (Fraser et al.,
2016). Para determinar se esta resposta do verde foi mediada por uma classe conhecida de
fotorreceptores (especialmente a reversdo conhecida das respostas de CRY), mdltiplos
mutantes cry e phy foram testados em diferentes intensidades de luz verde adicionadas a um
fundo vermelho e azul constante. Os resultados mostraram que esses mutantes, incluindo
duplos mutantes, também exibiam SAS induzidos por verde. Assim, foi sugerido pelos
autores da pesquisa que a resposta SAS induzida pelo verde possa ser mediada por uma nova
via de sinalizacdo (Zhang & Folta, 2012). Como citado anteriormente, os estudos genéticos
trouxeram avangos para essa hipotese, visto que 0s genes que sao fortemente expressos pela
baixa razdo R:FR na presenca de luz verde ndo apresentam o mesmo padrdo de expressdo,
indicando um mecanismo de sinalizacdo diferente (Wang & Folta, 2013). Os resultados aqui
demonstrados indicam vias inicialmente distintas que possam ter um crosstalk. Em primeiro
lugar, ao suplementar luz azul em ambas as qualidades de luz (G e FR+ r) a reversdo de
respostas ligadas ao estiolamento foram diferentes, como por exemplo o comprimento do
caule que teve o alongamento extremamente inibido em G + b, no entanto ndo promoveu uma
intensa reducdo do crescimento deste 6rgdo no FR + r + b (Figuras 5B, 17 e 18). Em
segundo, a suplementacdo de FR sobre o B (B + FR) promoveu mudancgas sutis em
parametros univariados do crescimento das plantas (Figuras 5B, 5C, 6C) que, agrupados,
mostraram algum grau de estiolamento promovido pelo FR sobre o B. Enfatiza-se a reducéo
de densidade de area foliar (Figura 6D), que se traduz numa copa da planta menos compacta
guando comparada ao B. Ademais, 0s parametros anatdmicos demostram perda da identidade

do parénquima palicadico (Figura 12) e presenca de paredes celulares mais finas (Figura 13),
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mas com a presenca de tilacGides ricamente adensados nos cloroplastos (Figura 16) e elevados
teores de pigmentos fotossintéticos (Figura 8). Assim sugere-se que algumas dessas respostas
que resultam na SAS sdo governadas exclusivamente pela falta de acdo dos criptocromos e
outras pela falta de acdo dos fitocromos. PHYA € o principal fotorreceptor responsavel por
perceber e mediar varias respostas a luz FR e o PHYB é o fitocromo predominante que regula
0 desestiolamento em R (Li et al., 2011). Deste modo, no tratamento B + FR esperaria-se que
tivesse mais PHYA do que PHYB, pois FR inibe a atividade do PHYB (Nagy & Schafer,
2002). O estiolamento promovido pelo FR sobre o B sugere um crosstalk entre vias
promovidas por CRY e PHY e possivelmente uma agdo negativa forte do PHYA sobre os
CRY. Ainda, apoiando essa acdo negativa, a atuacdo de B sobre FR + r resulta em
desestiolamento parcial em FR + r + b100 e em plantas mais estioladas com menor fluéncia
do azul. Cultivo em FR + r resultam em altos niveis de PHYA que interagem negativamente
com CRY, resultando em baixa acdo do CRY na promocdo do desestiolamento. Um
componente quantitativo CRY ativo livre € apontado como relevante nestes processos
(desestiolamento).

Plantas crescidas em puro vermelho também se apresentam estioladas (Figura 3).
Embora menos estioladas que as crescidas em FR + r, claramente no R apresentam alta
relagdo de comprimento / largura foliares e baixos teores de clorofilas quando comparado ao
controle crescida na luz branca (W). A suplementacdo de B sobre o R, promove algum grau
de desestiolamento que ainda é inferior ao G + b100 (Figuras 3 e 17). Considerando que
ambos tratamentos tém niveis similares de B (100 umol m? s™) o grau de ativacio dos
criptocromos deveria ser também similar. Entdo o que explica plantas sob os tratamentos R +
b100 serem mais estioladas que as G + b100? Adiciona-se nessa pergunta o fato de que G ndo
ativa nem PHY e nem CRY. Os dados coletados sugerem também que o PHYB possa
interagir negativamente com as proteinas CRY. No entanto, essa interacdo deve ser mais fraca
uma vez que plantas FR + r + b100 sdo mais estioladas que as R + b100. Os dados fortemente
sugerem uma acdo negativa dos PHY (PHYA e PHYB) sobre os CRY. No entanto, ndo se
sugere que a acdo de PHYB possa induzir o estiolamento. Apenas, e isoladamente, PHYB
possui agéo fraca na promocao do desestiolamento. Embora estioladas, plantas crescidas no R
eram bem diferentes das crescidas no G. Tanto no R como no G puros ndo ha acéo de CRY.
Diferencas entre as plantas crescidas no R e G sdo decorrentes de PHYB no R apenas.

Usando-se de analises de regressao multipla multivariada nos quais incorpora efeitos

do azul, verde, vermelho, vermelho-distante e as interagdes vermelho:azul, verde:azul e
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azul:vermelho-distante bem como de uma PCA e por meio de seus componentes principais 1
e 2, evidenciam que nos quadrantes do Scatter Plot da PCA é possivel observar a completa
separacdo do tratamento com a luz verde (Figura 17 e 18). Contudo a suplementacdo com luz
azul acrescido de diferentes intensidades (G + b25; G + b50) mostram-se aumentos
progressivos em direcdo, possivelmente, a maior atividade de criptocromos, separando as
respostas estimuladas pela luz verde da azul. Os dados ainda sugerem que mesmo a menor
intensidade de azul promoveu a ativacdo dos criptocromos, e mesmo havendo inibicao pelo
FR (PHYA), as respostas morfolégicas condicionam para uma intensa reducdo do
comprimento dos entrends e aumento no acimulo de pigmentos, além do aumento DAF e
reducdo de AFE. Assim sendo, sugere-se que hd uma saturagdo da resposta estimulada pela
luz azul mesmo em baixas intensidades, o que ndo acontece quando da presenca de R ou FR+
r, suplementado de B.

Ao interpretar conjuntamente os dados da PCA e regressdo multipla multivariada fica
evidente que as andlises estatisticas discriminam os efeitos morfo-fisiol6gico que as plantas
adotaram em resposta a luz R e FR + r que sdo distintas do G. O PC1 apresenta maiores
correlagbes com os dados fenotipicos representados por crescimento primario
(comprimento/largura da folha, DAF), crescimento derivado (AFE) e anatomia (espessura do
mesdfilo). O PC2 houve a separacdo entre dois grupos com maior explica¢do para o grupo de
pigmentos (Chla+b por unidade de area e massa). Claramente, todos os tratamentos em que
houve fornecimento de “R” foram discriminados daqueles que ndo o continham. Sabe-Se que
R estimula a atividade dos fitocromos, independente se ha ou ndo a presenca de FR, que por
sua vez poderia levar a aumentos diferenciais de PHYA ou PHYB e interferéncia dos
fitocromos € discriminada daquela promovida pelos criptocromos pelo PC2. Ainda pelo PC2,
a intensidade e a qualidade proporcionados por B podem estar associadas com as alteracdes
das caracteristicas fenotipicas e aos dos pigmentos (Figura 3, 8 e 9).

Um possivel modelo de co-agdo (Figura 19) em que os PHY’s podem inativar/inibir
as respostas desencadeadas pelos CRY (ou vice-versa) pode ser observado pelo fen6tipo que
as plantas apresentaram (Figura 3) e esquematizado na Figura 19 e Tabela 4 nos quais a luz
branca (W) promove a ativagao tanto dos fitocromos quanto dos criptocromos e 0 aumento da
intensidade (2W) faz aumentar ambos. Os criptocromos séo ativados na presenca de luz azul
(B) e 0 aumento da intensidade (2B) também aumenta o grau de ativacdo dessas proteinas e
caracteristicas mais desestioladas sdo apresentadas pelas plantas nessas condi¢cdes. Na

presenca de luz verde (G) pressupde-se que ambas as proteinas estejam inativas, de modo que
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a adicdo de azul propicia a ativagcdo dos CRY’s nos tratamentos G +b. Na luz vermelha (R) h&
prevaléncia de PHYB, cuja presenca inibe o PHYA e aumento da irradiancia vermelha (2R)
aumenta os produtos do gene phyB. Ao adicionar luz azul (B) no vermelho hd uma limitada
acao desestioalizante promovida pelo B, assim, sugere-se que nessa condicdo haja limitada
acdo dos CRY’s. Ha prevaléncia de PHY A nos tratamentos com vermelho-distante (FR) em
relacdo a PHYB e ao adicionar B também ha ativacdao de CRY’s, que ¢é fortemente reprimida
por PHYA. Assim a acdo negativa do PHYA sobre o CRY € considerada mais intensa que a
do PHYB sobre 0 CRY (Figura 3).

Tabela 4 — Qualidades luminosas e o possivel grau de ativacdo dos fotorreceptores. Minima
ativacdo (—); baixa ativacdo (+); média ativagdo (++); alta ativacdo (+++); muito alta ativacao
(++++). G, luz verde; G + b, luz verde acrescida de azul; R, vermelho; 2R Vermelho a 600
umol m? s™; R + b, Vermelho acrescido de azul; FR + r, vermelho-distante com vermelho;
FR + r + b, vermelho-distante com vermelho e acrescido de azul; W, luz branca; 2W, luz
branca a 600 umol m? s™; B, azul; 2B, luz branca a 600 pmol m™ s™. Para mais detalhes dos
tratamentos consulte Tabela 1. Todos os tratamentos totalizam 300 pmol m? s, excetuando-
se 0 2R, 2W e 2B.

Qualidades de luz PHYIZtocrom(F)JSHYB Criptocromos

G - - —
G+b - - +
R — +++ —
2R — ++++ —
R+b - ++ +
FR+r +++ + —
FR+r+b ++ + +
wW + + +

2W ++ ++ +++

B - — +++

2B — — HH++
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Figura 19 — Representacéo esquematica das possiveis respostas fotomorfogénicas em relagéo aos tratamentos de
luz empregados. A luz branca é composta por diferentes comprimentos de onda possibilitando a ativagdo de
todos os fotorreceptores e o aumento da intensidade luminosa aumenta a ativacdo desses fotorreceptores
promovendo desenvolvimento de plantas mais desestioladas na maior irradiancia (A). As respostas biologicas
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desencadeadas pela luz azul resultam num conjunto de cromoproteinas CRY’s ativas promovendo formagdo de
plantas desestioladas. Aumento da intensidade do azul aumenta o grau de desestiolamento via aumento de CRY
ativa. A adicdo de FR ocorre ativacdo de PHYA e promocdo de algum grau de estiolamento. Sugere-se que as
proteinas PHYA atuam antagonizando a atividade de CRY como mostrado no tratamento no qual houve
fornecimento de vermelho-distante sobre niveis similares de azul (300 pumol m-2 s-1) (B). A luz verde possui
minima ativacdo dos fotorreceptores prevalecendo o fenétipo altamente estioladado, enquanto o fornecimento da
luz azul promove a ativacdo e prevaléncia dos efeitos dos criptocromos com minima resposta dos fitocromos e
promocdo do desestiolamento com baixos niveis de azul (C). Luz vermelha ocorre prevaléncia de PHYB e
promoc¢do de limitado grau de desestiolamento quando comparado ao verde. Enquanto no vermelho-distante
tem-se um aumento de PHYA que inibe o PHYB e promoc¢édo de maior grau de estiolamento que no tratamento
com vermelho puro. Ap6s suplementagdo com azul ha ativagdo do CRY mas esse ¢ inativado pelos PHY’s. A
suplementacdo de azul sobre o vermelho promove ativacdo de CRY e de PHYB, no entanto existe uma acdo
negativa (fraca) de PHYB sobre o CRY de modo que o desestiolamento ndo seja completo. Em paralelo, o
fornecimento de azul sobre o Vermelho e vermelho-distante os criptocromos ndo sdo eficientes para a completa
inativacdo e reversdo do fen6tipo estiolado, devido a mais intensa atuacdo do PHYA na inibicdo das respostas
estimuladas pelo CRY (D).

5.3 Alterag0es estruturais e ultraestruturais nas folhas em resposta a luz

A forma e o tamanho das folhas bem como a disposi¢éo delas no corpo da planta
(Tsukaya, 2005; Sarlikioti et al., 2011) sao fatores de essencial importancia para o sucesso das
plantas, pois sdo orgdos fotossintéticos. Para uma melhor eficiéncia na captacdo de energia
luminosa as folhas devem ser largas, e para facilitar as trocas gasosas elas devem ser finas
(Zheng & Van Labeke, 2017). Quando as plantas crescem em ambientes de alta luminosidade,
suas folhas sdo geralmente mais espessas, tém cuticula mais espessa e menor area foliar
especifica, sendo geralmente mais verticais que folhas de sombra (Sanches & Valio, 2006).
Todos os tratamentos ao serem suplementados com luz azul exibiram aumento da espessura
foliar (Figura 11). De modo similar, Schuerger et al. (1997) relataram que a espessura da
folna aumentou quando a luz vermelha foi suplementada com a luz azul. Folhas
desenvolvidas em baixa irradiancia possuem alta AFE contribuindo para produzir superficies
para captura de energia a um custo metabdlico menor (Sanches & Valio, 2006). Ainda,
frequentemente, exibem aumento de seus espacos intercelulares em baixa irradiancia (Lee et
al., 1990). Esses espacos espalham aleatoriamente a luz dentro da folha, aumentando a
probabilidade de absorcao (Lee et al., 1990). Maiores espacos intercelulares foram observados
nos tratamentos com as luzes verde e vermelho-distante (Figura 12).

A expansdo foliar envolve dois eventos de desenvolvimento: proliferacdo celular e
expansdo celular. A expansdo bidimensional (comprimento e largura) das folhas ¢é
determinado primariamente pelo estabelecimento dorso-ventral, (Tsukaya, 2002, 2006). As
caracteristicas morfolégicas dos lados abaxiais e adaxiais das folhas sdo governadas por

muitos genes. Os genes REVOLUTA (REV), PHABUBOLA (PHB) e PHAVOLUTA (PHV)
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estdo envolvidos na adaxializagdo, enquanto a familia de genes KANADI e YABBY estéo
envolvidos na abaxializagdo (Tsukaya, 2005). Em Arabidopsis sob condi¢fes de baixa
luminosidade, as células do parénquima palicadico séo redondas e desenvolvem-se em uma
camada. Em contraste, sob condi¢cdes de alta luminosidade as células do parénquima
paligadico se desenvolvem em duas ou trés camadas e sdo colunares como resultado do
crescimento polarizado na dire¢do da folha (Tsukaya, 2005). Os tratamentos com a presenca
de FR perderam a identidade das células adaxiais evidenciados na Figura 12, no entanto ndo é
possivel distinguir entre uma abaxializacdo do parénquima palicddico ou uma perda da
identidade adaxial daquelas células.

Em relacio ao crescimento longitudinal, ele é governado por genes
ROTUNDIFOLIA3 (ROT3), que regula o crescimento polarizado das células foliares em
relacdo ao comprimento, e 0 gene ROTUNDIFOLIA4 (ROT4), que especifica o nimero de
células no eixo longitudinal, (Narita et al., 2004). O crescimento transversal (largura) é
influenciado pelo gene ANGUSTIFOLIA (AN) (Tsuge et al., 1996). Plantas de Arabidopsis
que desenvolvem caracteristicas de SAS apresentam peciolos mais alongados em relacdo ao
limbo foliar em resposta a luz vermelha e vermelha-distante percebidas pelos fitocromos
(PHYA a E). Essas diferengas entre os tamanhos dos peciolos das folhas de plantas cultivadas
sob condicdes de baixa luminosidade e alta luminosidade s&o atribuiveis ao comprimento de
cada célula no peciolo, enquanto as diferencas entre os tamanhos das Iaminas foliares sob luz
fraca e alta luz representam a soma do niumero e tamanho de células na 1dmina foliar (Tsukaya
et al., 2002). Os tratamentos FR e G desenvolveram plantas com caracteristicas de SAS
evidenciando-se maiores razbes comprimento / largura foliar e ao adicionar luz azul, mesmo
em pequenas quantidades, promoveu uma redugdo no crescimento longitudinal das folhas
resultado da possivel ativacdo dos criptocromos e interferéncia no padrdo de expressdo
daqueles genes.

A absorcdo de luz também dependeré dos teores de clorofilas (Zheng & Van Labeke,
2017). A luz azul induziu a formacéo de mais cloroplastos e com maior grau de empilhamento
de tilacoides bem como uma membrana mais eletrodensa quando visualizada pela
microscopia de transmissdo. Em conjunto sugere que o azul possibilitou o aumentou na
expressao e acumulo de diferentes enzimas que regulam a sintese de clorofila (Wang et al.,
2010). A suplementacdo com luz azul propiciou o incremento dos teores de clorofilas por
unidade de area em todos os tratamentos, especialmente nos tratamentos com G. Desse modo,

espera-se cloroplastos mais robustos e eficientes, resultante da maior eletrodensidade que, em
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tese, estariam associados a maiores acimulos de proteinas dos fotossistemas (Figura 15). Por
consequéncia, esperaria maiores capacidades fotossintéticas dessas plantas o que resultaria em
maiores ganhos de biomassa por unidade de area foliar. Assim, folhas mais eficientes
resultaram em maiores acumulos de biomassa total das plantas suplementadas de B em
comparacao a respectiva luz de base. Salienta-se que todos os tratamentos (exceto o 2W, 2B e
2R, 0s quais eram cultivados em 600 pmol m? s*) estavam submetidos a irradiancia
fotossinteticamente ativa similar (300 pmol m? s™) (Tabela 1). Partindo-se do principio que
as plantas eram cultivadas em ambientes controlados, umidade relativa alta e sem limitacdes
hidricas e difusivas para a fotossintese, maiores acimulos de biomassa seriam consequéncias
de maiores taxas de absorcdo da luz em funcdo de maiores teores de clorofilas (Moriwaki et
al., 2019) e espessuras foliares (Falcioni et al., 2017) e resultando em maiores taxas de fixacdo
e C.

Caracteristicas de fotoprotecdo sdo encontradas quando as plantas sdo iluminadas
com luz vermelha ou azul, principalmente em altas intensidades (Oguchi et al., 2011). As
folhas sdo mais espessas como possivel protecao do sistema fotossintético quando ha excesso
de intensidade da luz (Figura 11) (Slattery et al.,, 2016). Nos tratamentos de maiores
intensidades e na presenca de azul, as folhas desenvolveram paredes mais grossas nas celulas
epidérmicas e também uma camada epicuticular mais grossa e eletrodensa (Figura 13). Folhas
de pimenta na auséncia de fotons azuis ou uma reducdo de R:FR diminuiram a espessura dos
tecidos do mesofilo e reduziram essas caracteristicas de fotoprotecdo (Slattery et al., 2016).

O desenvolvimento do cloroplasto influencia o desenvolvimento das plantas devido a
sua funcdo no fornecimento de energia, aminoacidos, lipidios, e outros metabolitos essenciais
para o crescimento normal (Pogson et al., 2015). A ultraestrutura dos cloroplastos (Figura 15)
muda conforme o tipo de luz aplicada durante o crescimento das plantas. Os efeitos da
qualidade da luz no desenvolvimento dos cloroplastos tém profundas consequéncias na
absorcdo da luz bem como no acimulo de pigmentos fotossintéticos e de proteinas estromais
relacionadas a fixacdo de C cuja ultraestrutura reflete um mecanismo integrante da
composicdo foliar para maximizar a eficiéncia da absorcdo da luz (Moriwaki et al., 2019).
Plantas de milho cultivadas em luz branca (W) e vermelha (R) apresentaram cloroplastos com
caracteristicas semelhantes, porém quando submetidas a vermelho-distante (FR) reprimiram a
formacéo da proteina do centro de reacdo do fotossistema | e aumentaram as do fotossistema
Il tanto na bainha do feixe quanto nas células do mesofilo (Eskins et al., 1985). De modo

geral, a suplementacdo de B nos diferentes tratamentos promoveu maior adensamento dos
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tilacdides nos cloroplastos das plantas de alface (Figura 16) bem como em folhas de uva (Vitis
vinifera L.) o desenvolvimento de lamelas de cloroplasto e tilacGides em comparagdo com a
luz vermelha e verde (Poudel et al., 2008). As eletromicroscopias mostram evidéncias do
aumento dessas estruturas com suplementacdo com a luz azul (Figura 16). Portanto, o
contetdo de pigmentos fotossintéticos e o desenvolvimento dos cloroplastos nas folhas de
alface foram notavelmente promovidos pela luz azul, mas foram inibidos pela luz verde ou

vermelha (Figuras 16 e 14).
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6 CONCLUSAO

Os resultados fornecem suporte para a hipétese de que a luz azul é capaz de inibir ou
reduzir respostas caracteristicas do estiolamento em plantas de alface. No entanto, o efeito é
dependente ndo apenas da qualidade como também da intensidade em que as plantas séo
submetidas. De maneira geral, as plantas submetidas as maiores intensidades de azul
isoladamente ou em combinagdo obtiveram os maiores ganhos de MS e com caracteristicas
menos estioladas. Ha evidéncias que as respostas fisiologicas da adi¢do da luz azul sob a luz
verde desencadeiem mecanismos distintos da luz azul sob luz vermelha ou do vermelho-

distante, havendo uma possivel interacdo negativa dos fitocromos sobre os criptocromos.
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