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RESUMO 

 

ROSA, Márcio, Universidade Federal de Goiás, janeiro de 2020. A densidade de fluxo de 

fótons e o comprimento de onda alteram as características morfofisiológicas e químicas 

de Anacardium othonianum Rizz. in vitro. Orientador: Aurélio Rubio Neto. Coorientador: 

Paulo Sérgio Pereira. 

 

Anacardium othonianum Rizzini é uma espécie nativa do Cerrado com grande potencial 

biotecnológico. A seleção da intensidade e da qualidade espectral, pode representar alternativa 

para otimizar as características fisiológicas e produtivas desta espécie no cultivo in vitro 

favorecendo sua propagação. Nesse contexto, objetivou-se definir as melhores condições de 

luminosidade para otimizar as caracteristícas morfofisiológicas e o estímulo de vias 

biossintéticas de metabólitos secundários em A. othonianum nas condições in vitro. Para tanto, 

o trabalho se dividiu em dois ensaios: 1 – Determinação de qual a melhor intensidade de luz 

(12, 25, 50, 100 e 150 µmol m-2 s-1) e 2 – Determinação da melhor qualidade espectral, por meio 

da utilização de diodos emissores de luz, LEDs (luz branca, azul, verde, vermelha e 

azul+vermelha 1:1). Em cada experimento os segmentos nodais foram cultivados em frascos 

de 250 mL com meio MS 50%, contendo ágar, com adição de 30 µM de benzilaminopurina 

(BAP), 3% de sacarose, sob fotoperíodo de 16h. Após 50 dias de  cultivo as plântulas foram 

submetidas a avaliações de pigmentos, eficiência fotossintética, biometria, análises anatômicas, 

enzimáticas e cromatográficas. Este trabalho é o primeiro relato com uma abordagem fisiológica 

sobre a influência da intensidade e da qualidade de luz em A. othonianum in vitro. Verificou-se 

que irradiâncias em torno de 100 µmol m-2 s-1, sob luz branca ou associação de azul/vermelha 

são as mais satisfatórias para a manutenção da homeostase das plantas, para o estímulo ao 

fotoautotrofismo e para a ativação das vias de biossíntese de compostos fenólicos. 

 

Palavras-chave: Caju-de-árvore-do-cerrado; taxa fotossintética, flavonoides, irradiância, 

qualidade de luz 
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ABSTRACT 

 

ROSA, Márcio, Universidade Federal de Goiás. january, 2020. Photon flux density and 

wavelengths alter the morphophysiological and chemical caracteristics of Anacardium 

othonianum Rizz. in vitro. Advisor: Aurélio Rubio Neto. Co-advisor: Paulo Sérgio Pereira. 

 

Anacardium othonianum Rizzini is a native Cerrado species with great biotechnological 

potential. The selection of intensity and spectral quality may represent an alternative to optimize 

the physiological and productive characteristics of this species in vitro culture favoring its 

propagation. In this context, the objective was to define the best light conditions to optimize 

morphophysiological characteristics and stimulation of biosynthetic pathways of secondary 

metabolites in A. othonianum under in vitro conditions. Therefore, the work was divided into 

two tests, 1 - Determination of the best light intensity (12, 25, 50, 100 and 150 µmol m-2 s-1) and 

2 - Determination of the best spectral quality, using LEDs (white, blue, green, red and blue + 1: 

1 red). In each experiment the nodal segments were cultivated in 250 mL flasks with 50% MS 

medium containing agar, with 30 µM benzylaminopurine (BAP), 3% sucrose added under 16h 

photoperiod. After 50 days of treatment imposition, the seedlings were submitted to pigment, 

photosynthetic efficiency, biometrics, anatomical, enzymatic and chromatographic analyzes. 

This paper is the first report with physiological approach on the influence of light intensity and 

quality on A. othonianum in vitro. It was found that irradiance around 100 µmol m-2 s-1 under 

white light or blue / red association are the most satisfactory for the maintenance of plant 

homeostasis, the stimulation of photoautotrophism and the activation of biosynthesis pathways. 

phenolic compounds. 

 

Keywords: Cashew; photosynthetic rate, flavonoids, irradiance, light quality. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O Cerrado possui uma grande biodiversidade, no entanto, devido à recente intensificação 

das atividades antropogênicas, este bioma, está relacionado como um dos principais hotspots 

ecológicos do mundo. Assim, o conhecimento das técnicas de propagação e o comportamento 

ecofisiológico das espécies vegetais podem contribuir para a preservação e a exploração 

sustentável. Entre essas espécies, Anacardium othonianum Rizzini, conhecido popularmente 

como caju-de-árvore-do-cerrado tem despertado a atenção devido ao seu potencial econômico. 

Assim, uma alternativa para a otimização do aproveitamento dos recursos vegetais é a 

utilização de técnicas de cultura de tecidos vegetais. Esta ferramenta da biotecnologia vegetal 

permite o estabelecimento, manipulação e desenvolvimento, sob condições artificiais e 

controladas, de células, tecidos ou órgãos e é muito útil para a regeneração de plantas 

geneticamente homogêneas, rejuvenescidas, isenta de pragas e doenças e sem as limitações 

impostas pela sazonalidade (Chandra et al., 2010) . 

A propagação in vitro de A. othonianum já é uma realidade (Assis et al., 2015), mas ainda 

são necessários ajustes para otimizar seu fotoautotrofismo para fins de aclimatização ex vitro. 

Fatores bióticos e abióticos podem causar alterações genéticas e fisiológicas nas plantas, bem 

como promover o aumento ou diminuição de substâncias bioativas (Verma e Shukla, 2015; 

Cassola et al., 2019). Entre os fatores abióticos pode-se destacar a luz, a qual é determinante 

tanto para o processo fotossintético quanto para a fotomorgênese. 

Alta irradiância aumenta a taxa fotossintética, a absorção de água e nutrientes em razão 

da maior transpiração nas folhas e fixação de CO2 com consequente maior acúmulo de biomassa 

(Ríos-Ríos et al., 2019). Entretanto, o excesso de energia luminosa pode danificar ou inativar o 

fotossistema II, causando fotoinibição (Sáez et al., 2016). Nesse sentido, o ajuste da 

luminosidade pode promover a competência fotossintética e o crescimento, bem como 

concentrar metabólitos de interesse biotecnológico. 

Além da intensidade, a qualidade da luz é um dos mais importantes fatores que afetam 

o crescimento e o desenvolvimento de plantas in vitro de diferentes espécies (Liu et al., 2014). 

De acordo com o comprimento de onda de luz, por mais discreto que ele seja, a planta 

desencadeia repostas particulares. A resposta é controlada por fotorreceptores que ativam as 

vias de transdução de sinal e resultam em alterações na expressão gênica, acarretando em 

alterações fisiológicas e/ou bioquímicas (Landi et al., 2019). 

A luz azul (400-500 nm) pode regular o fototropismo, a expansão foliar, o crescimento 
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do caule e o acúmulo de antocianinas. A luz vermelha (660 nm) controla germinação, os 

cloroplastos, o crescimento de caule e pecíolo, e ambos os comprimentos exercem influência na 

floração e na expressão gênica (Carvalho e Folta, 2014). Ultimamente, vem aumentando o 

interesse pela luz verde (Chen et al., 2019), pois alguns relatos indicam que embora essa essa 

faixa espectral tenha menos impacto sobre as clorofilas, é reconhecido o seu papel sobre os 

fotoreceptores e sua atuação sobre a morfologia e fisiologia das plantas, incluindo crescimento 

foliar, condutância estomática, alongamento caulinar e produção de metabólitos secundários 

(Johkan et al., 2012; Gazolla et al., 2017). 

Considerando as condições ambientais em que A. othonianum é naturalmente 

encontrada propõe-se a hipótese de que plântulas desta espécie respondam positivamente a 

intensidades luminosas superiores àquelas que habitualmente são utilizadas no sistema de 

propagação in vitro. Além disso, a seleção de faixas espectrais adequadas pode otimizar, tanto 

a propagação, bem como ativar vias biossintéticas de metabólitos importantes. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Anacardium othonianum Rizzini 

O Cerrado é a segunda maior formação vegetal brasileira e consiste em uma fonte 

inestimável de recursos biológicos, pouco explorados e de elevado potencial econômico. Têm 

grande número de espécies vegetais com propriedades medicinais, frutíferas e ornamentais, 

dentre elas Anacardium othonianum Rizzini (Agostini-Costa et al., 2006 ). Porém, a expansão 

agrícola do Brasil tem subestimado o potencial de uso dos organismos nativos deste domínio 

(Vieira et al., 2016). 

A. othonianum conhecido popularmente como caju-de-árvore-do-cerrado é 

caracterizado como um ecótipo de A. occidentale L, possui folhas mais coriáceas, onduladas e 

subsésseis, assim como pseudofruto menor e mais ácido do que o ecótipo da região de restinga 

(Figura 1A) (Mitchell e Mori, 1987; De Andrade et al., 2019). Distingue-se das demais espécies 

do gênero do Cerrado: A. humile, A. nanum e A. corymbosum, pelo seu porte arbóreo com 3 a 

6 m de altura (Fig. 1B) (Silva et al., 2008). 
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Figura 1. Folhas, frutos e pseudofrutos (A) e planta adulta de Anacardium othonianum Rizzini 

(B). Foto: Valéria Ferreira Oliveira. 

 

O A. othonianum tem grande potencial para exploração alimentar e econômica, podendo 

ser fonte de alimento in natura, utilizado em diversos setores industriais, e ampla aplicação na 

medicina tradicional no tratamento de várias doenças (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Materiais vegetais a base de Anacardium othonianum Rizzini e suas diversas 

aplicações. 

Material Forma de uso Utilização Referências 

Árvore Planta inteira 

Pomares comerciais; 

recuperação de áreas 

degradadas; conservação 

de áreas nativas; 

Assis et al., 2010. 

Pseudofruto 

(pedúnculo) Polpa 

In natura; sucos; licores; 

doces; iogurte; 

aguardente; 

Naves et al., 2016; 

Souza e Silva, 2015; 

Fonseca et al., 2014; 

Alves et al., 2013; 

Gonçalves et al., 2009; 

Correa et al., 2008. 

Fruto 

(amêndoa) 

Castanha; 

Matéria-prima 

In natura; amêndoas; 

óleos; indústria química 

(materiais plásticos, 

isolantes e vernizes); 

produção de mudas. 

Alves et al., 2016; 

Agostini-Costa et al., 

2006. 
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Folha Extrato 

Antimicrobiano; 

expectorante; anti-

inflamatório; 

antidiarreica. 

Curado et al., 2016; 

Arcanjo, 2015; Bessa 

et al., 2013. 

Caule Casca 

(Extrato) 
Anti-inflamatório; Arcanjo, 2015. 

 

Apesar das diversas aplicações atribuídas ao A. othonianum a exploração racional dessa 

espécie e sua propagação, vêm sendo inviabilizada por problemas como a alta perecibilidade 

do pseudofruto, variações em seu amadurecimento, bem como a sua sazonalidade de produção 

(Assis et al., 2015). Neste sentido, metodologias alternativas às convencionais, como a 

micropropagação, têm sido utilizadas para superá-las. 

O cultivo in vitro, por meio da micropropagação, tem sido considerado uma ferramenta 

promissora para a preservação de recursos vegetais e para a produção comercial de mudas, 

permitindo com que se obtenham plantas sadias, homogêneas, uniformes, com alto vigor 

fisiológico, e que podem ser multiplicadas abundantemente ao longo de todo o ano (Chandra et 

al., 2010). Para o sucesso no cultivo in vitro é importante o aperfeiçoamento das interações 

entre os fatores abióticos (nutricionais, luminosos, temperatura) e os fatores bióticos (genéticos, 

hormonais) justificando trabalhos que verifiquem as diferentes respostas das plantas frente a 

esses fatores para uma melhor adequação do cultivo in vitro. 

 

2.2 Influência da intensidade da luz no cultivo in vitro 

 

A luz influencia diretamente e indiretamente na regulação de crescimento e 

desenvolvimento das plantas, através da produção de energia pela fotossíntese, e também 

atuando na fotomorfogênese (Carvalho e Folta, 2014). Geralmente no ambiente de cultivo in 

vitro são utilizadas baixas irradiâncias (Tab. 2), em torno de 40 μmol m-2 s-1 (Singh et al., 2017). 

O aumento da densidade de fluxo de fótons pode aumentar a competência fotossintética in vitro 

(Kubota et al., 2001). Isto pode ser observado em alguns trabalhos (Fuentes et al., 2005; Shin 

et al., 2013; Ríos-Rios et al., 2019). Um aumento na irradiância pode resultar numa rápida 

expansão de folhas novas com características autotróficas, potencializando a melhoria das taxas 

de sobrevivência (Donnelly e Vidaver, 1984). 

Em Cocos nucifera L. melhores respostas fisiológicas foram observadas em 400 do que 
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em 40 μmol m-2 s-1 (Fuentes et al., 2005) enquanto em Acer saccharum Marsh, a densidade de 

fluxo de fótons fotossintéticos de apenas 4 μmol m-2 s-1 foi suficiente para proporcionar 

melhores respostas (Singh et al., 2017). Eckstein et al. (2012) verificaram que irradiâncias de 

100 e 250 μmol m-2 s-1 promoveram maior crescimento em Arabidopsis thaliana, do que em 25 

μmol m-2 s-1, mas sob 250 houve sinal de estresse luminoso. Segundo Fuentes et al (2005), 

mesmo com maior estresse in vitro as plantas provenientes de maiores irradiâncias estariam 

mais aptas para o processo de aclimatização. Entretanto, isso pode não ocorrer. Plantas de 

Capsicum chinense Jacq sob 25 μmol m-2 s-1 se desenvolveram melhor tanto in vitro quanto 

na aclimatização do que aquelas sob 255 μmol m-2 s-1 (Barrales-Lopez et al., 2015). 

Assim, aumento da intensidade luminosa no ambiente in vitro pode promover indução 

do fotoautotrofismo (Sáez et al., 2016) e maior pressão aos sistemas de defesa em resposta aos 

estímulos luminosos, pois se a irradiância exceder à necessidade fotossintética pode ocorrer 

fotoinibição (Adams et al., 2013). A fotoinibição é caracterizada pela degradação da proteína 

D1 no centro de reação do fotossistema II (PSII), interferindo no transporte de elétrons, 

reduzindo a máxima eficiência quântica (Santos et al., 2013). Sob condições de excesso de 

absorção de luz, o lúmen do cloroplasto se acidifica, o que reduz a cadeia de transporte de 

elétrons e a excitação acumula energia no cloroplasto, o que pode levar a à geração de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), como superóxido e peróxido de hidrogênio. A acumulação de ERO 

pode levar à peroxidação lipídica (Asada, 1992; Pinolla e Bassi, 2018). 

A eliminação das EROs fica a cargo de enzimas antioxidantes e de compostos químicos 

de baixo peso molecular, tais como o tocoferol, a glutationa, o ascorbato e os carotenoides 

(Szymańska et al., 2017; Pinnola e Bassi, 2018). Os principais componentes da maquinaria 

antioxidante das plantas são as enzimas e os compostos de baixo peso molecular. Dentre as 

enzimas, a superóxido dismutase (SOD) é um grande scavenger de 1O2 e o transforma em H2O2 

e O2. A ascorbato peroxidase (APX) utiliza o ácido ascórbico como substrato para detoxificar 

H2O2 em H2O, enquanto a catalase (CAT) e/ou a peroxidase não específica (POX) decompõem 

H2O2 em H2O e O2. A ação conjunta dessas enzimas elimina o perigo potencial de 1O2 e H2O2 

reduzindo a produção de EROs (Yonghua et al., 2005; Brunetti et al., 2015). 

Adicionalmente, outras classes de compostos fotoprotetores, nomeadamente compostos 

fenólicos e carotenoides, podem mitigar a formação de ERO, atuam como antioxidantes 

(Brunetti et al., 2015). Os carotenoides contribuem para a fotossíntese colhendo e transferindo 

energia luminosa para clorofilas em uma região do espectro, onde a absorção de clorofila é 
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menor. Na ausência de carotenoides, excesso de luz terá efeitos negativos sobre proteínas e 

membranas. Por meio do ciclo das xantofilas (violaxantina-anteraxantina-zeaxantina) o excesso 

de energia absorvida é dissipada na forma de calor (quenching não-fotoquímico – NPQ), o que 

limita a formação de clorofila tripleto e impede a produção de EROs (Agati et al., 2013; 

Ouzounis et al., 2015; Szymańska et al., 2017). 

Já os compostos fenólicos como os flavonoides além de absorver comprimentos de onda 

mais curtos, também atuam como antioxidantes atenuando os efeitos danosos das EROs e 

regulam a sinalização de moléculas envolvidas na fotoproteção (Agati et al., 2013). Esses 

compostos possuem uma série de propriedades medicinais que se estendem de ação 

antimicrobiana a antitumoral (Nijveldt et al., 2001). Visto que tanto a intensidade quanto a 

qualidade de luz atuam sobre a biossíntese destes compostos o manejo da luminosidade in vitro 

representa estratégia interessante para otimizar a produção destes fitoquímicos. 

 

2.3 Influência da qualidade de luz no cultivo in vitro 

 

Além da intensidade da luz, a sua composição espectral é igualmente importante. 

Alterações na composição espectral da luz afetam os processos fisiológicos e dependendo da 

espécie, torna-se um estimulador ou estressor (Ouzounis et al., 2015). A maioria dos processos 

fotobiológicos dos vegetais é influenciada pela faixa de comprimento de onda de 380 nm até 

740 nm, esse intervalo do espectro é a principal fonte de energia para a fotossíntese e que 

determinam os padrões de crescimento (Taiz et al., 2017). A percepção e a indução de respostas 

específicas dependem da interação das faixas com fotorreceptores. Dentre os fotorreceptores 

vegetais os principais grupos de fotorreceptores são os fitocromos, os criptocromos e as 

fototropinas (Carvalho e Folta, 2014). 

 Os fitocromos (phyA, phyB, phyC, phyD, phyE) são sensíveis às luzes vermelha (600 

a 700 nm); e vermelho-distante (700 a 800 nm); e exibem a capacidade de se interconverter 

entre as formas Pr e Pfr. A luz vermelha desencadeia mudanças conformacionais, tanto no 

cromóforo do fitocromo como na proteína. Os fitocromos podem mudar rapidamente potenciais 

de membrana e fluxos de íons e regular a expressão gênica por uma vasta gama de elementos 

modulares (Ouzounis et al., 2015) 

Os criptocromos são receptores de luz azul (400 a 500 nm), sendo identificados dois tipos 

Cry1 e Cry2. A molécula do criptocromo sofre uma reação redox intramolecular após a 

absorção de um quantum de luz azul que altera a conformação da apoproteína do receptor e 
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inicia a cascata de sinalização (Liscum et al., 2003; Möglich et al., 2010). A luz azul estimula 

o criptocromo (Cry1), que regula positivamente a transcrição de genes para a síntese de clorofila 

(Li et al., 2009).Os fitocromos e criptocromos também podem atuar como fotorreceptores de 

luz verde (Folta e Maruhnich, 2007). 

As fototropinas medeiam respostas à luz azul; são conhecidos dois tipos em 

Arabidopsis, PHOT 1 e 2, as quais são sensíveis a intensidades de luz azul diferentes e 

sobrepostas. Cada uma tem dois cromóforos mononucleotídeo de flavina (FMN) que podem 

induzir mudanças conformacionais. Em contraste com outros fotorreceptores, que atuam 

principalmente no núcleo, as fototropinas são direcionadas para a membrana plasmática 

(Galvão e Fankhauser, 2015). As fototropinas medeiam a acumulação de cloroplastos e as 

respostas de evitamento à luz fraca e forte. A luz azul, detectada pelas fototropinas, provoca a 

ativação das H+-ATPases da membrana plasmática e, por fim, regula a abertura estomática 

(Inouea e Kinoshita, 2017). 

 Dentro da faixa do visível ainda há os fotorreceptores de luz azul da família zeitlupe 

(ZTL) relacionados a regulação e à a percepção do comprimento do dia (fotoperiodismo) e dos 

ritmos circadianos, mas que diferentes das fototropinas possui apenas um cromóforo FMN. 

Estes fotorreceptores também absorvem na faixa do UVA, 315 a 400 nm (Galvão e Fankhauser, 

2015). 

 Geralmente, no cultivo in vitro, utiliza-se fontes de luz artificiais. Desta forma lâmpadas 

fluorescentes, vem sendo comumente utilizadas no cultivo in vitro, por emitirem fótons em 

ampla faixa espectral (entre 350 a 750 nm) (Ramírez-Mosqueda et al., 2017). No entanto, nos 

últimos anos tem sido proposta a utilização de lâmpadas de diodo emissor de luz (LEDs), devido 

a esse sistema apresentar vantagens comparadas ao sistema convencional (lâmpadas 

fluorescentes), como a elevada eficiência de conversão fotoelétrica, baixa emissão de calor, 

pelo longo período de vida, pela massa e pelo volume pequeno, além de possibilitar a utilização 

do espectro de luz com comprimentos de ondas específicos (Nhut et al., 2015; Lazzarini et al., 

2017). 

 Assim, a oportunidade de selecionar comprimentos de onda específicos permite o estudo 

de respostas a fotorreceptores correspondentes, bem como oportuniza o estímulo de rotas 

biossintéticas para a produção de fitoquímicos de interesse comercial. Trabalhos com 

intensidade e qualidade de luz em plântulas in vitro vêm demonstrando diferentes respostas 

morfológicas e fisiológicas, podendo variar de acordo com as espécies estudadas (Batista et al., 

2018). Diante disso, a seguir é apresentada a compilação de alguns trabalhos recentes 
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relacionados às respostas morfofisiológicas de diferentes espécies (Tabela 2). 
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Tabela 2. Relação cronológica de alguns trabalhos e respostas de plântulas cultivadas in vitro sob diferentes intensidades e qualidades de luz no 

período  de 2012 a 2019. 

Espécie Título 

Avaliação de 

luminosidade 

(Intensidade e/ou 

qualidade de luz) 

Observações Referência 

Arabidopsis 

thaliana (L.) 

Heynh. 

Sugar and light effects on the 

condition of the 

photosynthetic apparatus of 

Arabidopsis thaliana cultured 

in vitro 

 

Foram testadas 

irradiâncias de 25, 100 

e 250 μmol m-2 s-1 sob 

lâmpadas fluorescentes 

O melhor crescimento ocorreu sob 100 e 250 

μmol m-2 s-1 , mas com estresse evidente sob a 

maior irradiância. 

Eckstein et 

al., 2012 

Doritaenopsis 

sp. 

Sugar metabolism, 

photosynthesis, and growth of 

in vitro plantlets of 

Doritaenopsis under 

controlled 

microenvironmental 

conditions 

Foram testadas 

irradiâncias de 40 e 120 

μmol m-2 s-1 

Irradiancia mais alta favoreceu os índices de 

fluorescência da clorofila e a taxa 

fotossintética, bem como o crescimento em 

condições fotoautotróficas e fotomixotróficas. 

Shin et al., 

2013 

Piper aduncum 

L. 

Optimization of the protocol 

for the in vitro cultivation of 

Piper aduncum L. 

 Intensidade de 17, 37, 

48 e 73 μmol m-2 s-1 sob 

lâmpadas fluorescentes, 

e qualidade espectral 

com LED: azul, 

vermelho, branco; 72% 

azul + 28% vermelho, 

28% azul + 72% 

vermelho, 50% azul + 

50% vermelho. 

As brotações tiveram comprimento máximo 

quando cultivadas com menos de 17 μmol m-2 

s- 
1

e maior comprimento radicular e biomassa 

sob 73 μmol m-2 s-1. Os LEDs vermelhos 

foram mais favoráveis ao crescimento. 

Silva et al., 

2014 
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Platycodon 

grandiflorum 

(Jacq.) 

Evaluation of leaf 

morphology, structure and 

biochemical substance of 

balloon flower (Platycodon 

grandiflorum (Jacq.) A. DC.) 

plantlets in vitro under 

different light spectra 

Efeito da qualidade de 

luz com lâmpadas 

fluorescentes brancas e 

LED azul; vermelho; 

azul+vermelho 3:1; 

azul+vermelho 1:1 e 

azul+vermelho 1:3, sob 

50 μmol m-2 s-1 

A luz azul e associação de azul+vermelho 3:1 

promoveram melhores índices 

morfoanatômicos e fisiológicos. 

Liu et al., 

2014 

Scrophularia 

takesimensis 

Nakai 

 

Direct adventitious shoot 

regeneration, in vitro 

flowering, fruiting, secondary 

metabolite content and 

antioxidant activity of 

Scrophularia takesimensis 

Nakai. 

Efeito da qualidade de 

luz: LEDs azuis, 

vermelhos e lâmpadas 

fluorescentes brancas 

sob 45 μmol m-2 s-1. 

Os LEDs vermelhos promoveram maior 

crescimento, enquanto a luz azul induziu 

maior produção de harpagoside, seguido de 

fluorescente branca. 

Jeong et al., 

2015 

Capsicum 

chinense Jacq. 

Improved in vitro rooting and 

acclimatization of Capsicum 

chinense Jacq. plantlets 

28 e 255 μmol m-2 s-1 

com lâmpadas 

fluorescentes. 

Irradiância menor favorece o enraizamento e 

a aclimatização 

Barrales-

López et al., 

2015 

Rehmannia 

glutinosa 

Libosch. 

Blue LED light enhances 

growth, phytochemical 

contents, and antioxidant 

enzyme activities of 

Rehmannia glutinosa cultured 

in vitro 

Efeito da qualidade de 

luz: LEDs azuis, 

vermelhos e lâmpadas 

fluorescentes brancas 

sob 50 μmol m-2 s-1. 

Os LEDs favoreceram o crescimento em 

relação à lâmpada fluorescente branca. Os 

LEDs azuis induziram a linha de defesa 

antioxidante o que correlacionou com o 

incremento de fitoquímicos. 

Manivannan 

et al., 2015 
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Panax 

vietnamensis 

Ha et Grushv 

Light-emitting diodes and 

their potential in callus 

growth, plantlet development 

and saponin accumulation 

during somatic embryogenesis 

of Panax vietnamensis Ha et 

Grushv 

Efeito da qualidade de 

luz: lâmpadas 

fluorescentes brancas e 

LED amarelo, azul, 

branco, verde, 

vermelho e associação 

vermelho + azul 

(90:10), (80:20), 

(70:30), (60:40), 

(50:50) (40:60), 

(30:70), (20:80) e 

(10:90), sob intensidade 

de 20-25 μmol m-2 s-1 

 

A associação de vermelho + azul favoreceu o 

crescimento e desenvolvimento, enquanto 

lâmpadas fluorescentes brancas e LEDs 

vermelhos promoveram maior cúmulo de 

saponinas. 

Nhut et al., 

2015 

Achillea 

millefolium L. 

In vitro culture of Achillea 

millefolium L.: quality and 

intensity of light on growth and 

production of volatiles 

Efeitos das intensidades 

de 13, 27, 35, 47 e 69 

μmol m-2 s-1 sob 

lâmpadas fluorescentes e 

qualidade espectral com 

fluorescente branca e 

LED: azul, branco, 

verde, vermelho. 

 

LEDs azuis proporcionaram o maior acúmulo 

de matéria seca, número de raízes, 

porcentagem de enraizamento e sobrevivência. 

A irradiância de 27 μmol m-2 s-1 foi a mais 

promissora. 

Alvarenga et 

al., 2015 

Anthurium 

andreanum Lind 

Light emitting diodes improve 

in vitro shoot multiplication 

and growth of Anthurium 

andreanum Lind 

Efeito da qualidade de 

luz: LED azul, branco, 

vermelho, azul + 

vermelho e lâmpada 

fluorescente branca sob 

25 μmol m-2 s-1. 

O maior número de brotações foi obtido nos 

LEDs azul + vermelho, enquanto o maior 

crescimento e conteúdo de clorofila foi obtido 

sob LEDs azuis. 

Martínez-

Estrada et al., 

2016 
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Saccharum spp.; 

The effect of spectral light 

quality on in vitro culture of 

sugarcane 

Efeito da qualidade de 

luz: LEDs 70% de luz 

azul e 30% de luz 

vermelha em 72 μmol m-

2 s-1, A: V = 50:50 em 60 

μmol m-2 s-1; A:V = 

30:70, 53  μmol m-2 s-1; 

branco, 77 μmol m-2 s-1 e 

lâmpada fluorescente, 46 

μmol m-2 s-1. 

A combinação de LEDs azuis/vermelhos em 

igual proporção, foi eficaz para o 

desenvolvimento das plantas. Adicionalmente, 

melhorou a qualidade fisiológica das mudas. 

Silva et al., 

2016 

Vaccinium 

corymbosum L. 

LED light for in vitro and ex 

vitro efficient growth of 

economically important 

highbush blueberry (Vaccinium 

corymbosum L.). 

Efeito da qualidade de 

luz com lâmpadas 

fluorescentes brancas e 

LED azul, vermelho, azul 

20% + vermelho80%, 

azul50% + vermelho 

50%, a 50 μmol m-2 s-1. 

Os LEDs azuis promoveram maiores acúmulos 

de clorofilas nas folhas, enquanto, LEDs 

vermelhos inibiram o acúmulo, mas 

estimularam as brotações e a rizogênse. LEDs 

mistos, sobretudo azul e vermelho 1:1, 

favoreceram o aumento da biomassa da parte 

aérea e da raiz. 

Hung et al., 

2016 

Mouriri elliptica 

(Mart.) 

In vitro culture of Mouriri 

elliptica (Mart.) under con-

ditions that stimulate 

photoautotrophic behavior 

Efeito da irradiância: 0, 

50, 75, 100 e 150 μmol 

m-2 s-1 sob lâmpadas 

fluorescentes. 

O aumento da irradiância minimiza a 

necessidade de sacarose. Irradiâncias entre 50 e 

100 μmol m-2 s-1 foram as mais efetivas. 

De Assis et 

al., 2016 
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Castanea sativa 

Mill. 

Effect of photon flux density 

and exogenous sucrose on the 

photosynthetic performance 

during in vitro culture of 

Castanea sativa 

50 e 150 μmol m-2 s-1, 

sob lâmpadas 

fluorescentes 

A irradiância mais alta favoreceu a fotossíntese 

e o crescimento na presença de concentrações 

moderadas de sacarose adicionadas ao meio de 

cultivo. 

Sáez et al., 

2016 

Acer saccharum 

(Marsh.). 

High light intensity stress as the 

limiting factor in 

micropropagation of sugar 

maple (Acer saccharum 

Marsh.). 

Efeito da intensidade: 4, 

16 e 40 μmol m-2 s-1 com 

LEDS azul + vermelho e 

de amplo espectro 

Plantas cultivadas sob espectro azul e vermelho 

a 4 μmol m-2 s-1 e sob amplo espectro a 16 

μmol m-2 s-1 exibiram menos sintomas de 

estresse. Portanto, irradiâncias menores são as 

mais indicadas para essa espécie in vitro. 

Singh et al., 

2017 

Vitis vinifera L. 

An RNA-Seq analysis of grape 

plantlets grown in vitro reveals 

different responses to blue, 

green, red LED light, and white 

fluorescent light 

Efeito da qualidade de 

luz: LEDs verdes, azuis, 

vermelhos e lâmpada 

fluorescente branca sob 

50 μmol m-2 s-1 

Houve respostas da síndrome de evitação a 

sombra (SAS) em plantas sob LED vermelha e 

verde. Em contraste, a luz azul induziu a 

regulação positiva de genes relacionados a 

microtúbulos,  síntese de clorofila, degradação 

do açúcar e de genes relacionados à resistência. 

O crescimento sob luz azul foi comparável à  

luz branca. 

Li et al., 2017 



 

14 

 

Pouteria 

gardneriana 

Radlk. 

Morphoanatomy and 

physiology of Pouteria 

gardneriana Radlk plantlets 

grown in vitro at varied 

photosynthetic photon flux 

densities. 

Efeito da irradiância: 75, 

100 e 150 μmol m-2 s-1 

sob lâmpadas 

fluorescentes. 

Densidade de fluxo de fótons de150 μmol m-2 

s-1 promoveu maior acúmulo de biomassa e 

certa adaptabilidade anatômica com expansão 

do parênquima paliçádico 

Leite et al., 

2017 

Hyptis 

suaveolens (L.) 

Poit 

Effect of plant growth 

regulators, light intensity and 

LED on growth and volatile 

compound of Hyptis suaveolens 

(L.) Poit in vitro plantlets 

Intensidade de 13, 28, 

47, 69, 94 e 130 μmol m-

2 s-1 (lâmpadas 

fluorescentes) e 

qualidade espectral com 

LED azul, vermelho, 

amarelo, branco, verde, 

vermelho + azul (4:10), 

(10:4) e (1:1) sob 47 

μmol m-2 s-1 

A morfogênese foi mais efetiva nas 

irradiâncias maiores. As plântulas 

apresentaram melhor crescimento sob LED 

branco e vermelha: azul (4:10 e 10: 4). 

Explantes cultivados sob luz fluorescente 

houve o pior desempenho. 

Andrade et al., 

2017 

Dianthus 

caryophyllus L. 

Blue and red light- emitting 

diodes improve the growth and 

physiology of in vitro- grown 

carnations ‘Green Beauty’and 

‘Purple Beauty’ 

Efeito da qualidade de 

luz: LED azul, vermelho 

e lâmpada fluorescente 

branca sob 50 μmol m-2 

s-1. 

Os LEDs azuis e vermelhos promoveram 

incrementos no crescimento, parâmetros 

fotossintéticos e teor de nutrientes em 

comparação com o tratamento com lâmpada 

fluorescente branca. Sob LED vermelho houve 

aumento das atividades de enzimas 

antioxidantes. 

Manivannan et 

al., 2017 
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Plectranthus 

amboinicus 

(Lour) Spreng 

Effect of light and natural 

ventilation systems on the 

growth parameters and 

carvacrol content in the in vitro 

cultures of Plectranthus 

amboinicus (Lour.) Spreng 

Efeito da intensidade de 

26, 51, 69, 94 e 130 

μmol m-2 s-1 (lâmpadas 

fluorescentes) e da 

qualidade de luz com 

fluorescente branca e 

LED azul, vermelho; e 

associação A + V (1:2,5), 

(2,5:1) e (1:1) sob 42 

μmol m-2 s-1 

 

A intensidade de 69 μmol m-2 s-1 foi ideal para 

o crescimento, alterando o perfil de compostos 

voláteis e aumentando o teor de carvacrol. O 

vermelho monocromático promoveu o melhor 

crescimento enquanto o azul monocromático 

foi o melhor para o aumento do teor de 

carvacrol. 

Silva et al., 

2017 

Anacardium 

othonianum 

Rizz 

The influence of light quality 

on phenolic acid and 

biflavonoid production in 

Anacardium othonianum Rizz. 

seedlings grown in vitro 

Efeito da qualidade de 

luz: amarela, azul, 

branca, verde e 

vermelha, sob 50 μmol 

m-2 s-1, com lâmpadas 

fluorescentes 

Os maiores acúmulos de massa seca foram 

observados em mudas cultivadas sob luz 

vermelha e amarela.A luz azul favoreceu o 

acúmulo de de ácido gálico e amentoflavona 

enquanto a luz vermelha foi mais propícia para 

o acúmulo de ácido 3,4-di-hidroxibenzóico. 

Gazolla et al., 

2017 

Stevia 

rebaudiana 

Bertoni 

The effect of light quality on 

growth and development of in 

vitro plantlet of Stevia 

rebaudiana Bertoni. 

Efeito da qualidade de 

luz com lâmpadas 

fluorescentes brancas e 

LED azul, branco, 

vermelho, azul50% + 

vermelho 50%, sob 40- 

50 μmol m-2 s-1 

LEDs vermelhos estimularam a formação de 

brotação; no entanto, a combinação de LEDs 

A+V produziu brotos mais longos, com maior 

número de folhas e estimulou o teor de 

clorofila, o que favoreceu a aclimatização. 

Ramírez- 

Mosqueda et 

al., 2017 

Lippia gracilis 

Schauer 

Quality and intensity light 

affect Lippia gracilis Schauer 

plant growth and volatile 

compounds in vitro 

Efeito das irradiâncias de 

26, 51, 69, 94 e 130 

μmol m-2 s-1 (lâmpadas 

fluorescentes) qualidade 

de luz com LED – 

branco, vermelho, azul 

2.5V:1A, 1V:2.5A, sob 

Luz vermelha e uma intensidade de 94 μmol m-

2 s-1 foi melhor para o crescimento. Baixa 

intensidade (26 μmol m-2 s-1)  aumentou o teor 

de γ- terpineno e diminuição do carvacrol. LED 

azul induziu maior produção de carvacrol. 

Lazarini et al., 

2018 
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42 μmol m-2 s-1 

 

Myrtus 

communis L. 

LED lighting affects plant 

growth, morphogenesis and 

phytochemical contents of 

Myrtus communis L. in vitro 

Efeito da qualidade de 

luz: LED azul, branco, 

vermelho, azul (30%) + 

vermelho (70%) e 

lâmpada fluorescente 

branca sob 35 μmol m-2 

s-1 

 

 

Houve efeito estimulante da luz vermelha na 

taxa de multiplicação, altura da parte aérea e na 

maior concentração de antioxidantes 

polifenólicos. 

Cioć et al., 

2018 

Aronia spp 

The importance of monochro- 

matic lights in the production 

of phenolic acids and 

flavonoids in shoot cultures of 

Aronia melanocarpa, Aronia 

arbutifolia and Aronia × 

prunifolia 

Efeito da qualidade de 

luz: Escuro, UV-A, 

branca, azul, vermelho, 

vermelho distante, 

branca por (lâmpadas 

fluorescentes, exceto 

vermelho distante: 

incandescente com 

filtro). Irradiância de 60 

μmol m-2 s-1, exceto 

vermelha e vermelho- 

distante, 20 μmol m-2 s-1 

A luz azul promoveu maiores incrementos de 

massa seca e de teores de ácidos fenólicos e de 

flavonoides totais 

Szopa et al., 

2018 

Bixa orellana L. 

Irradiance and light quality 

affect two annatto (Bixa 

orellana L.) cultivars with 

contrasting bixin production 

 

Efeito de irradiância (50, 

150, 50 + 150, 200, 50 + 

200 μmol m- 2 s-1) e 
qualidade de luz: 

lâmpadas fluorescentes e 

LED branco, azul+verm. 

Intensidade de 50 μmol m-2 s-1 com LEDs 

azul+ vermelho em um genótipo ou 

fluorescentes brancas em outro são mais 

efetivos. O efeito de LED sobre produção de 

bixina é genótipo- dependente 

Faria et al., 

2019 
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Piper 

crassinervium 

Kunth 

Micropropagation of Piper 

crassinervium: an improved 

protocol for faster growth and 

augmented production of 

phenolic compounds 

Foram testadas 

irradiâncias de 45, 70, 

100 e 150 μmol m-2 s-1 

sob lâmpadas 

fluorescentes 

Irradiância de 100 μmol m-2 s-1 induziu o 

acúmulo de  biomassa; enquanto 70 μmol m-2 

s-1 restringiu a formação de raízes,  com 

maiores teores de clorofilas, carotenoides, 

fenóis e flavonoides. No entanto, a 

produtividade de fenólicos foi similar à de 100 

μmol m-2 s-1. 

 

Río-Ríos et 

al., 2019 

Solanum 

tuberosum L. 

Seq analysis reveals differential 

responses of potato (Solanum 

tuberosum L.) plantlets 

Cultured in vitro to Red, Blue, 

Green, and White Light-

emitting Diodes (LEDs). 

Efeito da qualidade de 

luz: LED verde, azul, 

vermelho e branco sob 

100 μmol m-2 s-1 

A luz vermelha favoreceu o desenvolvimento 

anatômico das folhas em relação à luz branca. 

A luz azul se destacou em relação ao 

desenvolvimento de cloroplastos em 

comparação com a luz branca. LEDs azuis e 

brancos proporcionaram maior acúmulo de 

biomassa e crescimento foliar. Plântulas 

cultivadas sob luz vermelha e verde foram mais 

frágeis. 

Chen et al., 

2019 

Physalis 

angulata (Linn.) 

Effects of light quality on rutin 

production and growth of 

Physalis angulata (Linn.) 

seedlings cultured in vitro 

Qualidade de luz: 

amarela, azul, branca, 

verde e vermelha, sob 50 

μmol m-2 s-1 - lâmpadas 

fluorescentes 

Houve maior acúmulo de massa fresca e seca 

sob luz branca, entretanto a maior produção de 

rutina foi sob as lâmpadas azuis e verdes. 

Souza et al., 

2019 

Lippia 

rotundifolia 

Cham 

Study of the influence of 

wavelengths and intensities of 

LEDs on the growth, 

photosynthetic pigment, and 

volatile compounds production 

of Lippia rotundifolia Cham in 

vitro 

 

 

Efeito das intensidades 

de 20, 54, 78, 88 e 110 

μmol m-2 s-1 (lâmpadas 

fluorescentes) e 

qualidade espectral com 

LED – branco, 

vermelho, azul 2.5V:1A, 

1V:2.5A, sob 42 μmol 

m-2 s-1. 

As irradiâncias de 20 e 54 μmol m-2 s-1 

promoveram maior biomassa e conteúdo de 

pigmentos fotossintéticos. A combinação dos 

espectros vermelho e azul na proporção 2.5V: 

1A resultou nos melhores dados biométricos e 

de clorofila. O LED azul aumentou o teor de 

mirceno e o limoneno, mas com efeito inverso 

para mircenona. O espectro branco e 

combinações A+V induziram o acúmulo de 

pentadecano. 

De Hsie et al., 

2019 
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(Fragaria x 

Ananassa cv. 

Festival) 

Photosynthetic effects of light-

emitting diode (LED) on in 

vitro-derived strawberry 

(Fragaria x Ananassa cv. 

Festival) plants under in vitro 

conditions 

Efeito da intensidade: 

(25, 50, 75 e100 μmol 

m-2 s-1) sob LEDS com 

55% de vermelho, 15% 

de vermelho distante, 

10% de azul, 15% de 

verde e 5% branco). 

Lâmpada fluorescente 

como controle a 45 

μmol m-2 s-1 

A irradiância de 75 μmol m-2 s-1 com o uso de 

LED favoreceu os parâmetros fotossintéticos e 

biométricos. 

Kepeneck, 

2019 
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Diante do exposto, a intensidade e a qualidade do espectro de luz são consideradas fonte 

de energia e sinal importante para o crescimento e desenvolvimento das plântulas cultivadas in 

vitro. Verifica-se também que na maiora das vezes os LEDs foram mais eficientes quando 

comparado com lâmpadas fluorescentes. 

Nos trabalhos listados várias características foram utilizadas para avaliar as respostas à 

exposição das plantas aos diferentes irradiâncias e comprimentos de ondas, como características 

biométricas (Hung et al., 2016), teores de pigmentos cloroplastídicos (Liu et al., 2014; 

Alvarenga et al., 2015), fluorescência da clorofila a (Singh et al., 2017;Leite et al., 2017), taxa 

fotossintética (Eckstein et al., 2012; Kepenek, 2019), metabólitos secundários (De Hsie et al., 

2019; Souza et al., 2019) e atividade de enzimas antioxidantes (Manivannan et al., 2017) as 

quais permitem nortear ajustes consideráveis para a micropropagação in vitro e para a produção 

de fitoquímicos. 

Embora haja relato da influência da qualidade da luz sobre o crescimento e o acúmulo 

de alguns metabólitos em A. othonianum (Gazolla et al., 2017) inexistem estudos com diferentes 

irradiâncias e com qualidade de luz utilizando LEDs, com abordagem fisiológica e bioquímica, 

o que torna o presente trabalho de grande relevância para o entendimento da fisiologia e da 

propagação in vitro dessa espécie. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Definir as melhores condições de luminosidade para otimizar as respostas 

morfofisiológicas e bioquímicas de Anacardium othonianum Rizz. nas condições in vitro. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

Investigar o comportamento morfofisiológico e a produção de metabólitos secundários 

em plântulas de A. othonianum expostos a variações na intensidade da luz; 

Verificar as faixas espectrais obtidas por LEDs mais efetivas na ativação de alterações 

fisiológicas, morfoanatômicas e bioquímicas em A. othonianum in vitro. 
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Abstract
Anacardium othonianum Rizz. is a native species of the Cerrado with nutritional and phytotherapeutic properties. Studies 
that characterize the physiological behavior and the photoautotrophism and production of secondary metabolites by this 
species in vitro are still scarce. In this context, the objective was to induce photoautotrophism and increase the production 
of secondary metabolites in A. othonianum using increased light intensities. Five photon flux densities—12, 25, 50, 100 and 
150 µmol m−2 s−1—were tested in a growth chamber during in vitro culture. The plant material was analyzed after 50 days 
of cultivation. Higher values for the leaf area, dry weight and gallic acid were observed under 100 µmol m−2 s−1. Beyond 
this level of irradiance, the luminous stress increased, as evidenced by the intensification of lipid peroxidation and the lower 
mean potential quantum yield, chloroplastid pigments and biomass. Luminous intensities below 50 µmol m−2 s−1 did not 
provide a satisfactory energy supply for the accumulation of biomass and secondary metabolites, such as gallic acid, rutin 
and vitexin. Therefore, varying the photon flux density represents a promising strategy to both promote photoautotrophism 
and elicit secondary metabolites in A. othonianum.

Key message 
The morphophysiological characteristics of Anacardium othonianum cultivated in vitro varied considerably as a function of 
irradiance, its increased phenolic compounds accumulation.

Keywords  Photosynthetic pigments · Luminous intensity · Irradiance · Secondary metabolites

Introduction

The Cerrado has several fruit species with great dietary and 
economic potential, and they are used by the local popula-
tion by in natura consumption or after processing in the 
forms of juices, liqueurs, sweets, ice creams and spirits 
(Rocha et al. 2011). Among these species, Anacardium 
othonianum Rizzini, which is known as the Cerrado cashew 
tree, a widely known ecotype of Anacardium occidentale L., 
is characterized by leaves that are relatively leathery, wavy 
and subsessile. This plant has a smaller, more acidic pseudo 
fruit (Mitchell and Mori 1987) and better adaptability to 
low-fertility soils, high temperatures and seasonal rainfall 
than the other ecotypes (Agostini-Costa et al. 2006).

In addition to its regional acceptance as a food prod-
uct, this species has medicinal potential. Extracts from the 
leaves, barks, roots and nuts are used by the local popula-
tion for medicinal purposes, ranging from expectorant to 
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anti-inflammatory actions (Agostini-Costa et al. 2006; Dias-
Souza et al. 2013). These properties may be related to the 
presence of bioactive substances such as flavonoids, alka-
loids, tannins, saponins, phenolic acids, terpenoids, saponins 
and coumarins typical of the genus Anacardium (Correia 
et al. 2006; Encarnação et al. 2016). However, studies that 
characterize the physiological behavior, autotrophism and 
the production of secondary metabolites of native Cerrado 
species in vitro are still scarce.

The spread of Anacardium othonianum usually occurs 
through seeds; however, asynchrony in fruit ripening and 
irregular germination in natural conditions and in nurser-
ies are negative attributes to obtain uniform seedlings. The 
use of this plant in commercial orchard implementation pro-
grams requires the continuous and large-scale production of 
uniform seedlings. In vitro cultivation may provide a more 
efficient approach to the plant production of this species 
(Assis et al. 2015; Souza et al. 2017). The in vitro culture 
of this species has shown promise (Assis et al. 2012) as 
well as alternative potential for the production of high-value 
metabolites, since under these conditions, there is an oppor-
tunity to regulate/stimulate biosynthetic pathways because 
it is possible to control a number of environmental factors. 
Among these factors, light stands out. In addition to boosting 
photosynthesis, light also modulates the growth and devel-
opment of plants (Wang et al. 2012).

For in  vitro micropropagation environments, pho-
tosynthetic photon f lux densities of approximately 
40 µmol m−2 s−1 are most commonly used (Singh et al. 
2017); that is, these levels are substantially lower than those 
experienced by A. othonianum plants in the Cerrado, where 
the irradiance can exceed 2000 µmol m−2 s−1 (Palhares 
et al. 2010). Thus, an increased light intensity in vitro could 
promote photoautotrophism, but it can also exert greater 
pressure on the plant defense systems in response to light 
stimulus (Sáez et al. 2016). If the irradiance exceeds the pho-
tosynthetic need, photoinhibition may occur (Powles 1984; 
Alvarenga et al. 2015). Excess energy in the photosynthetic 
machinery can lead to an accumulation of reactive oxygen 
species (ROS), which can be deleterious to biomolecules and 
cell membranes. Plants have inducible defense mechanisms 
that protect them against this potential damage.

The elimination of ROS is performed by antioxidant 
enzymes and low molecular weight chemical compounds 
such as tocopherol, glutathione, ascorbate and carotenoids 
(Pinnola and Bassi 2018; Szymańska et al. 2017).

Among low molecular weight compounds, carotenoids 
act through the de-epoxidation of xanthophylls (violaxanthin 
in zeaxanthin) to prevent the formation of triplet chlorophyll 
from singlet chlorophyll via dissipation in the form of heat 
(nonphotochemical quenching, NPQ), and they also remove 
accumulated singlet oxygen (Brunetti et al. 2015). However, 
a photoprotective function similar to that of carotenoids is 

attributed to several secondary metabolites, including phe-
nolics and their derivatives, and it can be explained by the 
presence of conjugated double bonds, that is, by delocalized 
π electrons. Due to this electron configuration, these com-
pounds tend to absorb radiation (visible and UV), promoting 
the easy transfer of electrons and energy (Demmig-Adams 
2003; Libik-Konieczny et al. 2018).

This reasoning leads to the hypothesis that in terms of 
their center of origin, A. othonianum seedlings respond posi-
tively to irradiance higher than the level that is commonly 
used in conventional micropropagation.

In this context, the objective of this work was to investi-
gate the morphophysiological behavior and the production 
of secondary metabolites in A. othonianum seedlings that 
were exposed to variations in light intensity in in vitro cul-
ture medium.

Materials and methods

In vitro seedlings were established from A. othonianum 
seeds at the Plant Tissue Culture Laboratory at the Goiano 
Federal Institute, at Rio Verde Campus. The seeds were 
collected from trees native to the Montes Claros de Goiás 
region (16° 10′ 8″ S, 51° 27′ 12″ W, 412 m altitude). Voucher 
number 3793 was deposited at the Jataiense Herbarium at 
the Federal University of Jataí, Jataí-GO. The in vitro estab-
lishment and multiplication procedure for A. othonianum 
was performed in accordance with Assis et al. (2012).

Thirty days after sowing, nodal segments of approxi-
mately 1.2 cm containing two shoots were disinfested and 
inoculated into test tubes containing 10 mL of MS culture 
medium (Murashige and Skoog 1962) with a 50% salt con-
centration supplemented with 30 g L−1 sucrose, 3.5 g L−1 
agar, 2 g L−1 activated charcoal and 30 μM 6-benzylami-
nopurine (BAP). The pH was adjusted to 5.7 ± 0.03 before a 
gelling agent was added. The culture medium was autoclaved 
at 120 °C for 20 min. The inoculated tubes containing one 
explant each were kept in a growth room with a photoperiod 
of 16 h at 50 µmol m−2 s−1 and a temperature of 25 ± 3 °C 
for 45 days. Subsequently, the explants were selected and 
placed inside 250 mL flasks containing 40 mL of 50% MS 
culture medium with the same concentrations of sucrose, 
agar, charcoal activated and BAP as previously. The selected 
explants were subjected for more than 50 days to differ-
ent flux densities (12, 25, 50, 100 and 150 μmol m−2 s−1) 
provided by 36 W Philips fluorescent tubes in a climatic 
chamber (Fitotron®). The temperature was set to 25 °C, the 
relative humidity was 60% and the photoperiod was 16 h 
long. The irradiance of each treatment was adjusted using 
a PAR sensor, model QSO-S (Decagon Devices, Pullman, 
WA, USA).
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Biometric features

Fifty days after the start of cultivation, the plant length, 
number of shoots and leaves, leaf area, leaf and total dry 
weight and specific leaf area (SLA) were evaluated. The 
leaf area was obtained by integrating several images using 
ImageJ® software. The dry weight values were determined 
on an analytical balance after drying the material in an oven 
at 65 °C for 72 h. The specific leaf area (SLA) was obtained 
using the leaf area in cm2/leaf dry weight (g).

Leaf anatomical characteristics

For anatomical evaluations of the plant material in vitro, the 
following two anatomical processes were developed: fixa-
tion with the embedding of the material in historesin and 
diaphanization.

For the fixation, the leaves were submerged in Karnovs-
ky’s solution (Karnovsky 1965) for 48 h, dehydrated in a 
graded alcohol series and preinfiltrated and infiltrated with 
historesin (Historesin Leica). The material was sectioned 
transversely into 5 μm slices on a rotary microtome (model 
RM 2155, Leica). The leaf tissue sections were stained with 
0.05% toluidine blue, pH 4.0 (O’Brien et al. 1964).

For the diaphanization, the leaf samples were immersed 
in 5% sodium hydroxide for 24 h, clarified with hydrochlo-
ric acid, 1.6:1 (w/v) for a further 24 h and stained with 1% 
safranin in 50% ethanol (Arnott 1959).

Following the above procedures, slides containing mate-
rials were coverslipped using Canada balsam. Images were 
obtained under an optical microscope (model BX61, Olym-
pus) with a U-photo system.

Determinations of chloroplastid pigments

The concentrations of chloroplastid pigments (chlorophyll 
a and b and carotenoids) were determined from three 5 mm 
diameter leaf discs that were placed in 5 mL of DMSO 
then saturated with CaCO3. Following 10 h in a water bath 
at 65 °C, the absorbances of the extracts were read in a 
UV–VIS spectrophotometer, Evolution 60S (Thermo Fisher 
Scientific, Madison, WI, USA). The pigment concentration 
was calculated according to Wellburn (1994). Additionally, 
the pheophytinization index was evaluated according to 
Ronen and Galun (1984).

Evaluation of chlorophyll a fluorescence

The images and chlorophyll fluorescence parameters were 
obtained using an IMAGING PAM modulated fluorome-
ter (MAXI version) (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Ger-
many). The leaves were dark-adapted for 30 min so that 
the reaction centers could be entirely open. Under this 

condition, the adaxial portions of the leaves were exposed 
to a low intensity light (0.03 µmol m−2 s−1) to determine 
the initial fluorescence (Fo). Then, a saturation light pulse 
(> 6000 µmol m−2 s−1) was applied for 0.8 s to determine 
the maximal fluorescence (Fm). From these measurements, 
we calculated the potential quantum yield of photosystem II 
(Fv/Fm = (Fm − Fo)/Fm) (Genty et al. 1989).

After each sample was illuminated for 40  s at 
11 µmol m−2 s−1, the fluorescence of each light-adapted 
sample was measured before the saturation pulse (F), 
subsequently, a saturating pulse was applied to obtain the 
maximum fluorescence in a light-adapted state (Fm′), allow-
ing to calculate the effective quantum yield of photosys-
tem II (PSII), ΦPSII = (Fm′ − F)/Fm′) (Genty et al. 1989) 
The regulated nonphotochemical (ФNPQ: (F/Fm′) − (F/
Fm)) and unregulated dissipation yields (ФNO: F/Fm) 
were calculated as described by Kramer et  al. (2004). 
The electron transport rate (ETR) was calculated as 
ETR = ФPSII × PAR × Aleaf × 0.5 (Bilger et al. 1995), where 
PAR is the photon flux density, Aleaf is the amount corre-
sponding to the fraction of incident light that is absorbed by 
the leaves, and 0.5 is the excitation energy fraction that is 
presumably distributed equally between PSII and PSI (Laisk 
and Loreto 1996). The data were obtained through image 
processing on the median regions of the leaves.

Analyses of enzymatic activity and oxidative stress

The lipid peroxidation was measured in terms of the malonic 
dialdehyde (MDA) concentration using the thiobarbituric 
acid reaction (TBAR) method, according to Heath and 
Packer (1968). Leaf tissue samples weighing 0.15 g each 
were macerated in liquid N2. The resulting powder was 
homogenized in 2 mL of 1% trichloroacetic acid (TCA) 
(m/v). The homogenate was centrifuged at 10,000×g for 
15 min at 4 °C. After the centrifugation, 0.5 mL of superna-
tant was added to 1.5 mL of thiobarbituric acid (TBA) 0.5% 
(w/v), TCA 20% (w/v) and incubated in a water bath at 95 °C 
for 30 min. After this incubation, the reaction was stopped 
in an ice bath. The samples were centrifuged at 9000×g for 
10 min, and the specific and nonspecific absorbances of the 
supernatant were determined at 532 and 600 nm, respec-
tively. The MDA concentration was calculated using the 
extinction coefficient of 155 mM−1 cm−1.

To determine the nonspecific peroxidase (POX) activi-
ties, 0.2 g of leaf tissue was macerated in liquid nitrogen 
with 2 mL of the following extraction medium: potassium 
phosphate buffer 50 mM (pH 6.8), ethylenediaminetet-
raacetic acid (EDTA) 0.1 mM, phenylmethylsulfonyl fluo-
ride (PMSF) 1 mM, and 2% polyvinylpyrrolidone (PVP). 
The enzyme extract was centrifuged at 12,000×g for 15 min 
at 4 °C, and the supernatant was used as a crude extract 
(Debona et al. 2012).
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The POX activity was determined by adding 100 µL of 
leaf extract to a reaction medium containing 25 mM potas-
sium phosphate buffer (pH 6.8), 20 mM pyrogallol and 
20 mM hydrogen peroxide at a volume of 2 mL (Kar and 
Mishra 1976). The reaction was started after the addition of 
15 µL of leaf extract, and the absorbance was determined at 
420 nm for 1 min at 25 °C. A molar extinction coefficient 
of 2.47 mM−1 cm−1 (Chance and Maehly 1955) was used 
to calculate the POX activity. The activity of the POX was 
expressed on a protein basis, the concentration of which 
was determined in accordance with the Bradford method 
(Bradford 1976), using bovine serum albumin as the stand-
ard protein.

Phytochemical analyses

The concentrations of gallic acid and flavonoids, quercitrin, 
rutin and vitexin were determined by HPLC according to 
methodology adapted from Curado et al. (2016). For each 
repetition, 50 mg of dry seedling shoot extract was used. The 
extraction was performed in 1 mL of HPLC-grade methanol 
using an ultrasonic bath for 30 min. After filtration through 
Advantec HP020AN membranes (20 μm mesh), the extracts 
were transferred to 1 mL vials, from which 20 µL aliquots 
were analyzed by HPLC.

Statistical analyses

The experiment was conducted in a completely randomized 
design, with six replicates for the biometric characteristics, 
five for the chloroplast pigment concentration and four for 
the other evaluated characteristics. Each replicate con-
sisted of 1 vial containing 2 seedlings. The data were sta-
tistically evaluated using an analysis of variance (ANOVA) 
with the F test (5%), and the regression models were fitted 

using SISVAR statistical analysis software (Ferreira 2011). 
Pearson correlation estimates were performed using the R 
software (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 
Austria) and the Corrplot package plot, which marked all 
features based on the Pearson correlation coefficient on the 
heatmap.

Results and discussion

Biometric features

The photon flux density (PFD) affected the morphophysi-
ological and biochemical characteristics of the A. othoni-
anum grown in vitro. The yellow/orange coloration of the 
leaves was evident under higher irradiances (Fig. 1), which 
could be attributed to the higher anthocyanin contents in 
plants under light stress, since these pigments are related to 
photoprotection (Chen et al. 2013). This characteristic was 
also observed in Acer saccharum Marsh. under higher irra-
diances in vitro (Singh et al. 2017). There was no mortality 
due to PFD variation in the growth environment.

It was observed that the heights of the seedlings and the 
numbers of shoots and leaves did not change due to the 
increasing levels in the PFD, with mean values of 2.29, 1.88 
and 3.93, respectively (Fig. 2a, b). However, the leaf area 
as well as the leaf and total dry weight exhibited quadratic 
behavior in response to the luminosity, with maxima at 90, 
91 and 94 µmol m−2 s−1 (Fig. 2c, d, f), respectively.

The profiles of the growth and development responses to 
the luminosity variations are specie-dependent. For exam-
ple, better seedling growth rates were obtained in Capsi-
cum chinense Jacq. under a low PFD (28 μmol m−2 s−1) 
than under 225 μmol m−2 s−1 (Barrales-López et al. 2015). 
In Cocos nucifera L., a PFD of 400 μmol m−2 s−1 provided 

Fig. 1   Images of the Anacardium othonianum Rizz. seedlings after 50 days of in vitro culture under different photon flux densities (bar = 2 cm)
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better results than a PFD of less than 40 μmol m−2 s−1 
(Fuentes et al. 2005). In this sense, the results demon-
strated here fill an important knowledge gap, since there 
are no studies that portray the morphophysiological 

behavior of A. othonianum subjected to different irradi-
ance levels, especially under in vitro conditions.

The lower accumulation of biomass observed under the 
lower irradiances is probably attributed to the insufficient 

Fig. 2   Heights of seedlings (a), numbers of leaves and shoots (b), leaf 
area (c), leaf dry weight (d), specific leaf area (e) and total dry weight 
(f) of Anacardium othonianum Rizz. cultured in vitro, as a function 

of the photon flux density. The data are the means and standard errors 
(n = 6). *p < 0.05; **p < 0.01
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biosynthesis of ATP and NADPH to ensure carbon fixation 
and, consequently, the biosynthesis of carbohydrates, caus-
ing lower plant growth (Sáez et al. 2016). Low light intensi-
ties are capable of saturating the reaction of phytochromes 
and cryptochromes, but they may be insufficient for the full-
ness of the photosynthetic process (Zheng and Van Labeke 
2018), and, consequently, the accumulation of biomass.

The specific leaf area (SLA) was reduced linearly as a 
function of the light intensity (Fig. 2e). The higher SLA val-
ues are characteristic features of low-light environments and 
can signify strategies to optimize the uptake of light energy, 
while decreasing the SLA at higher irradiances can attenuate 
the damage caused by excess light energy (Fan et al. 2013). 
A higher specific leaf area is a reflection of less investment 
in the lignification of the epidermis and cuticle (Rossatto 
et al. 2010), which may subsequently lead to difficulties in 
acclimatization, especially in relation to the temperature and 
relative humidity fluctuations in the ex vitro environment.

Anatomical variables

The differentiation of vascular bundles in the xylem and 
phloem was observed in all plants independent of their PFDs 
(Fig. 3a).

Regarding the development of the chlorophyll 
parenchyma, under low irradiance conditions (12 and 

25 µmol m−2 s−1), the leaves formed a homogeneous and less 
thick chlorophyll parenchyma (Figs. 3b, c and 4a). Above 
an irradiance of 50 µmol m−2 s−1, tissue differentiation was 
observed in the palisade and spongy parenchyma, that is, the 
dorsiventral type was heterogeneous (Fig. 3d, f), which con-
figures the tissue expansion. The leaf spongy parenchyma 
of the A. othonianum cultured under PFD of 50, 100 and 
150 µmol m−2 s−1 formed stratified layers consisting of poly-
hedral and isodiametric cells. These characteristics deter-
mine the tissue and differentiate the palisade parenchyma 
from juxtaposed columnar cells (Fig. 3d, f). The epidermis 
on both sides of the leaf was uniseriate, consisted of juxta-
posed cells and was rectangular in shape with an externa 
plana or slightly convex outer periclinal wall (Fig. 3).

The thickness of the leaf chlorophyll parenchyma 
increased considerably as a function of the PFD, with a vari-
ation of 40% between 12 and 150 µmol m−2 s−1 (Fig. 4a). 
Morphological or physiological changes in leaves are com-
monly observed as adaptive plant responses to different envi-
ronmental conditions (Assis et al. 2015; Pereira et al. 2013). 
This behavior was also observed for the species Mouriri 
elliptica Mart. when it was cultivated in the absence of 
sucrose and different luminous intensities (de Assis et al. 
2016). Plant investments in leaf tissues, in particular, chlo-
rophyll parenchyma, enhances the plant’s ability to use the 
available light and CO2 to perform photosynthesis, resulting 

Fig. 3   Photomicrographs of leaf cross sections from Anacardium 
othonianum Rizz. cultured in vitro for 50 days (a), the region between 
ribs at photon flux densities of 12 (b), 25 (c), 50 (d), 100 (e) and 150 

(f) μmol  m−2 s−1. CS Secretory channel, Ad ep adaxial and Ab ep 
abaxial epidermis, Cl P chlorophyll parenchyma, PP palisade paren-
chyma and SP spongy parenchyma. 100 µm bar (b–f)
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in the production of primary metabolic compounds, which 
are essential for plant growth both in vitro and ex vitro. 
Lower specific leaf areas usually indicate increases in the 
leaf thickness (Fan et al. 2013), this was evidenced in this 
study by the negative correlation between SLA and thickness 
of the chlorophyll parenchyma (− 0.6 ≤ r < 1, Fig. 5).

The thickness of the cuticle varied according to the 
in vitro culture conditions (Fig. 4b). The behavior of the 
cuticle thickness was quadratic, with a maximum point of 
90 µmol m−2 s−1. Seedlings cultivated under light intensity 
levels of 12 and 25 µmol m−2 s−1 had a lower capacity for 
cuticular formation.

Leaf anatomical variations may represent the adaptive 
capacity for the in vitro conditions imposed on them. These 
variations, as connoted by anatomical plasticity (de Assis 
et al. 2016), were also considered for the species Pouteria 
gardneriana Radlk in a culture with high irradiances (Leite 
et al. 2017). The adaxial epidermis barely changed, but 
quadratic behavior was verified for the abaxial epidermis, 

with the highest averages found at the extremes of irradi-
ance. The abaxial stomatal density increased linearly as a 
function of the PFD (Fig. 4d). The increase in stomatal den-
sity in leaves under higher irradiance favors increased CO2 
uptake (Lichtenthaler et al. 1981; Liu et al. 2014); however, 
due to the pronounced increase in light stress, in this study 
such adjustment was not sufficient for a higher accumulation 
of dry weight at the highest irradiances, as shown in correla-
tion analysis (Fig. 5).

Chloroplast pigments

The concentrations of chloroplastid pigments, especially 
chlorophyll a and carotenoids, in addition to the pheophyti-
nization index (PI), were sensitive indicators of variations 
in the PFD (Fig. 6). The reduced chlorophyll concentration 
in leaves under higher light intensities might be due to the 
greater investment in electron transport components and 
complex ATPases (Walters 2005; Mathur et al. 2018). In 

Fig. 4   Thickness of the chlorophyll parenchyma (a), cuticle thickness 
(b), adaxial (Ep ad) and abaxial epidermis (Ep ab) (c) and adaxial (Sd 
ad) and abaxial (Sd ab) (d) leaves of Anacardium othonianum Rizz. 

cultured in  vitro under different photon flux densities. The data are 
the means and standard error (n = 4). Significance: **p < 0.01
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contrast to what would occur in plants under low luminos-
ity, the investment would primarily consist of increases in 
the PSII and its antenna complex and, consequently, in the 
reduction of the chl a/chl b, (Lüttge 2008). However, the 
reduction in the chlorophyll concentrations (Fig. 6a) and the 
chl a/chl b ratio (Fig. 6c) observed at higher light intensities 
could be due to light stress.

The photostability of chlorophylls can be ensured by 
carotenoids, key pigments in photoprotection that act 
through the xanthophyll cycle (Alvarenga et al. 2015). In 
addition to contributing to the capture of light energy for 
the photosynthetic process, these pigments also act as sin-
glet oxygen scavengers, dissipating excess energy from PSII 
in the form of heat (Jahns and Holzwarth 2012). However, 
reductions in the concentration of carotenoids and PI was 
observed with the increasing light intensity (Fig. 6b, d). 
The PI reported by Ronen and Galun (1984) in a study on 
bryophytes has also been adopted in studies on higher plants 
(Costa et al. 2014; Leite et al. 2017). Values below 1.4 for 
this variable signal the degradation of pigments, especially 
chlorophyll a.

In the presence of light, chlorophylls are naturally synthe-
sized and photooxidized (Alvarenga et al. 2015), but these 
pigments degrade more rapidly at higher rather than low 
light intensities, and their half-lives are reduced consider-
ably (Turan et al. 2014; Vavilin and Vermaas 2007). There-
fore, the extent of the impacts from pigment degradation and 
related proteins typical of the photoinhibitory processes is 

related to the photodamage and repair mechanisms (Murata 
et al. 2012). However, the magnitude of pigment degrada-
tion, as observed here, can be minimized by considering the 
effect of the dilution of these pigments against the larger leaf 
area from 50 µmol m−2 s−1.

Fluorescence of chlorophyll a

The potential quantum yield of photosystem II, which is 
expressed by the Fv/Fm ratio, showed a linear decrease as 
a function of the PFD (Fig. 7a and Supplementary Figure). 
These results reflect what was observed for the behavior of 
photosynthetic pigments, as verified by correlation analysis 
(Fig. 5). The lowest values for the Fv/Fm ratio observed in 
seedlings grown under 150 µmol m−2 s−1 indicate the occur-
rence of light stress. The values considered optimal for this 
variable are approximately 0.83; however, values of 0.75 are 
typical for in vitro seedlings (Gago et al. 2014). Generally, 
the decrease occurs at values well below the optimum results 
for the photochemical inactivation and/or the increase of 
the thermal dissipation energy of PSII associated with the 
antenna complex (Adams et al. 2013). However, these results 
did not constitute a chronic photoinhibition, since the effec-
tive quantum yield, (ФPSII), which estimates the efficiency 
with which light absorbed by PSII is used to reduce quinone 
a (Baker 2008), did not change (p value > 0.05) (Fig. 7b and 
Supplementary Figure).

Fig. 5   Pearson correlation heat-
map obtained between variables 
at 50 days of in vitro cultivation 
of A. othonianum subjected 
to different flow densities. 
LA leaf area, TDW total dry 
weight, LDW leaf dry weight, 
SLA specific leaf area, CLP 
chlorophyll parenchyma, StD 
stomatal density, FvFm poten-
tial quantum yield, YII effective 
quantum yield, ETR electron 
transport rate, YNPQ and YNO 
regulated nonphotochemical and 
unregulated dissipation yields, 
respectively, MDA malondialde-
hyde, POX nonspecific peroxi-
dase, CAR​ carotenoides, CHL 
total chlorophyll, PI pheophyti-
nization index, GA gallic acid, 
RUT​ rutina, QUE quercitrin. 
Significância: *(p ≤ 0.05), ** 
(p ≤  0.01)
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The maintenance of ФPSII and the relative rate of elec-
tron transport (Fig. 7c) is supported by the repair mecha-
nisms. Among these repair mechanisms, the ФNPQ indices 
representing the nonphotochemical dissipation yield regu-
lated by the xanthophyll cycle remained low, with a mean 
of 0.08 (Fig. 7d). Most of the nonphotochemical dissipa-
tion quenching was unregulated, at ФNO (Fig. 7d), that is, 
in the form of constitutive heat loss (Osório et al. 2013). 
The high values on the ФNO indicate that regardless of the 
luminosity, the in vitro environment is relatively stressful 
for A. othonianum.

The observed drop in the carotenoid concentration 
(Fig. 6c) might be related to an inability to increase the 
nonphotochemical regulated quenching (ФNPQ) at the higher 
photon flux densities. It should also be considered that part 
of the electron drain is being directed to process the pho-
torespiration, since plants in the Anacardium genus are typi-
cally C3 type plants, and by means of the water–water cycle 
path (Asada 1992; Lima et al. 2018).

Antioxidant enzymes and lipid peroxidation

Although there is a greater availability of energy to the seed-
lings under high luminosity, this condition acted as a stressor 
starting from 100 µmol m−2 s−1. The absence of better bio-
metric and photochemical indices under these conditions 
occurred due to the greater oxidative stress, which affected 
the activity of the scavenger enzymes from ROS, particularly 
those observed by the decrease of POX (Fig. 8a), and they 
caused a substantial increase in the concentration of malon-
dialdehyde (MDA) (Fig. 8b).

MDA is a sensitive biomarker for the occurrence of lipid 
peroxidation in membranes and as hydroperoxide products 
in polyunsaturated fatty acids, and it is related to oxidative 
damage (Dewir et al. 2015). A loss of membrane integrity, 
such as the integrity of chloroplasts, which are the sites of 
photosynthetic pigments, may have contributed to the deg-
radation of chlorophyll (MDA and PI: − 0.6 ≤ r < 1, Fig. 5), 
thus limiting the photochemical efficiency (MDA and Fv/

Fig. 6   Concentration of chlorophyll a and b (a), carotenoids (b), ratio 
between chlorophyll a and b (c) and pheophytinization index, PI (d) 
in Anacardium othonianum Rizz. seedlings cultured in  vitro, as a 

function of the photon flux density. The data are the means and stand-
ard error (n = 5). Significance: **p < 0.01
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Fig. 7   Potential quantum yield of photosystem II, Fv/Fm (a), effec-
tive quantum yield, ΦPSII (b), electron transport rate, ETR (c) and 
regulated nonphotochemical, ΦNPQ and unregulated dissipation 

yields, ΦNO (d) in the leaf tissues of Anacardium othonianum Rizz. 
cultured in vitro, as a function of different photon flux densities. The 
data are the means and standard errors (n = 4). Significance: *p < 0.05

Fig. 8   Activity of the nonspecific peroxidase, POX (a) and the con-
centration of malondialdehyde, MDA (b) in the leaf tissues of Anac-
ardium othonianum Rizz. cultured in vitro, as a function of the pho-

ton flux density. The data are the means and standard errors (n = 4). 
Significance: *p < 0.05
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Fm: − 0.6 ≤ r < 1, Fig. 5) and preventing more pronounced 
biomass gains, even with the increased availability of energy.

Secondary metabolism: phenolic compounds

An increase in luminosity in the environment can act as an 
induction of metabolic routes and consequently in the pro-
duction of secondary metabolites with antioxidant function, 
such as phenolic compounds (Ghasemzadeh et al. 2010). 
The importance of flavonoids as antioxidants may increase 
in leaves with excessive light stress when other ROS detox-
ifying systems have already been compromised (Brunetti 
et al. 2015).

Among the compounds determined here, gallic acid 
biosynthesis showed quadratic behavior, with a maximum 
yield point in the culture between 100 and 105 µmol m−2 s−1 
(Fig. 9a, b).

In plants, the accumulation of phenolic compounds such 
as gallic acid represents an interesting defense against reac-
tive species of oxygen and other free radicals, which can 
ensure their survival. According to Gazolla et al. (2017), 
the concentration of gallic acid can still be optimized in A. 
othonianum using blue light.

The average rutin concentrations verified here exceeded 
existing values, while the quercitrin levels were nearly half 
to those obtained in in vitro culture of Aronia (Szopa et al. 
2018). These values are still discrete when compared to 

Fig. 9   Concentration and yield of gallic acid (a, b, respectively), 
quercitrin (c, d) and rutin (e, f) in the leaf tissues of Anacardium 
othonianum Rizz. cultured in vitro under different photon flux densi-

ties. The data are the means and standard errors (n = 4). Significance: 
*p < 0.05; **p < 0.01
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other species in situ, such as Calathea undulata Linden & 
Andre, a Marantaceae member that can accumulate more 
than 8% rutin in its leaves (Abdullah et al. 2008).

The rutin (quercetin 3-O-rutinoside) and quercitrin 
(quercetin-3-rhamnoside) are flavonoid glycosides, and gen-
erally, their biosynthesis is stimulated at higher irradiances 
(Agati et al. 2013). It was not possible to fit a significant 
regression model explaining quercetrin’s answer to PFD 
(p > 0.05) (Fig. 9c, d). However, the linear increase of the 
concentration and yield for rutin as a function of the lumi-
nosity was verified (Fig. 9e, f). This result indicates that in 
addition to favoring organogenesis, the increase in luminos-
ity also favors the higher production of this metabolite.

The antioxidant and consequently photoprotective action 
of quercetin glycosides, such as rutin, is related to their 
ability to interact with the polar phospholipid head at the 
water–lipid interface of the membranes, reducing the risk 
of oxidative damage (Erlejman et al. 2004). In this sense, 
level increase of this flavonoid may help to maintain the 
survival of plants exposed to the highest PFD. Generally, 
flavonoids with substituted B-monohydroxy ring, such as 
vitexin, apparently has no stimulated biosynthesis at higher 
irradiances, and they are predominant in more shaded 
environments (Agati et al. 2013). In A. othonianum grown 
in vitro, their production was only found in the 100 and 
150 μmol m−2 s−1 (Fig. 10a, b), reinforcing these light lev-
els as the most favorable conditions for the production of 
flavonoids.

The average levels of vitexin found in this research are 
similar and, in some cases higher than those found in leaves 
of some species of Crataegus, one of the major genera 
known for the accumulation of this metabolite (He et al. 
2016). From the obtained results, it is clear that increased 
luminosity can promote the accumulation and/or produc-
tion of phenolic compounds, representing an alternative for 
physical elicitation.

Conclusions

In the in vitro culture of A. othonianum, photon flux densities 
approximately 100 µmol m−2 s−1 increase the pressure on the 
photosynthetic machinery, but there is a more pronounced 
accumulation of biomass and secondary metabolites, which 
are associated with the photoprotection mechanisms. Under 
150 µmol m−2 s−1, there was a favorable stimulus for the 
production of metabolites, but with a more pronounced trend 
in the fall of seedling homeostasis, which was evidenced by 
the intensification of lipid peroxidation, by the lower Fv/Fm 
means of the chloroplast pigments and biomass. Intensities 
below 50 µmol m−2 s−1 represent suboptimal conditions for 
the accumulation of biomass and secondary metabolites, 
such as gallic acid, rutin and vitexin. Additional studies 
involving sealing, light quality, substrates and the carbon 
supply may provide a perspective for the use of higher irra-
diances to promote photoautotrophism and acclimatization.

Fig. 10   Concentration (a) and 
yield (b) of vitexin in the leaf 
tissues of A. othonianum Rizz. 
cultured in vitro as a function 
of different photon flux densi-
ties. The data are the means 
and standard errors (n = 4). 
ns = difference not statistically 
significant according to the F 
test (p > 0.05)
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Supplementary figure Chlorophyll fluorescence images. Potential quantum yield of PSII 

(Fv/Fm),  effective quantum yield of PSII (ФPSII), regulated energy dissipation yield (ФNPQ), 

nonregulated energy dissipation yield (ФNO) and apparent electron transport rate (ETR) as 

measured at steady state (11 µmol m-2 s-1) in the leaves of Anacardium othonianum Rizz in 

vitro. The false color code below the images ranges from 0.000 (black) to 1,000 (pink). 
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CAPÍTULO II 

 

Impacto da qualidade da luz sobre as respostas morfofisiológicas e bioquímicas de 

Anacardium othonianum Rizzini in vitro 

 

Resumo: Anacardium othonianum Rizz. conhecido como caju-de-árvore-do-cerrado, é um ecótipo 

de A. occidentale L. ainda não domesticado, mas com grande potencial devido às suas propriedades 

alimentares e fitoterápicas, sendo que o cultivo in vitro dessa espécie representa uma estratégia 

importante para a sua propagação. A seleção de faixas espectrais pode representar uma alternativa 

para otimizar as características fisiológicas e produtivas desta espécie no cultivo in vitro. Nesse 

contexto, objetivou-se investigar o efeito da qualidade de luz nas características morfoanatômicas, 

fisiológicas e bioquímicas desta espécie in vitro crescidas sob LEDs azul, branco, verde, vermelho 

e azul+vermelho. Para tanto, segmentos nodais foram cultivados em frascos de 250 mL com meio 

MS 50%, sob 100 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16h por 50 dias e, posteriormente, submetidos a 

avaliações de pigmentos, eficiência fotossintética, características morfoanatômicas e atividade 

enzimática. Verificou-se que sob a associação de LEDs azuis e vermelhos os índices biométricos 

não foram prejudicados, ocorreram maiores taxas fotossintéticas e evidências de mecanismos 

antioxidantes, bem como, menores danos no aparato fotossintético (maiores índice de performance 

fotossintético - PIABS, e menor dissipação na forma de calor – ɸDo e Dio/RC). Sob luz branca houve 

bons índices entre as variáveis avaliadas, enquanto sob luz vermelha houve redução da 

concentração de pigmentos, maiores índices de absorção e de transporte de energia, porém com 

alta dissipação de energia, comprometendo a funcionalidade do aparato fotossintético. As plantas 

sob luz verde tiveram características de síndrome de evitação à sombra, enquanto sob luz azul os 

índices quantitativos e qualitativos oscilaram. Portanto, o cultivo in vitro sob LEDs com espectro 

mais amplo, como os proporcionados por LEDs brancos e azuis + vermelhos são os mais adequados 

por permitirem o equilíbrio entre as características fisiológicas, morfoanatômicas e bioquímicas 

indicando essas condições como as mais propícias para estimular o cultivo in vitro de A. 

othonianum. 

 

Palavra-chave: características fotossintéticas, cultura de tecidos, flavonoides, qualidade espectral 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Cerrado brasileiro possui uma flora rica em espécies frutíferas com grande potencial 

alimentício e econômico (Pereira e Santos, 2016;  Oliveira, 2011). Dentre estas espécies destaca-se 

o Anacardium othonianum Rizzini, conhecida popularmente como caju-de-árvore-do-cerrado 

(Agostini-Costa et al., 2006). É comumente utilizada pela população local através do consumo in 

natura ou processadas na forma de sucos, licores, doces, sorvetes, aguardentes e para fins 

medicinais, variando de ação expectorante a anti-inflamatória (Rocha et al., 2011). 

Esta espécie é caracterizada como um ecótipo de A. occidentale L, caracterizado por possuir 

folhas mais coriáceas, onduladas e subsésseis, assim como pseudofruto menor e mais ácido do que 

o ecótipo da região de restinga (Mitchell e Mori, 1987; De Andrade et al., 2019). Distingue- se das 

demais espécies desde gênero do Cerrado: A. humile, A. nanum e A. corymbosum, pelo seu porte 

arbóreo com 3 a 6 m de altura (Agostini-Costa, 2006; Silva et al., 2008). 

A propagação dessa espécie convencionalmente é realizada via semente, no entanto, estas 

possuem limitações como a perecibilidade do pseudofruto, variações no amadurecimento e a 

sazonalidade de produção (Assis et al., 2015). Metodologias alternativas, como a micropropagação 

in vitro, têm surgido como técnica viável para superá-las (Sharma, 2017). Entretanto, a técnica de 

micropropagação é influenciada por vários fatores, como o tipo de explante, genótipo, 

concentrações de reguladores de crescimento, meio de cultivo, concentrações de sacarose, e 

condições ambientais controladas, como a temperatura e a luz (Reis et al., 2009). 

A fotossíntese e a fotomorfogênese das plantas são influenciadas pelo comprimento de onda 

da luz, intensidade e fotoperíodo via fotorreceptores que controlam o crescimento da planta (Lee 

et al., 2007; Bilodeau et al., 2019). Dentre os fotorreceptores vegetais os principais são os 

fitocromos (PHYs), que absorvem a luz fortemente nas regiões vermelha (600 a 700 nm) e 

vermelha distante (700 a 800 nm); as proteínas da família dos criptocromos (CRYs), fototropinas 

(PHOTs) e zeitlupe (ZTL), que absorvem a luz fortemente nas regiões azul (400 a 500 nm) e 

ultravioleta-A (UV-A; 315 a 400 nm) (Folta e Carvalho, 2015; Galvão e Fankhauser, 2015; Klem 

et al., 2019). 

Na presença da faixa espectral correspondente os fotorreceptores ativam as vias de 

transdução de sinal e resultam em alterações na permeabilidade de membranas ou na expressão 

gênica, acarretando em alterações fisiológicas e/ou bioquímicas (Landi et al., 2019). 
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Desta forma investigações sobre a utilização de fontes artificiais de luz e sua atuação sobre 

os fotorreceptores têm sido centro de várias pesquisas ao longo dos anos em diversas espécies 

(Heringer et al., 2017; Batista et al., 2018). Tem-se evidenciado que plântulas cultivadas in vitro 

sob comprimento de onda na faixa do vermelho, apresentaram maior acumulação de amido, maior 

comprimento das brotações, alongamento celular e acúmulo de matéria seca (Mengxi et al., 2011; 

Gazolla et al., 2017; Cioć et al., 2018), creditando-se isso a atuação orquestrada pelos fitocromos. 

Em plantas cultivadas sob luz azul houve resultados indicando o estímulo do desenvolvimento dos 

cloroplastos, na síntese de clorofilas, na abertura de estômatos e na regulação da expansão foliar 

(Li e Tang, 2010; Liu et al., 2014; Hung et al., 2016) em respostas grande parte dirigidas pelos 

criptocromos e fototropinas (Landi et al., 2019). Entre essas respostas, pode-se destacar a atuação 

das fototropinas mediando a fosforilação e ativação das H+ATPases da membrana plasmática, 

mantendo os estômatos abertos para facilitar a troca de gases entre a planta e a atmosfera (Inouea e 

Kinoshita, 2017). 

Adicionalmente, efeitos sinergísticos podem ser esperados a partir das associações entre as 

faixas espectrais do azul e do vermelho, visto que são os protagonistas relacionados às respostas 

fotossintética e fotomorfogênicas (He et al., 2017), o que tem conduzido a realização de ensaios 

com diferentes espécies utilizando tais associações. Tem sido observado que as associações de 

LEDs azuis e vermelhos podem aumentar o comprimento de brotações das plantas, o acúmulo de 

matéria seca e fresca em comparação com os LEDs monocromáticos (Li e Tang, 2010; Li et al., 

2013; Silva et al., 2016; Silva et al., 2017). 

Já comprimentos de onda em luz verde são pouco absorvidas pelos principais pigmentos, 

sendo em sua maioria refletida, assim por muito tempo foi desconsiderado o seu papel no 

crescimento de plantas (Lazzarini et al., 2017). No entanto, estudos têm evidenciado que 

comprimentos de ondas em luz verde também afetam a morfologia e a fisiologia de plantas 

cultivadas in vitro. Em plântulas de Solanum tuberosum L. e Vitis vinifera L., foram  evidenciados 

o menor acúmulo de matéria seca e área foliar e maior comprimento de parte aérea (Li et al., 2017; 

Chen et al., 2019), enquanto Alvarenga et al. (2015) observaram que plântulas de Achillea 

millefolium L. cultivadas com luz verde, apresentaram maior comprimento de parte aérea e teor de 

clorofila total. Assim, algumas respostas positivas ao verde podem ser encontradas em alguns 

casos, visto que os fitocromos e criptocromos são sensíveis à esta radiação (Folta e Maruhnich, 

2007; Carvalho e Folta, 2016). 
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As respostas morfofisiológicas têm se diferindo, de acordo com as espécies estudadas (Cioć 

et al., 2018; Batista et al., 2018). Assim, considera-se a hipótese que as plântulas de A. othonianum 

cultivadas in vitro apresentem variações morfofisiológicas frente às diferentes qualidades de luz, e 

sobretudo com melhores respostas fisiológicas em ambiente com maior variação espectral. Neste 

sentido, objetivou-se investigar quais faixas espectrais obtidas por LEDs ativam vias e acarretam 

alterações fisiológicas, morfoanatômicas e bioquímicas em A. othonianum cultivado in vitro 

Para tal testou-se lâmpadas LEDs como fonte de faixas específicas de comprimentos de 

onda, bem como combinações deles. O trabalho é inédito e proporciona contribuições para ampliar 

o entendimento das características morfofisiológicas e bioquímicas das plantas in vitro, lançando 

alternativas relacionadas ao aprimoramento das taxas de estabelecimento, multiplicação e 

aclimatização. Diante disso, serão discutidas informações científicas relevantes acerca da 

capacidade das plantas de A. othonianum ajustarem-se às variações de qualidade de luz no ambiente 

in vitro fornecidas por lâmpadas LEDs. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal 

 

As plântulas in vitro foram estabelecidas a partir de sementes de A. othonianum no 

Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde. As 

sementes foram coletadas de árvores nativas da região de Montes Claros de Goiás (16° 10'8 "S, 

51° 27' 12" W, 412 m de altitude). O voucher número 3793 foi depositado no Herbário Jataiense 

na Universidade Federal de Jataí, Jataí-GO. O procedimento de estabelecimento e multiplicação in 

vitro de A. othonianum foi de acordo com Assis et al. (2012). 

Após 30 dias da semeadura, segmentos nodais de aproximadamente 1,2 cm contendo duas 

brotações foram desinfestados e inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL do meio de cultivo 

MS com 50% da concentração de sais suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 3,5 g L-1 de ágar, 

2 g L-1 de carvão ativado e 30 μM de 6-benzilaminopurina (BAP). O pH foi ajustado para 5,7 ± 

0,03 antes da adição do agente gelificante. O meio de cultivo foi autoclavado a 120°C durante 20 

min. Os tubos inoculados contendo um explante cada foram mantidos em sala de crescimento sob 
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fotoperíodo de 16 h a 50 µmol m-2 s-1 e temperatura de 25 ± 3°C, durante 45 dias. 

Os explantes foram selecionados e introduzidos em frascos de 250 mL contendo 40 mL de 

meio de cultura MS a 50% com as mesmas concentrações de sacarose, ágar, carvão ativado e BAP 

como anteriormente. Posteriormente foram submetidos por mais 50 dias a diferentes faixas 

espectrais, branca (400-700nm), azul (400-490 nm), verde (490-560nm), vermelha (600-700 nm) 

e azul/vermelha (1:1) fornecidas por tubos de diodos emissores de luz (LEDs) de 20W (Lanao serie 

Tubes, China) (Figura 1) instalados sob estrutura metálica (1,10 x 0,90m) de altura ajustável. 

 

 

Figura 1. Distribuição relativa dos espectros dos LEDs utilizados no cultivo in vitro de Anacardium 

othonianum Rizzini. 

 

A densidade de fluxo de fótons (DFF) foi fixada em 100 ± 5 μmol m-2 s-1, conforme indicado 

para esta espécie in vitro (Rosa et al., 2019), fotoperíodo de 16 horas, temperatura de 25 ± 3ºC e 40 

± 10% de umidade relativa. Para a aferição da qualidade espectral utilizou-se o 

espectroradiômetroportátil USB2000 (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA). Os dados coletados foram 

processados pelo software SpectraSuite. A radiação fotossinteticamente ativa foi determinada por 
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sensor PAR, modelo APG-SQ-316 (Apogee, North Logan, UT, USA). As avaliações fisiológicas e 

biométricas foram realizadas após 50 dias de cultivo. 

 

2.2 Determinações de pigmentos foliares 

 

As concentrações de pigmentos cloroplastídicos (clorofilas a e b, e carotenoides) foram 

determinados a partir de três discos foliares de 5 mm de diâmetro colocados em recipientes 

contendo 5 mL de DMSO (dimetilsulfóxido), saturado com CaCO3 e mantidos no escuro. Após 10 

horas em banho maria a 65ºC, as absorbâncias dos extratos foram lidas em espectrofotômetro UV-

VIS, Evolution 60S (Termo Fisher Scientific, Madison, WI, USA). 

As concentrações dos pigmentos foram expressas em μg cm-2. Os comprimentos de onda, as 

equações e cálculos para a determinação da concentração de pigmentos foram baseados no trabalho 

de Wellburn (1994). Adicionalmente, avaliou-se o índice de feofitinização das clorofilas por meio 

da razão entre as absorbâncias em 435 e 415 nm (Ronen e Galun, 1984). 

Os índices de flavonóis e antocianinas também foram determinados, bem como o índice de 

balanço de nitrogênio (IBN), usando o sensor Dualex ScientificTM (Force-A, Orsay, França), com 

base nos espectros de excitação por fluorescência da clorofila (Cerovic et al., 2012). O IBN foi 

estimado a partir da razão entre clorofilas e flavonoides. Para esta avaliação foram realizadas 

leituras em pontos do terço médio da porção adaxial das folhas. 

 

2.3. Avaliação de fluorescência da clorofila a 

 

Os frascos foram previamente adaptados ao escuro por 30 minutos para oxidação completa 

do sistema fotossintético de transporte de elétrons das folhas. Posteriormente, sob ausência quase 

completa de radiação fotossinteticamente ativa, as plântulas foram rapidamente retiradas dos 

frascos e submetidas a pulso de 3000 µmol-2 s-1 de luz azul (450 nm) medindo-se a fluorescência 

mínima (Fo) em 50 μs quando todos os centros de reação do PSII estão abertos e definido como o 

passo O, seguido pelo passo J a 2 ms, o passo I a 30 ms e a fluorescência máxima (Fm) quando 

todos os centros de reação do PSII estão fechados, conhecido como passo P. Estes valores foram 

utilizados para calcular vários índices bioenergéticos do fotossistema II, conforme Strasser et al., 
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2000. A fluorescência transiente OJIP da clorofila a foi determinada com o uso de 

fluorômetro portátil FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Czech Republic). 

 

2.4. Taxa fotossintética 

As avaliações de taxa fotossintética foram realizadas conforme a metodologia proposta por 

Costa et al. (2014) para plantas in vitro. Nesse sistema, o próprio frasco de crescimento é utilizado 

como câmara de medição, assim toda a planta é mensurada. No dia das medições as plântulas foram 

mantidas por oito horas no escuro (durante a noite) e antes do início das medições, foram expostas 

por 60 minutos na irradiância de crescimento e imediatamente avaliadas. As medições foram 

realizadas em sala climatizada, utilizando o conjunto analisador de trocas gasosas da Qubit Systems 

(Kingston, ON, Canadá). O ar de referência foi obtido a partir de um cilindro de CO2/N2, com 

concentração padrão de 400 µmol mol-1. O fluxo de ar na câmara de medição foi ajustado para 400 mL 

min-1. A temperatura do ar de referência foi mantida em 25 ± 1ºC e a umidade relativa foi ajustada 

para 60 ± 5%. A irradiância de medição foi fixada em 500 µmol m-2 s-1. 

 

2.5. Análises de atividade enzimática e de estresse oxidativo 

 

A peroxidação lipídica foi medida em termos de concentração de dialdeído malônico 

(MDA) usando o método da reação do ácido tiobarbitúrico (TBA), conforme Heath e Packer 

(1968). Amostras de 0,15 g de tecido foliar foram maceradas em N2 líquido e posteriormente 

homogeneizadas em 2 mL constituído de ácido tricloroacético (TCA) 1 % (m/v). O homogeneizado 

foi centrifugado a 10000 g, durante 15 min, a 4°C. Após centrifugação, 0,5 mL do sobrenadante 

foi adicionado a 1,5 mL da solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5 % (m/v) em TCA 20 % (m/v) 

e incubado em banho-maria a 95°C, por 30 min. Após esse período, a reação foi interrompida em 

banho de gelo. As amostras foram centrifugadas a 9000 g, por 10 min, e as absorbâncias 

específicas e inespecíficas do sobrenadante foram determinadas a 532 e 600 nm, respectivamente. 

A concentração de MDA foi calculada usando o coeficiente de extinção de 155 mM-1 cm-1. 

Para a determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD), da catalase (CAT), da 

ascorbato peroxidase (APX) e da fenilalanina amônia-liase (PAL) foram macerados 0,2 g de tecido 

foliar em almofariz com nitrogênio líquido contendo 2 mL do seguinte meio de extração: tampão 
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fosfato de potássio 50 mM (pH 6,8), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de 

fenilmetilsufônico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona 2% (PVP). O extrato enzimático foi 

centrifugado a 12000 g durante 15 min a 4ºC e o sobrenadante utilizado como extrato bruto 

(Debona et al., 2012). 

 A atividade da SOD foi determinada a partir da metodologia proposta por Del Longo et al., 

(1993), mediante a mensuração da capacidade da enzima em reduzir fotoquimicamente o azul de 

nitrotetrazólio (NBT). A mistura de reação consistiu de tampão fosfato de potássio (pH 7,8) 50 mM, 

metionina 13 mM, NBT 0,075 mM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 0,002 mM. A reação se iniciou 

após a adição 50 µL do extrato enzimático em 1,95 mL da mistura da reação. A reação ocorreu a 

25ºC sob exposição de uma lâmpada de 15 W. Depois de 10 min de exposição à luz, a produção 

de formazana azul, resultado da fotoredução do NBT, foi determinada a 560 nm, conforme 

Giannopolitis e Ries (1977). As amostras-controle foram mantidas no escuro durante 10 min e 

mensurada a absorbância a 560 nm. Os valores obtidos do branco das amostras foram subtraídos 

dos valores das amostras de cada uma das repetições de cada tratamento exposto à luz. Uma 

unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 50% da 

fotoredução do NBT (Beauchamp e Fridovich,1971). 

A atividade da CAT foi determinada pela velocidade da decomposição do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 240 nm durante 3 min a 25ºC (Havir e Mc Hale, 1987), com algumas 

modificações. A reação foi iniciada após adição de 10 µL do extrato bruto enzimático em 990 µL 

do meio de reação contendo tampão de fosfato de potássio (pH 7,0) 25 mM e H2O2 2,5 mM. O 

coeficiente de extinção molar de 36 M-1 cm-1 foi utilizado para calcular a atividade da enzima. 

Para atividade da APX foi utilizada a metodologia proposta por Nakano e Asada (1981). A 

reação foi iniciada após a adição de 50 µL do extrato enzimático bruto em 1,95 mL do meio de 

reação contendo tampão de fosfato de potássio (pH 6,0) 50 mM, H2O2 1 mM e ascorbato 0,8 mM. 

A atividade APX foi medida pela taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm durante 1 min a 25°C. 

O coeficiente de extinção molar de 2,8 mM-1 cm-1 (Nakano e Asada, 1981) foi utilizado 

para calcular a atividade da APX. 

Para a quantificação da atividade da PAL foi utilizada a metodologia proposta por Data et 

al. (1984) com modificações. Para a reação foram utilizados  20 µL de tampão tris-HCl 0,5 mol L-

1 (pH 8,8); 140 µL de água ultrapura; 200 µL de L-fenilalanina 0,1 mol L-1 e 200 µL do extrato 
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enzimático bruto. Os tubos com a mistura de reação foram incubados em banho-maria a 37 ºC, por 

60 minutos, utilizando 50 µL de ácido clorídrico (HCl 5N) para interromper a reação. As leituras 

foram realizadas em espectrofotômetro ajustado a 290 nm. Uma unidade de atividade da PAL foi 

definida como 1 µmol de ácido trans-cinâmico formado por minuto nas condições do ensaio 

A atividade das enzimas foi expressa com base em proteína, cuja concentraçºão foi 

determinada de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como 

proteína padrão. 

 

2.6 Características anatômicas 

 

    Na fixação, as folhas foram submersas em solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 

48 horas, desidratadas em série etílica crescente, pré-infiltradas e infiltradas com historesina 

(Historesin Leica) de acordo com as recomendações do fabricante. O material foi seccionado 

transversalmente a 5 μm de espessura, em micrótomo rotativo (modelo RM 2155, Leica). Os cortes 

do tecido foliar, foram corados com Azul de Toluidina à 0,05%, pH 4,0 (O’Brien et al., 1965). Na 

diafanização, as amostras das folhas foram imersas em hidróxido de sódio 5% por 24 horas, 

clarificadas com cloral hidratado, 1,6:1 (p/v) por mais 24 horas e coradas com safranina 1% em 

etanol 50% (Arnott, 1959). Este procedimento foi necessário para o estudo da superfície foliar. 

Após os procedimentos citados, as lâminas com material foram cobertas com lamínula 

utilizando bálsamo do Canadá. As imagens foram obtidas em microscópio óptico (modelo BX61, 

Olympus) com sistema U-photo, do Laboratório de Anatomia Vegetal do Instituto Federal de 

Educação, Ciência e Tecnologia Goiano – Campus Rio Verde. 

 

2.7 Características biométricas 

 

Avaliou-se o comprimento das plantas, número de brotações, folhas e raízes, a área foliar, 

a área foliar específica (AFE) e a matéria seca de folhas, caules, raízes e total. A área foliar foi obtida 

a partir da integração das imagens por meio do software ImageJ®. Os valores de matéria seca foram 

determinados em balança analítica após a secagem do material em estufa sob 40ºC até atingir massa 

constante. A AFE foi obtida a partir de área foliar em cm2 / matéria seca foliar (g). 
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2.8 Análises estatísticas 

 

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dez 

repetições para as características biométricas e cinco para as demais avaliações. Cada repetição 

constituiu de 1 frasco com 2 plântulas. Os dados foram avaliados estatisticamente, mediante a 

análise de variância e as médias comparadas pelo teste de t (LSD) (p<0,05) por meio do software 

de análises estatísticas Sisvar (Ferreira, 2011). As estimativas de correlações de Pearson foram 

realizadas com o software R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) e a 

confecção de gráfico com pacote Corrplot, que marcou todos os recursos com base no coeficiente 

de correlação de Pearson para heatmap. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Pigmentos foliares em resposta à qualidade espectral 

 

A dinâmica de pigmentos em A. othonianum foi alterada frente à variação espectral in vitro. 

Sob luz vermelha houve uma redução de 30% da concentração de clorofila a em relação aos demais 

tratamentos (Tabela 1). Alguns estudos indicam que a luz vermelha não é propícia à formação de 

clorofila, devido a redução do ácido 5-aminolevulínico (ALA), o precursor do tetrapirrol (Tanaka 

et al., 1998; Fan et al., 2013a). Menor concentração de clorofila a sob luz vermelha também foi 

observada em Plectranthus scutellarioides (L.) R.Br. in vitro (Cho et al., 2019). Embora não tenha 

ocorrido uma variação na concentração de clorofila b e total entre os ambientes testados, a relação 

clorofila a/b foi afetada, sobretudo sob luz vermelha, que por sua vez não diferenciou dos demais 

tratamentos, exceto em relação à associação azul + vermelho. A redução da razão cla/clb sob luz 

vermelha indica que o excesso de energia proveniente da excitação do fitocromo pode estar sendo 

descarregado na clorofila b (van Huylenbroeck et al., 2000; Alvarenga et al., 2015). 

 Além de ser a fonte de energia para o processo fotossintético a luz atua na modulação de 

uma série de processos que envolvem o desenvolvimento e o metabolismo vegetal (Abidi et al., 

2013), inclusive a formação e acumulação de pigmentos fotossintéticos (Chen et al., 2017). 

Geralmente a luz azul é relacionada ao estímulo da síntese de clorofila, maturação dos cloroplastos, 

bem como da abertura estomática (Hung et al., 2016). Apesar da alta concentração de pigmentos 
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sob luz azul, nesta condição houve também o maior índice de degradação, como apontado pela 

baixa razão cla/clb e também pelo menor índice de feofitinização (IF) (Tab. 1), pois este índice é 

inversamente proporcional à degradação de clorofilas (Ronen e Galun, 1984; Costa et al., 2014). 

 Sob luz verde houve manutenção de altos níveis de clorofilas (Tab. 1). Alvarenga et al., 

(2015) verificaram que em Achillea millefolium L. a luz verde promoveu maior acúmulo de 

clorofilas em relação a outras faixas espectrais, o que possivelmente representa mecanismo de 

otimizar a captura de luz, visto que pouco desta radiação é absorvida pelas clorofilas. 

Em relação aos carotenoides verificou-se valores expressivos deste pigmento sob a 

associação dos LEDs azuis e vermelhos (A+V), com valores superiores às condições de radiação 

monocromática, mas similares à luz branca (Tab. 1). Os carotenoides estão relacionados aos 

mecanismos de fotoproteção, ou seja, atuam como componentes do sistema antioxidante da célula 

(Pinnola e Bassi, 2018). Os reduzidos valores de carotenoides sob LEDs vermelhos podem ter 

refletido em menor concentração de clorofila a, visto que os carotenoides podem prevenir a sua 

fotooxidação (Ouzounis et al., 2015). Essa constatação é corroborada pela correlação positiva entre 

clorofila a e carotenoides (0,4 ≤ r < 1, Fig. 8) 

 

Tabela 1. Clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), carotenoides (Car), razão entre clorofilas a e b, clorofila total (Cl 

t) e índice de feofitinização (IF) em Anacardium othonianum Rizz.; aos 50 dias de cultivo in vitro em função de 

diferentes qualidades de luz. 

Qualidade 

de 

luz 

     Cl a 

(µg cm-2) 

    Cl b 

(µg cm-2) 

Car 

(µg cm-2) 
Cl a/Cl b 

Cl t 

(µg cm-2) 

     IF 

(A435/A415) 

Azul 30,6±1,4a 25,0±3,0ns 2,1±0,6bc 1,3±0,2ab 55,6±3,7ns 1,18±0,03b 

A+V 33,8±3,9a 21,0±2,9 3,9±0,4a 1,6±0,1a 54,8±6,6 1,30±0,02a 

Branca 28,7±1,3a 19,7±1,6 2,7±0,2a 1,5±0,1ab 48,4±2,8 1,30±0,01a 

Verde 27,9±2,5a 20,3±3,8 2,1±0,5bc 1,5±0,1ab 48,2±6,2 1,32±0,01a 

Vermelha 21,1±0,8b 20,4±2,2 1,3±0,4c 1,1±0,1b 41,5±2,9 1,26±0,02a 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). ± Erro padrão, 
ns = não significativo.  

 

 A luz está entre um dos fatores exógenos mais importantes que interferem na biossíntese 

de flavonoides em plantas (Nadeem et al., 2018). Os flavonóis e as antocianinas são compostos do 

grupo dos flavonoides que exercem papel relevante contra uma série de agentes estressores e os 
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danos causados pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio, sobretudo aqueles causados por 

radiação visível e ultravioleta (Brunetti et al., 2015; Pinnola e Bassi, 2018).  

 A concentração de antocianinas (Tab. 2) não variou entre os tratamentos, entretanto o índice 

de flavonóis foi superior nos LEDs com presença substancial de luz azul (azul + vermelha e azul 

monocromática). Em extensão menor que a UV, a luz azul promove a estimulação de genes 

pertencentes a via fenilpropanoide, que estão relacionadas à biossíntese de ácidos fenólicos e 

flavonoides. Esta promoção está relacionada ao envolvimento integrado de criptocromos e 

fitocromos na percepção da luz. A luz vermelha geralmente não aumenta a biossíntese ou acúmulo 

de flavonoides foliares quando comparadas àquelas sob azul e branco (Landi et al., 2019). No 

entanto, em alguns casos, a luz vermelha resultou em aumento da concentração de flavonoides (Li e 

Kubota, 2009; Manivannan et al., 2015; Cioć et al., 2018). 

 Em contrapartida, os maiores índices de balanço de nitrogênio, obtidos a partir da razão de 

clorofilas e o de flavonóis, foram encontrados em plântulas sob LEDs verde e vermelho (Tab. 2). 

Dependendo da espécie e de calibração apropriada, a concentração de N na folha pode ser estimada 

indiretamente, pois há uma correlação negativa com os teores de compostos fenólicos nas folhas e 

correlação positiva de N com os teores de clorofila e o IBN (Coelho et al., 2012). Como o N é 

constituinte relevante na composição das clorofilas, a partir deste índice infere-se que nestas faixas 

espectrais houve maior eficiência do investimento deste nutriente para o acúmulo de esqueletos de 

carbono para posterior destino ao metabolismo primário ao invés do secundário. 

 

Tabela 2. Índices Dualex de flavonóis (FLAV), antocianinas (ANT) e de balanço de nitrogênio (IBN) 

em plântulas de Anacardium othonianum Rizz. aos 50 dias de cultivo in vitro em função de diferentes 

qualidades de luz. 

Qualidade 

de luz 

FLV ANT IBN 

Azul 0,44±0,04ab 0,29±0,01ns
 64,2±6,2c 

A+V 0,46±0,05a 0,28±0,01 74,4±11,1c 

Branca 0,36±0,02b 0,29±0,01 82,6±7,8bc 

Verde 0,23±0,01c 0,28±0,01 113,1±6,1a 

Vermelha 0,24±0,01c 0,30±0,01 98,3±4,2ab 
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Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). 

± Erro padrão, ns = não significativo. 

 

A atividade da enzima fenilalanina amonialiase (PAL) foi pronunciada nos tratamentos azul 

e A+V, superando os LEDs brancos e vermelhos, enquanto as plântulas sob o verde não diferiram 

de nenhum dos tratamentos (Fig. 2). A PAL catalisa os mais importantes passos na via 

fenilpropanoide pela qual os compostos polifenólicos são sintetizados, e a sua regulação 

transcricional pode ser ativada pela luz (Zhang et al., 2012), especialmente a azul (Heo et al., 2012), 

mas alguns estudos como o de Manivannan et al. (2015) destacam o papel da luz vermelha 

desempenhando essa função. A ação da PAL sobre a produção de fenólicos pode ser evidenciada 

neste estudo por meio da correlação positiva com a concentração de flavonóis (0,5 ≤ r < 1, Fig. 8). 

 

Figura 2. Atividade da enzima fenilalanina amônia-liase (PAL) em tecidos foliares de plântulas de 

Anacardium othonianum Rizz. cultivadas in vitro, em função de diferentes qualidades de luz. 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). 

As barras representam o erro padrão das médias. 
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3.2 Alterações na qualidade de luz afetam a eficiência fotossintética 

 

Os dados de avaliação dos transientes da fluorescência da clorofila apresentaram uma típica 

curva polifásica OJIP, a partir de um nível basal (Fo) para um nível máximo (Fm), e os passos J e 

I foram bem definidos (Fig. 3a). A curva OJIP representa uma sucessiva redução do transporte de 

elétrons do fotossistema II. Sob LEDs vermelhos houve aumento de Fo. Valores mais altos de Fo 

podem ser um indicativo de inibição parcial do centro de reação do PSII, que por sua vez inibe o 

fluxo de elétrons do aceitador quinona primária (Qa) ao aceitador de elétrons de quinona secundária 

(Qb), diminuindo a eficiência da energia capturada no PS II (Strasser et al., 2000). Por outro lado, 

não houve redução de Fm, indicando que todos os receptores de elétrons iniciais, intermediários e 

final conseguiram ser reduzidos (Kalaji et al., 2016; Rosa et al., 2018).  

No entanto, pode ser demonstrado pelos valores da fluorescência variável relativa que sob 

luz vermelha as plântulas de A. othonianum estiveram sob condição mais estressante (Fig. 3b). 

Nesta condição verificou-se que a forma do transiente na fase J foi mais pronunciada, e o que o 

ponto P não foi superior às demais condições de luminosidade. A amplitude do transiente na 

fase J indica a ocorrência de comprometimento da capacidade das plantas reduzirem 

fotoquimicamente a quinona a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Transientes da fluorescência da clorofila a (Curva OJIP), realizado em folhas de 

Anacardium othonianum Rizz. aos 50 dias de cultivo in vitro em função de diferentes qualidades 

de luz. Intensidade de fluorescência (a). Fluorescência relativa variável (b). 
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A condição estressante sob luz vermelha é reforçada após a normalização entre os pontos 

O e K (banda L), O e J (banda K) e O e I (banda J) (Fig. 4 a, b e c, respectivamente). A banda L é 

um indicativo da funcionalidade do PSII e está relacionada ao empilhamento e ao desempilhamento 

de tilacoides. A presença da banda L positiva pronunciada nas plântulas sob luz vermelha é 

indicativo da baixa conectividade de energia entre as unidades do PSII (Strasser et al., 2004; Rosa 

et al., 2018). Nesse sentido, constata-se que a luz azul também condiciona uma pressão sobre a 

maquinaria do PSII e que a luz branca, que aqui foi utilizada como controle em razão da sua ampla 

utilização, condicionou vantagem fotoquímica em relação aos demais tratamentos. 

 Para a banda K o comportamento positivo foi mais proeminente nas plântulas sob os LEDs 

vermelhos e verde, enquanto entre os demais tratamentos os resultados foram similares (Fig. 4b). 

A banda K reflete uma inativação do complexo de evolução de oxigênio (CEO) e / ou um tamanho 

aumentado da antena funcional do PSII (Yusuf et al., 2010; Martins et al., 2015a). A perda de 

conectividade energética e a inativação do CEO sob luz verde e vermelha foi consistente com a 

redução limitada de plastoquinona (PQ), que foi demonstrada pela banda J (Fig. 4c). Banda J 

positiva também foi observada em plântulas sob luz azul. Esta variável está relacionada à sequência 

de eventos desde a captura do éxciton por PSII até a redução de plastoquinona (Yusuf et al., 2010; 

Martins et al., 2015a; Rosa et al., 2018). 
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Figura 4. Diferenças cinéticas de fluorescência relativa de Anacardium othonianum durante as 

etapas 0 a K = ΔVOK = VOK (tratamento) - VOK (controle)(a); 0 a J = ΔVOJ =VOJ (tratamento) 

- VOJ (controle) (b); e 0 a I = ΔVOI = VOI (tratamento) VOI (controle) (c). Controle: branca. 

 

Por meio da análise do JIP-test a partir dos transientes da clorofila, verificou-se que as 

plântulas submetidas à LEDs brancos, azuis associados com vermelhos, azuis e verdes atingiram 

valores próximos de rendimento quântico de fotoquímica primária (ψPo, equivalente a razão 

Fv/Fm), rendimento quântico de transporte de elétrons (ψEo), assim como do índice de 

desempenho fotossintético (PIABS) (Tab. 3). 

Devido o PIABS relacionar a eficiência de absorção, a captura e transferência de energia de 

excitação pelo fotossistema II, este índice tem sido considerado um importante parâmetro para uma 
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visão mais ampla do grau de efeito do ambiente estressante (Gonçalves et al., 2010). No entanto, 

sob LED azul houve uma maior pressão no fotossistema II do que sob luz branca, uma vez que o 

rendimento quântico de dissipação de energia na forma de calor (ɸDO) foi maior. Embora as 

plântulas sob luz vermelha tenham apresentado maiores índices de absorção de energia (ABS/RC), 

a dissipação na forma de calor, ou seja, quenching-não fotoquímico (ɸDO e Dio/RC) é alta, 

indicando limitação da funcionalidade do aparato fotossintético, evidenciada por valores 40% 

menores de PIABS quando em comparação com as médias das outras qualidades luminosas 

avaliadas. 

O aumento de ABS/RC nas plantas sob LED vermelho pode ser explicada por uma 

diminuição no número de centros reativos ativos do PSII, que podem servir como mecanismo de 

defesa para reduzir a carga de seus sistemas quando ocorreu estresse luminoso (Strasser et al., 

2000). Por outro lado, valores altos de dissipação de energia na forma de calor representam 

estratégias para diminuir a geração de espécies reativas de oxigênio que poderiam comprometer 

ainda mais a funcionalidade dos fotossistemas (Szymańska et al., 2017). Segundo Tennessen et al. 

(1994) a luz vermelha monocromática pode provocar um desequilíbrio na energia da luz disponível 

necessário para o funcionamento ideal dos fotossistemas I e II. 

 

Tabela 3. Características da fluorescência da clorofila. Rendimento quântico máximo de fotoquímica primária 

(ɸ Po), rendimento quântico de dissipação de energia na forma de calor (ɸDo), rendimento quântico de transporte 

de elétrons (ψEo), absorção de energia luminosa por centro de reação (ABS/RC), fluxo de transporte de elétrons 

(além da Qa-) por centro de reação em t = 0 (Eto/RC), dissipação de energia na forma de calor por centro de 

reação (Dio/RC) e índice de desempenho fotossintético (PIABS). 

Qualidade 

de luz 
Po Do Eo ABS/RC Eto/RC Dio/RC  PiABS 

Azul 0,770,01ab 0,230,01ab 0,400,01a 2,330,12b 0,920,03ns 0,540,05b 1,620,18a 

A+V 0,780,01a 0,220,01bc 0,400,01a 2,330,08b 0,930,03 0,510,03b 1,660,12a 

Branca 0,790,01a 0,200,01c 0,410,01a 2,280,07b 0,920,03 0,470,02b 1,800,12a 

Verde 0,790,01a 0,210,01bc 0,390,01a 2,520,08b 0,980,03 0,530,02b 1,470,10a 

Vermelha 0,760,01b 0,240,01a 0,340,02b 2,910,17a 0,980,03 0,720,07a 0,990,18b 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). ± Erro padrão, 
ns = não significativo.  
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As médias de taxa fotossintética nos diferentes ambientes espectrais variaram entre 4,0 e 

6,1 µmol m-2 s-1 (Fig. 5). Este é o primeiro relato de taxa fotossintética para A. othonianum e para 

espécies de cajueiro em condições in vitro. Mas é possível verificar que os valores não estão muito 

aquém do observado para Anacardium occidentale L. em condições ex vitro. Souza et al. (2005), 

observaram que sob condições naturais a fotossíntese líquida máxima alcançou valores de 10 µmol 

m-2 s-1 e 13 µmol m-2 s-1 em condições ótimas. 

Os bons índices verificados pela avaliação de fluorescência da clorofila a na associação 

A+V, refletiram positivamente em maiores taxas fotossintéticas, com valores aproximadamente 

36% superiores às medias dos demais ambientes de luminosidade, os quais não diferenciaram entre 

si para esta variável (Fig. 5). O PIABS correlacionou-se positivamente com os valores de clorofila a, 

(0,5 ≤ r < 1) que por sua vez se correlacionaram positivamente com taxa fotossintética (0,5 ≤ r < 

1, Fig. 8). Maiores taxas fotossintéticas na associação dos LEDs azul+vermelho também foram 

observadas em Withania somnifera (L.) Dunal. (Lee et al., 2007).  

Em comparação com os LEDs branco, vermelho e azul, os LEDs verdes não promoveram 

reduções significativas de taxa fotossintética. Isso possivelmente se deve a fonte de luz verde 

possuir um significante componente azul (Fig. 1). Esse efeito também foi observado por XiaoYing 

et al. (2011) em estudo com LEDs em tomate cereja (Solanum lycopersicum Mill.). Em geral, a luz 

azul promove a abertura dos estômatos mais do que outras faixas espetrais e essa estimulação da 

abertura dos estômatos pode contribuir para o aumento da condutância estomática (Terfa et al., 

2012) e consequentemente a taxa fotossintética em ambientes enriquecidos com a mesma, como 

na associação A+V. Por outro lado, sob luz vermelha a condutância estomática é limitada, bem 

como o conteúdo de Rubisco (Muneer et al., 2014) e de suas subunidades pequenas (Su et al., 2014) 

o que contribui para diminuir a taxa fotossintética (Landi et al., 2019). 
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Figura 5. Taxa fotossintética (µmol CO2 m
-2 s-1) de plântulas de Anacardium othonianum Rizz. 

aos 50 dias de cultivo in vitro em função de diferentes qualidades de luz. Médias seguidas pela 

mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). As barras representam 

o erro padrão das médias. ns = não significativo. 

 

3.3 Modificações morfoanatômicas foliares de plântulas de A. othonianum em diferentes 

qualidades luminosas 

 

Os espectros de luz influenciaram significativamente a microformetria de A. othonianum 

(Tab. 4). A espessura das epidermes adaxial e abaxial não variou, no entanto as diferenças de 

espessura do parênquima clorofiliano (paliçádico e esponjoso) foram expressivas, com médias 

superiores nas plantas sob LEDs azuis e azul associado com vermelho e inferiores nos LEDs verdes 

e vermelhos. 

O maior espessamento das folhas se correlacionou negativamente com a AFE (− 0,6 ≤ r < 

1, Fig. 8). Esses resultados caracterizam as plantas cultivadas sob luz azul como plantas do sol, 

mesmo que a intensidade da luz seja baixa (Hogewoning et al., 2010). Li et al. (2017) e Chen et al. 

(2019) demonstraram que plântulas de Vitis vinifera L. e Solanum tuberosum L, respectivamente, 

cultivadas in vitro sob luz vermelha e verde mostraram comportamento típico de plantas sob 
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estresse de sombra. Comportamento de planta de sol e sombra respectivamente, também foi 

observado em plântulas de Campomanesia pubescens (DC.) O. Berg. cultivadas sob LEDs 

monocromáticos azul e vermelho (Centofante, 2020). 

Neste estudo, as plântulas sob luz verde manifestaram algumas característica da síndrome 

de prevenção do sombreamento, SAS (Casal, 2012; Li et al., 2017; Chen et al., 2019). Dentre estas 

características destacou-se a ocorrência de folhas mais finas, com taxas fotossintéticas reduzidas, 

maior alongamento do caule, além de menor expressão de genes de defesa que por sua vez pode 

ser evidenciado pela menor atividade de enzimas antioxidantes (Fig 6). Contudo a adição de luz 

verde pode ter um efeito positivo nas plantas, pois penetra mais profundamente na folhagem do 

que luzes vermelhas e azuis, aumentando potencialmente o crescimento das plantas, estimulando 

a assimilação de carbono em partes inferiores da copa (Brodersen e Vogelman, 2010). 

Devido os fitocromos e criptocromos também serem receptores de luz verde (Folta e 

Maruhnich, 2007), isto pode justificar os resultados serem em alguns aspectos, semelhantes aos da 

luz vermelha e, em outros aspectos, similares aos da luz azul, como também observado em 

Alternanthera brasiliana Kuntze in vitro (Macedo et al., 2011). 

 

 

Figura 6 Fotomicrografias das seções transversais das folhas de Anacardium othonianum Rizz. 

cultivadas in vitro por 50 dias (Barra: 500µm), e região entre nervuras nas diferentes qualidades de 
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luz (Barra: 100 µm). Canal secretor (C S), Epidermes adaxial (Ad ep) e abaxial (Ab ep), 

parênquima clorofiliano (Cl P), parênquima paliçádico (PP) e parênquima esponjoso (S P). 

 

Tabela 4. Efeito de diferentes qualidades de luz na espessura foliar de plântulas de A. othonianum 

cultivadas in vitro: espessura  do mesofilo (Mes Th), epiderme adaxial (Ad  ep), espessura do 

parênquima clorofiliano (Chl P Th), parênquima esponjoso (Spong P), parênquima paliçádico 

(Palisade P) e epiderme abaxial (Ab Ep). 

Qualidade 

de luz 

Mes Th 

  (µm) 

Ad Ep  

(µm) 

Chl P Th  

   (µm) 

Palisade P 

(µm) 

Spong P 

   (µm) 

Ab Ep 

(µm) 

Azul 122,0±1,6a 8,0±0,3ns 108,0±1,7a 37,1±1,8a 70,4±5,3a 6,8±0,5ns 

A+V 131,3±4,3a 7,3±0,2 114,9±5,2a 37,2±1,1a 76,4±10,9a 6,9±0,5 

Branca 103,5±5,5b 7,1±0,4 89,1±5,5b 34,6±1,1ab 55,3±9,7b 6,4±0,3 

Verde 87,7±2,0c 7,7±0,2 72,6±1,9c 26,0±1,2c 45,9±3,7b 6,2±0,2 

Vermelha 96,3±2,9bc 7,3±0,2 82,1±2,8bc 33,9±1,0b 50,3±7,4b 5,9±0,3 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). ± 

Erro padrão, ns = não significativo.  

 

Independente do tratamento a densidade estomática abaxial foi superior em relação à porção 

adaxial (Tab. 5), ocorrendo variação significativa somente na densidade estomática adaxial, onde 

as plantas sob mix de LEDs azul e vermelho tiveram os menores médias, porém não diferenciando 

da luz branca (Tab. 5). 

Embora se atribua maior capacidade de trocas gasosas aos tecidos com maiores densidades 

estomáticas (Liu et al., 2014), deve se levar em conta a funcionalidade dos estômatos. A razão 

diâmetro polar/diâmetro equatorial tem sido descrita como um índice que reflete a habilidade 

estomática caracterizando os estômatos com perfil mais elipsoide (Sha Valli Khan et al., 1999; 

Leite et al., 2017). Nesse sentido, as plantas sob A+V se destacam positivamente com as maiores 

médias tanto na porção abaxial quanto na adaxial. Já a luz branca teve comportamento superior à 

luz azul e similar a luz verde e vermelha, que por sua vez são similares entre si, exceto na porção 

abaxial onde a luz vermelha supera a luz azul. A redução do diâmetro polar é relatado como uma 

das causas de baixa funcionalidade (Martins et al., 2009; Martins et al., 2015b) que não chegou a 

correlacionar os valores de taxa fotossintética (p>0,05), mas que se persistirem podem afetar as 

plantas sensivelmente durante a aclimatação (Rosa et al., 2018). 
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Tabela 5. Efeito de diferentes qualidades de luz nas características estomáticas de A. othonianum in vitro: 

densidade estomática abaxial (Ab St Dens), densidade estomática adaxial (Ad St Dens), diâmetro polar abaxial (Ab 

Pol D), diâmetro equatorial abaxial (Ab Pol D), razão entre diâmetro polar e equatorial abaxial (Ab Pol/Eq), 

diâmetro polar adaxial (Ad Pol D), diâmetro equatorial adaxial (Ad Pol D), razão entre diâmetro polar e equatorial 

adaxial (Ad Pol /Eq ) 

Qualidade 

de luz 

Ab St Dens  

(St mm
-2

) 

Ad St Dens  

(St mm
-2

) 

Ab Pol D 

    (µm) 

Ab Eq D 

    (µm) 

       Ab 

Pol / Eq  

 

Ad Pol D 

 (µm) 

Ad Eq D 

 (µm) 

       Ad 

Pol / Eq  

 

Azul 873,2±24,9ns 653,7±110,7a 13,6±0,5a 11,1±0,9a 1,2±0,08c 15,1±0,5ns 12,4±0,6ns 1,2±0,03c 

A+V 898,8±82,0 409,1±35,9b 14,5±0,5a 8,8±0,3bc 1,7±0,04a 15,1±0,5 9,7±0,7 1,6±0,07a 

Branca 853,4±66,0 550,0±28,4ab 14,6±0,6a 10,1±0,5ab 1,5±0,04b 15,2±0,3 10,6±0,4 1,4±0,05ab 

Verde 894,0027,3 594,8±21,3a 11,9±0,2b 8,5±0,3c 1,4±0,05bc 15,2±0,2 11,1±0,4 1,4±0,05bc 

Vermelha 841,7±33,8 612,7±16,9a 13,5±0,2a 10,3±0,3ab 1,3±0,04bc 15,5±0,8 11,0±1,2 1,5±0,09ab 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). ± Erro padrão, 
ns = não significativo.  

 

3.4 Peroxidação lipídica e atividade de enzimas antioxidantes 

 

A qualidade de luz afetou sensivelmente o mecanismo antioxidante nas plantas de A. 

othonianum. A concentração de malondialdeído (MDA) foi marcadamente superior nas plantas sob 

A+V, seguido da luz verde, que por sua vez superou os demais tratamentos (Fig. 7a). A maior 

atividade da SOD foi observada na associação azul+vermelha e sob luz azul, que por sua vez teve 

resposta similar à luz branca (Fig. 7b). Embora tenha ocorrido uma tendência na queda na atividade 

da CAT sob luz verde não foi possível afirmar variação entre os tratamentos (Fig. 7c). Atividade  

expressiva da APX foi observada em plântulas sob  os LEDs brancos e  azuis (Fig. 7d). Resultado 

similar foi observado sob A+V, no entanto, nessa condição a APX teve atividade próxima a 

observada sob os  LEDs verdes (Fig. 7d). 

Geralmente o acúmulo de MDA está associado à peroxidação lipídica de membranas e 

consequente dano oxidativo (Dewir et al., 2015). Contudo, o nível de MDA em explantes tratados 

com mix de azul e vermelho podem não ter sido tão prejudiciais, pois parte dos peróxidos formados 

podem estar contribuindo para o desenvolvimento, uma vez que estariam integrando a rede de 
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sinalização, como proposto por Gupta e Sahoo (2015). 

Embora os valores aumentados de enzimas antioxidantes estejam muitas vezes relacionados 

à evidência de maior estresse oxidativo podem também indicar maior eficiência dos mecanismos 

de proteção (Xu et al., 2018). Quedas acentuadas dos níveis dessas enzimas, como observado sob 

os LEDs verde e vermelhos, podem indicar início de senescência (Dong et al., 2014). Os valores 

mais expressivos destas enzimas em plantas sob LED branco, azul e A+V podem estar relacionados 

à maior atividade metabólica, bem como maior resiliência das plântulas nessas condições. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Concentração de malondialdeído – MDA (a), atividade das enzimas superóxido 

dismutase - SOD (b), catalase - CAT (c) e ascorbato peroxidase - APX (d) em tecidos foliares de 

plântulas de Anacardium othonianum Rizz. cultivadas in vitro, em função de diferentes qualidades 

de luz. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) 

(p≤0,05). As barras representam o erro padrão das médias. ns = não significativo. 
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3.5 Características biométricas de A. othonianum frente a variação espectral 

 

A variação na qualidade de luz promoveu poucas diferenças nas características biométricas 

de Anacardium othonianum. Com exceção do comprimento da parte aérea (CPA) e da AFE, não 

houve variações consideráveis para as demais características (Tabela 6). O comprimento da parte 

aérea foi superior sob luz vermelha, com média 39% superior em relação às demais condições 

testadas. Resposta similar foi observada em Scrophularia takesimensis Nakai (Jeong et al., 2015) 

e tem sido associada ao efeito inibidor sobre a atividade da enzima AIA oxidase, aumentando assim 

o nível endógeno de auxinas. Isto também pode ser explicado devido ao efeito estimulador da luz 

vermelha sobre as giberelinas endógenas as quais estão envolvidas na mitose e proliferação celular 

(Toyomasu et al., 1993; Manivannan et al., 2015). 

Mesmo com a provável inibição da AIA oxidase e o melhor índice de balanço de nitrogênio 

observado sob LEDs vermelho (Tab. 2), isso não foi suficiente para promover maior taxa 

fotossintética, nem maior acúmulo de matéria seca (Tab. 6). Uma das causas pode estar relacionada 

à indução do acúmulo de amido nos cloroplastos e consequente inibição da fotossíntese nas plantas 

(Sæbø et al., 1995; Li et al., 2013). Além disso, os menores índices de carotenoides, de flavonóis, 

de eficiência fotoquímica, bem como maior AFE sob luz vermelha podem resultar em 

vulnerabilidade na etapa de aclimatização. 

Os efeitos negativos induzidos pela luz vermelha monocromática, são chamados de 

"síndrome da luz vermelha", são principalmente atribuíveis alta estimulação do fitocromo devido 

à falta de luz vermelha distante, o que leva a um desequilíbrio a proporção de vermelho para 

vermelho distante, que, por sua vez, tem efeitos diretos no crescimento das plantas (Trouwborst et 

al., 2016). Embora estas respostas estejam mais frequentemente associadas a uma reduzida razão 

vermelho-vermelho distante, alguns estudos mostraram que um nível reduzido de luz azul teve um 

efeito semelhante e sugeriram que uma cascata hormonal independente de PHY-B também pode 

levar à síndrome (Keller et al., 2011). 

Verificou-se que a luz azul diminuiu a AFE (Tab. 6). AFE menor geralmente é reflexo de 

maior espessamento de parênquima (Fan et al., 2013b), sendo observada a correlação entre essas 

variáveis nesse estudo (Fig. 8). Devido estas radiações possuírem comprimento de onda menor, ou 

seja, mais energéticos é possível que esse maior espessamento da lâmina foliar represente uma 

estratégia para dissipar o excesso de energia. Em contrapartida, os altos valores de AFE observada 
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sob luz verde pressupõe a ocorrência de mecanismo para otimizar a absorção de luz, visto que 

pouca radiação verde é absorvida, e uma compensação pode ocorrer pelo adelgamento foliar 

permitindo uma melhor penetração do feixe luminoso (Brodersen e Vogelmann, 2010). Tais 

estratégias foram eficientes visto que a matéria seca foliar e total nesta condição se equipararam às 

plantas crescidas sob os demais LEDs. 

 

Tabela 6. Características biométricas de plântulas de A. othonianum Rizz. aos 50 dias de cultivo in vitro em função 

de diferentes qualidades de luz. Número de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), número de brotações 

(BROT), número de raízes (NR), área foliar (AF), massa seca foliar (MSF), massa seca total (MST) e área foliar 

específica (AFE). 

Qualidade 

de luz 
NF 

CPA 

(cm) 
BROT NR 

AF 

(cm2) 

MSF 

(mg) 

MST 

(mg) 

AFE 

(cm2 g-1) 

Azul 3,20,36ns 2,70,1*b 2,60,2 ns 0,10,07 ns 9,01,1 ns 58,36,5 ns 114,28,7 ns 163,79,8c 

A+V 3,50,04 2,30,2b 2,80,4 0,10,08 8,40,8 50,07,2 107,910,6 172,46,4bc 

Branca 3,60,60 2,30,1b 2,70,2 0,10,08 10,11,9 50,015,8 100,822,8 197,79,9ab 

Verde 4,50,72 2,90,3ab 3,40,5 0,40,09 12,11,9 56,49,9 121,414,5 221,211,9a 

Vermelha 3,40,65 3,50,4a 3,60,4 0,10,07 9,81,9 47,15,3 114,37,5 214,610,1a 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de t (LSD) (p≤0,05). ± Erro padrão, 
ns = não significativo. 
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Figura 8. Correlações de Pearson representada em heatmap obtidas entre as variáveis aos 50 dias 

de cultivo in vitro de A. othonianum submetido as diferentes qualidades de luz. Significância: * 

(p≤0,05), ** (p≤0,01). CLA clorofila a, CLB clorofila b,AB razão cla/clb, CAR carotenoides, FLV 

flavonóis, ANT antocianinas, PN taxa fotossintética líquida, DioRC dissipação de energia na forma 

de calor por centro de reação, PIABS índice de performance fotossintético, MSF massa seca foliar, 

MT massa seca total, CLP parênquima clorofiliano, AFE área foliar específica, DNS densidade 

estomática, FUN funcionalidade estomática (Razão diâmetro polar/equatorial), PAL fenilalanina 

amônia-liase, MDA malondialdeído, SOD superóxido dismutase, APX ascorbato peroxidase. 

Significância: *(p ≤ 0.05), ** (p ≤ 0.01). 

 

Apesar da maior taxa fotossintética nas plantas sob a associação de LED A+V, não foi 

evidenciado superioridade no acúmulo de biomassa (Tab. 6). Parte dessa resposta pode estar 

relacionada à atuação da luz azul, a qual pode desencadear altos níveis de flavonoides, ligninas, 

fenilpropanoides e fitohormônios, consequentemente reduzindo a fração de metabólitos primários 
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disponíveis para o crescimento (OuYang et al., 2015; Li et al., 2017). Adicionalmente, o estresse 

oxidativo evidente sob estes LEDs (Fig. 6) pode ter drenado a energia para mecanismos de reparo 

impedindo assim um acúmulo pronunciado de biomassa. Em contrapartida, estas plantas podem 

estar mais aptas para a aclimatização ao ambiente ex vitro, visto que já esboçam mecanismos de 

defesa frente às pressões ambientais. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Ambiente sob LEDs monocromáticos vermelhos representa condição marcadamente 

limitadora para o cultivo de A. othonianum in vitro. As plantas sob luz verde tiveram características 

de síndrome de evitação à sombra, enquanto sob luz azul os índices quantitativos e qualitativos 

oscilaram. Ambientes espectrais mais enriquecidas como os proporcionados por LEDs brancos e 

associação azul/vermelho permitiram o equilíbrio entre as características fisiológicas, 

morfoanatômicas e bioquímicas indicando essas condições como as mais propícias para estimular 

o fotoautotrofismo in vitro desta espécie. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Foi possível regenerar plantas de A. othonianum em diferentes condições de luminosidade 

in vitro, sendo a densidade de fluxo de fótons de aproximadamente 100 µmol m-2 s-1 a mais 

adequada para o crescimento e a produção de compostos fenólicos. No entanto, plantas sob luz 

vermelha e verde tiveram respostas típicas da síndrome de evitação à sombra. Faixas espectrais 

mais enriquecidas, como as proporcionadas por LEDs brancos ou azuis + vermelhos, permitem o 

equilíbrio entre as características morfofisiológicas promovendo o estímulo fotoautotrófico desta 

espécie in vitro. 

 


