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RESUMO

A hortela-pimenta (Mentha piperita L.) € uma planta medicinal com potencial na
medicina tradicional, industria farmacéutica e de perfumes. Os compostos ativos das
plantas resultam tanto do metabolismo primario como do secundario, mais
recentemente denominado especializado. Condi¢cdes ambientais, como intensidade
da radiacdo solar e a nutricdo mineral modulam o metabolismo vegetal influenciando
a fisiologia, bioguimica e anatomia desses individuos. O presente estudo tem como
objetivo analisar respostas fisioldgicas, bioquimicas e anatémicas em plantas de M.
piperita submetidas a aplicagdo de ferro (Fe) e diferentes intensidades de radiacéo
solar. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com controle de umidade
e temperatura. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial com 2 fatores: concentragdes de Fe (5 concentracdes) e 2 condi¢cbes
de irradiancia lioo% (pleno sol) e Iso% (irradidncia 50%). As concentracbes de Fe
aplicados via foliar foram: 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 g L' e duas condicdes de
irradiancia, lwoow € Isow. Foram realizadas avaliagbes de crescimento, teores de
pigmentos, Fe foliar e, carboidratos, bem como trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, respostas relacionadas ao sistema antioxidante e modificagbes
anatdmicas. No capitulo 1, os resultados revelam que em curto periodo de tempo, a
maior sensibilidade as maiores concentracbes de Fe sdo causadas pelo
comprometimento da fotossintese, como a concentracdo interna de CO:2 (Ci) e
eficiéncia de uso de agua, desencadeada por dano oxidativo e sua consequente
incapacidade de extinguir o excesso de energia entre os fotossistemas, como revelado
pela elevacao de coeficiente de extin¢ao fotoquimica (qP) e diminuicdo de quenching
nado fotoquimico (NPQ). A condicdo de Iso% eleva os valores de clorofilas (a e b),
carotenoides, Ci, transpiracédo, fluorescéncia minima da folha adaptada ao claro (Fo'),
fluorescéncia maxima da folha adaptada ao escuro (Fm) e ao claro (Fm’), eficiéncia
quantica da antena (Fv/Fm’), fluorescéncia variavel adaptada ao claro (Fv) e ao
escuro (Fv). A condi¢do em pleno sol (l100%) aumenta a fluorescéncia minima da folha
adaptada ao escuro (Fo) e a taxa de transporte de elétrons. Nos capitulos 2 e 3, 0s
resultados revelam que o crescimento, concentragao de clorofilas, assimilagéo e uso
de CO:2 séo influenciados positivamente pela aplicagdo com concentragbes menores
de Fe, refletindo em maior producdo de biomassa total. De maneira em geral, a
aplicacao de Fe ndo prejudica o aparato fotossintético, sem alteracéo na producao de
peroxido de hidrogénio, apesar de modificar discretamente peroxidacao lipidica, no
entanto, incrementa respostas do sistema antioxidantes. A condicdo lioo% reflete
positivamente em incrementos de trocas gasosas, biomassa e compostos fendlicos
totais. No capitulo 4, o teor de Fe foliar € proporcional a concentracdo aplicada desse
elemento e com maior acimulo em condi¢cdo de menor incidéncia solar (Iso%). Plantas
pulverizadas com 1,5 g L' de Fe em condicdo de Ison aumenta a espessura do
mesofilo foliar. A area ocupada pelos espacos intercelulares do mesofilo foi afetada
significativamente na presenca de 1,5 g L'! de Fe sob reducéo do nivel de irradiancia
(Isow). A aplicacdo de Fe reduz o numero de elementos condutores na nervura
principal. De maneira em geral, o ambiente com sombreamento (Iso%) diminui
espessuras da epiderme da face adaxial e dos parénquimas palicadico e esponjoso.
Em busca de maior produtividade de plantas de M. piperita, recomenda-se
concentracdes menores de Fe e cultivo em condicdo de maior intensidade de radiacao
solar.



Palavras-chave: Planta medicinal. Micronutriente. Irradiancia. Metabolismo vegetal.
Estrutura foliar.



ABSTRACT

Peppermint (Mentha piperita L.) has medicinal properties and is largely employed in
both pharmaceutical and cosmetic industries. The plants’ active compounds come
from both primary and secondary metabolism, which is recently called specialized.
Then, environmental conditions, such as solar radiation intensity and mineral nutrition
modulate plant metabolism; consequently, influencing their physiology, biochemistry,
and morphology. The present study aimed to analyse physiological, biochemical, and
morphological responses in M. piperita plants subjected to iron (Fe) application under
different solar radiation conditions. The experiment was conducted in a greenhouse
with controlled humidity and temperature. The experimental design was completely
randomized in a 5x2 factorial scheme, that is, five Fe concentrations (O [control], 0.5,
1.0, 1.5 and 2.0 g L) and two irradiance conditions (l100% [full sunlight] and Iso% [50%
irradiance]. The following parameters were analysed growth evaluations, pigments
levels, Fe in leaf and carbohydrates, besides gas exchange, chlorophyll a
fluorescence, responses related to the antioxidant system and morphological changes.
In the first chapter, the results showed the greater sensitivity to higher Fe
concentrations are caused by photosynthesis impairment in a short period of time,
such as the internal CO2 concentration of (Ci) and water use efficiency, triggered by
oxidative damage and, consequently, the inability to extinguish excess energy between
photosystems, since there was an increase in the photochemical extinction coefficient
(gP) and a decrease in non-photochemical quenching (NPQ). The Iso% condition
increases the values of chlorophylls (a and b), carotenoids, Ci, transpiration, minimum
fluorescence in light adapted leaf (Fo'), maximum fluorescence in the dark adapted
leaf (Fm) and light adapted leaf (Fm'), antenna quantum efficiency (Fv'/Fm’), variable
fluorescence adapted to light (Fv') and dark (Fv). The full sunlight condition increases
the minimum fluorescence in dark adapted leaf (Fo) and electron transport rate. In the
second and third chapters, results showed that growth, chlorophyll concentration, CO>
assimilation and uptake are positively influenced by lower doses of Fe; thus, a higher
total biomass production. In general, Fe application does not harm the photosynthetic
apparatus without altering hydrogen peroxide production, despite the slight change in
lipid peroxidation; however, it increases responses to antioxidant system. The lioo%
reflects positively in gas exchange, biomass, and total phenolic compounds. In the
fourth chapter, the Fe content in leaf is proportional to the applied concentration of this
element, besides the greatest accumulation under lower irradiance conditions (Iso%).
Plants sprayed with 1.5 g L of Fe and lso% increased the thickness of the leaf
mesophyll. The area occupied by the intercellular spaces of the leaf mesophyll was
significantly affected with 1.5 g L* of Fe under low irradiance condition (Iso%). The Fe
application reduces the number of conductive elements in leaf midrib. In general,
shaded environment (Iso%) decreases the thickness of the epidermis of the adaxial face
and the palisade and spongy parenchyma. In a search for high yield of M. piperita
plants, low Fe concentrations and cultivation area under full sunlight are
recommended.

Keywords: Medicinal plant. Micronutrient. Irradiance. Plant metabolism. Leaf
structure.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais tém sido usadas durante séculos na medicina tradicional
devido ao seu efeito terapéutico (SAHARKHIZ et al., 2012), constituindo, ainda hoje,
alternativa de grande aceitacdo (SANTOS et al., 2008). Os potenciais das plantas
medicinais ainda ndo foram investigados em sua totalidade e seus principios ativos
podem ser decisivos em estudos atuais e no futuro. Dessa forma, o cultivo e a
importancia das plantas medicinais e aromaticas vém crescendo, com base, em
especial, na demanda criada pelas industrias (SOUZA et al., 2007; SINGH, 2015). Nos
diferentes ramos industriais, a contribui¢cdo das plantas medicinais € notavel, pois séo
amplamente utilizadas em varios paises como remédios, cosméticos, conservantes
de alimentos e perfumes. Especificamente, o uso dos Oleos essenciais (OE) na
perfumaria se deve ao seu potencial aromatico (PALA et al., 2010; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011; DAR et al., 2017).

A horteld-pimenta (Mentha piperita L.) € uma espécie da familia Lamiaceae,
erva medicinal e aromatica de importancia em todo o mundo e possui potencial na
culinaria, na medicina tradicional, industria farmacéutica, cosmética e de perfumes
(ROODBARI et al., 2013; MALAQUIAS et al.,, 2014). O OE dessa espécie possui
diversos usos na medicina popular, sendo utilizada para amenizar coélicas, bronquite
cronica, calmante, revitalizante, antidepressivo, antialérgico, carminativo, hipotensor,
tbnico em geral, antiespasmaodico, espasmolitica, antiemética, estomaquica e como
broncodilatadora e estimulante do sistema nervoso (MALAQUIAS et al., 2014;
SIQUEIRA et al., 2017). Além disso, o potencial antimicrobiano de diferentes partes
da M. piperita reporta a significativa atividade antibacteriana de extratos obtidos das
folnas da planta, possivelmente, devido a presenca de alcaloides, flavonoides,
esteroides, taninos e fenodis (BENITEZ et al., 2016).

O OE das folhas de M. piperita apresenta mais de 200 componentes, é um
liquido de cor amarelo claro, odor forte e agradavel, possui sabor aromatico, sendo
um dos OE mais produzidos e consumido no mundo. Os mais importantes
constituintes do OE dessa espécie sdo mentol, mentona, isomentona, acetato de
mentila, mentofurano, limoneno, pulegona, carvona, a-pineno, sabineno, B-pineno, 3-
octanol, 1,8 cineol, piperitona, acetato de neomentila, t-cariofileno, farneseno,
neomentol e isomentol (TAVISH; HARRIS, 2002; AFLATUNI, 2005). Dentre os
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monoterpenos, o mentol € o principal constituinte, seguido pela mentona e outros
compostos minoritarios acetato de mentila, 1,8-cineol, mentofurano, isomentona,
neomentol, limoneno, pulegona, a-pineno, B-pineno, linalol e a-terpineol, enquanto o
a-cariofileno representa o principal sesquiterpeno (AFLATUNI, 2005; BEHN et al.,
2010; VERMA et al., 2011).

Apesar do mentol ser considerado o principal componente, no entanto, ndo é a
Unica substancia que define a qualidade do OE (PAULUS et al., 2007). Outras
substancias presentes no perfil quimico de volateis foliares da M. piperita podem
agregar valor, como o mentofurano que representa uma substancia interessante para
a industria de perfumes por nao intensificarem o aroma da esséncia, além do que, é
uma substancia de custo elevado, devido a sua limitada disponibilidade e baixa
producédo (0 a 6%) (KHANUJA et al., 2003). Destaca-se ainda o acetato de mentila,
que é utilizado em perfumaria, em aguas sanitarias, além de ser um monoterpeno que
apresenta atividade contra ovos, larvas e adultos de drosofilas (ADDOR, 1994; THE
MERCK INDEX, 1996).

Os componentes das plantas medicinais resultam tanto do metabolismo
primario e secundario, atualmente denominado metabolismo especializado, que é
essencial para o crescimento, desenvolvimento e defesa de plantas (KLIEBENSTEIN;
OSBOURN, 2012; ZANDALINAS et al., 2017). A quantidade e qualidade dos
principios ativos refletem o valor comercial das plantas medicinais (POVH; ONO,
2006), que, por sua vez, sao influenciados por fatores, como genética da planta,
disponibilidade de agua, local de cultivo e composi¢do do solo, assim como, tratos
culturais, que junto com a herbivoria, também podem influenciar no rendimento e na
composicdo dos OEs. Esses fatores podem ainda interagirem entre si, influenciando
no metabolismo especializado (LOPES et al., 2009; ROSA et al., 2010; LOPES et al.,
2013; ARUMUGAM et al., 2016; GORELICK; BERNSTEIN, 2017; DEHSHEIKH et al.,
2019). Deve-se destacar ainda que, compostos de plantas medicinais sao sintetizados
somente durante determinada fase de crescimento, ou ainda, em épocas especificas
e, sobretudo, em condicdes ambientais adversas (GHOSH et al.,, 2018). Dessa
maneira, percebe-se a importancia de estudos realizados em diferentes condi¢cfes de
cultivo, com o objetivo de elevar a produtividade e qualidade de compostos de plantas

medicinais.
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Dentre os fatores do ambiente, a luz tem funcdo primordial no metabolismo
vegetal, pois controla a producdo da biomassa e é determinante para plasticidade
relacionada a aclimatacdo a situacfes diferenciadas de luminosidade que leva a
modificacdes no aparato fotossintético, de forma a promover acumulo eficiente de
matéria seca e promover o crescimento (ALVARENGA et al., 2005). Frigeri (2007) e
Miralles et al. (2011) apontam como variaveis morfoldgicas, que variam em funcéo dos
diferentes niveis de irradiancia, relacdo raiz/parte aérea, massa especifica foliar e
razdo de area foliar. Variaveis estas que estdo associadas a area, espessamento,
namero e arranjo espacial de folhas; biomassa alocada no caule, nas folhas e raizes;
biomassa total; altura e espessura do caule.

Apesar disso, as plantas podem responder de maneira especifica aos estimulos
luminosos. Essas respostas ndo dependem apenas da presenca ou da auséncia da
luz, mas também da qualidade espectral da radiacdo (BOULY et al., 2007). Tem-se
utilizados varias técnicas para a manipulacdo da qualidade da luz. Alguns trabalhos
mostram efeitos marcantes sobre a fotomorfogénese de plantas pela iluminacéo
artificial (PONS; VAN BERKEL, 2004) por coberturas refletoras ou malhas coloridas
para casas de vegetacdo (SHAHAK; GUSSAKOVSKY, 2004). Zhang et al. (2009)
reforcam que a intensidade da luz pode melhorar significativamente o crescimento e
alterar as concentracdes de metabdlitos. Por exemplo, 0 aumento na densidade de
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 100 pumol m=2 s~ melhorou
significativamente o crescimento e a capacidade fotossintética de plantulas de
Momordica grosvenori. Em parte, Selmar e Kleinwachter (2013) sugerem que o0
aumento da sintese de metabdlitos secundarios, como isoprenoides, fendis ou
alcaloides, pode ser explicado como resultado da reducdo de CO: interno e da
atividade do ciclo de Calvin e aumento da oferta de agentes redutores (NADPH) para
as vias metabolicas secundérias.

Adicionalmente, os micronutrientes sao essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento da planta, devido ao seu envolvimento em diversas funcobes
celulares, como o metabolismo energético, regulagdo de expressao génica, sintese e
percepcdo de horménios vegetais, e, sdo ainda cofatores para a estrutura e/ou
atividade catalitica de enzimas. Os micronutrientes sdo necessarios em pequenas
guantidades, sendo que seu excesso pode causar estresse e, em Ultima instancia,

toxicidade, inibindo a atividade enzimatica e induzindo a formacdo de espécies
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reativas de oxigénio (EROs), podendo ocasionar interrupcdo do equilibrio idnico
intracelular (DALCORSO et al., 2014). E amplamente relatado que a aplicagéo foliar
de micronutrientes melhora o rendimento em varias culturas, inclusive em plantas
medicinais, como revelado em M. piperita (ZEHTAB-SALMASI et al., 2008).

O ferro (Fe) é considerado o quarto microelemento mais abundante na crosta
terrestre e € essencial para o crescimento e produtividade vegetal (CURIE; BRIAT,
2003; PUIG et al. 2005). Esse elemento é constituinte de varias proteinas e enzimas
gue desempenham papéis importantes nos principais processos metabalicos,
incluindo respiracao celular, transporte de oxigénio, metabolismo de lipideos, ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), regulacao génica, sintese de intermediarios metabdlicos e
biossintese de DNA, além de ser essencial para a fotossintese e biossintese de
clorofila (JEONG; CONNOLLY, 2009; BRIAT et al.,, 2010; ADAMSKI et al. 2012;
ABOUTALEBI, 2013; CHEN et al., 2015; MAHENDER et al., 2019). Contudo, o Fe
encontra-se pouco disponivel na maioria dos solos (MARSCHNER et al., 2011) e a
sua disponibilidade depende de varios fatores, como tipo de solo, pH, matéria organica
e atividades microbianas que influenciam significativamente na absorcéo, captacao,
transporte e translocacao de Fe do solo para as raizes e, consequentemente, para 0s
demais érgaos da planta (MAHENDER et al., 2019).

As plantas desenvolveram duas estratégias para absorcédo do Fe, a fim de
driblar a deficiéncia deste mineral nos solos. As estratégias | (reducéo) e Il (quelacéo).
A estratégia | é tipica de dicotiledéneas e monocotiledéneas ndo graminaceas, que
consiste na reducdo de Fe® em Fe?* através da acidificacdo da rizosfera, causada
pela liberacdo de prétons H* através da H*-ATPases de membrana plasmatica
(GARCIA et al., 2011; MARSCHNER, 2012; GARCIA et al., 2015). Na estratégia I, os
fitossideroforos (FS), compostos com alta afinidade pelo ferro, como acidos muginéico
e avénico, assim como a nicotianamina, sdo secretados para a rizosfera, onde se
unem ao Fe® formando um complexo quelato (Fe®*-FS). Este complexo é
transportado para o interior da célula por transportadores especificos conhecidos
como Yellow Stripe 1 (YS1) (BASHIR et al., 2011; ALEXANDRE et al., 2012;
KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012; MARSCHNER, 2012; AUNG et al., 2018). A forma
ibnica (Fe?*) é preferencialmente absorvida pelas plantas (BROADLEY et al., 2012;
LOPEZ-MILLAN et al., 2013; ROUT; SAHOO, 2015). Uma vez que, o Fe penetra na

raiz, inicia-se seu caminho via simplasto, dependente de um sistema de transportador
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de membrana de alta afinidade por Fe (CURIE; BRIAT, 2003), carregado no xilema e
translocado na forma de complexos com acidos organicos, sobretudo, citrato para a
parte superior via fluxo transpiratorio (BECKER; ASCH, 2005; KOBAYASHI,
NISHIZAWA, 2012).

O Fe atua ainda na biossintese de etileno, acido giberélico e jasménico, na
producdo e na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, na osmoprotecao e na
defesa de patégenos (HANSCH; MENDEL, 2009; DIXON; STOCKWELL, 2014;
FOURCROY et al., 2014; BRIAT et al., 2015). As enzimas que atuam na transferéncia
de elétrons utilizam o Fe como cofator de escolha, sendo estas enzimas envolvidas
em uma variedade de reacdes redox reversiveis (FOURCROY et al., 2014), como
transporte de elétrons. Além disso, € importante na fixacdo de nitrogénio (JEONG;
GUERINOT, 2009; MARENCO; LOPES, 2009; BRIAT et al., 2010; MULLER et al.,
2015). Tanto o excesso como a deficiéncia por Fe em plantas causa reducdo da
producédo de clorofila (BRIAT et al., 2015; ROUT; SAHOO, 2015). E pode provocar
ainda disturbios nutricionais e danos oxidativos que afetam negativamente a producao
agricola (AUDEBERT; FOFANA, 2009; STEIN et al., 2014).

Considerando as inumeras variacbes de producdo de massa, respostas
bioguimicas, anatdmicas e producdo de OE e a escassez de informacbes sobre
efeitos do elemento Fe em respostas a diferentes condi¢cdes de luz nesses processos
bioldgicos, sdo, portanto, cruciais. O Fe influencia inUmeras reacdes metabolicas
vitais, exercendo efeitos diretos sobre a producdo de compostos dos metabolismos
primario e especializado, além de modificar a prépria anatomia da planta (JAIN;
CONNOLLY, 2013), enquanto, a luz em plantas medicinais influencia ndo s6 o
crescimento, mas também a producdo de OE. Por exemplo, plantas de M. piperita
cultivadas sob alta intensidade de luz revela incremento no crescimento e na producao
de 6leo essencial (COSTA et al., 2012).

A M. piperita € uma espécie de importancia econdmica, destacando-se entre
as plantas medicinais, sobretudo, devido as suas propriedades terapéuticas
comprovadas e sua inclusdo na Farmacopeia de diferentes paises. Dessa forma, a
importancia de estudos sobre o comportamento fisioldgico, bioquimico e anatdémico
dessa espécie consiste em gerar conhecimentos que possibilitem determinar

condicoes ideais de cultivo, a fim de alcancar maiores indices de produtividade,
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qguantidade e qualidade de principios ativos de interesse econ6mico, biolégico e
farmacoldégico.

O presente estudo tem como objetivo geral analisar efeitos da aplicacdo de Fe
e da intensidade de radiacdo solar em respostas fisioldgicas, bioquimicas e

anatbmicas em plantas de M. piperita.
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CHAPTER 1

Irradiance and application of iron intensifies responses of the primary metabolism and
antioxidants of plants of Mentha piperita L. *
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Abstract

The present study aimed to analyze the synthesis of pigments, gas exchange, chlorophyll a
fluorescence and antioxidant in peppermint plants (Mentha piperita L.) submitted to iron (Fe)
application and exposed to different levels of irradiance. Therefore, the plants were distributed
in a completely randomized design and subjected to five levels of Fe, that is, equal to 0
(contral), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L and exposed to two irradiance conditions, i.e. 50% (Iso%) and
100% of full sunlight (l100%). The evaluations of gas exchange, pigment content, chlorophyll a
fluorescence and antioxidant enzyme activities were made within 48 hours after Fe application.
Results indicated that greater sensitivity and higher Fe concentrations are caused by
photosynthesis impairment, such as internal CO concentration (Ci) and water use efficiency;
in addition to oxidative stress and the inability to extinguish excess energy between
photosystems, such as the increase in the photochemical extinction coefficient (qP) and the
decrease in non-photochemical quenching (NPQ). The Iso% condition increased the values of
chlorophylls (a and b), carotenoids, Ci, transpiration, minimum fluorescence in light adapted
leaves (Fo'), maximum fluorescence in dark (Fm) and light (Fm') adapted leaves, antenna
quantum efficiency (Fv'/Fm"), variable fluorescence adapted to light (Fv') and dark (Fv). Results
showed that full sunlight (l.00%) increased Fo and the electron transport rate. M. piperita plants
are more sensitive to the solar irradiance variations than Fe applications in a short evaluation
period after the application of iron.

Keywords: Peppermint. Shading. Mineral stress. Metabolites.

1.1 Introduction

Peppermint, botanically known as Mentha piperita L., is an herbaceous plant with
medicinal properties, belongs to family Lamiaceae (Grisi 2006). Peppermint essential oil is
globally consumed as food additives, oral care products and pharmaceutical preparations
(Malaquias et al. 2014; Siqueira et al. 2017). However, the essential oil production depends
on several factors, such as cultivation area, solar radiation intensity, water availability and

nutrients from soils.
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Iron (Fe) is an essential micronutrient to preserve several cellular, metabolic, and
physiological functions in plants (L6pez-Millan et al. 2013; Mahender et al. 2019); Fe plays a
crucial role in CO; fixation and yield (Briat et al. 2010; Pereira et al. 2013). Fe also participates
in electron transfer through reversible redox reactions (Pereira et al. 2013; Fourcroy et al. 2014,
Chen et al. 2015). Thus, high Fe applications increase oxidative stress and reactive oxygen
species (ROS) (Robello et al. 2007; Kobayashi and Nishizawa 2012; Sharma et al. 2012), such
as hydrogen peroxide (H202), superoxide (O.) and hydroxyl radicals (OH") (Gill and Tuteja
2010; Asensio et al. 2012). Stopping uncontrolled oxidation caused by antioxidant enzymes is
needed to limit progressive oxidative damage. Therefore, superoxide dismutase (SOD) plays
a protective role against the harmful effects of ROS, which requires Fe as a cofactor.
Superoxide dismutase is within several cellular compartments and is involved in the
detoxification of O? to H,O: (Sinha and Saxena 2006; Sharma et al. 2012). Besides, catalase
and peroxidases also participate in this protection mechanism (Da Costa et al. 2005; Sharma
et al. 2012).

Moreover, solar radiation is indispensable for photosynthesis, pigment synthesis,
Calvin cycle, electron transport and biomass production (Wang et al. 2013b; Yang et al. 2014;
Kong et al. 2016; Habibi 2018). The intensity and quality of solar radiation changes growth
patterns and various physiological and biochemical characteristics of plants (Brant et al. 2009;
Yang et al. 2018a). Shade stress reduces photosynthetic rate in Cs plants (Su et al. 2014; Yao
et al. 2017; Khalid et al. 2019) and blocks electron transport from PSII to PSI; consequently,
reducing chlorophyll a fluorescence (Yao et al. 2017; Wu et al. 2017). Depending on the solar
radiation intensity, the levels of chloroplast pigments, carotenoids and anthocyanin can be
considered as important markers for plant environment (Martins et al. 2009). Pompelli et al.
(2010) found an increase in the value of the Fv/Fo quotient and maximum photochemical
efficiency (Fv/Fm), which showed higher values in plants grown in full sunlight than plants
grown in shade. Ni et al. (2020) found that the following parameters minimum fluorescence in
dark adapted leaves (Fo) and maximum fluorescence in dark adapted leaves (Fm) and Fv/Fm
increased in all plants when light intensity was reduced, suggesting that low light intensity
increases these values in Passiflora species of the genus in the end.

For vyield, physiological and biochemical variations influence environment and
management practices, such as mineral nutrition and solar radiation intensity. They all directly
reflect changes in primary metabolism and antioxidant system. Despite the importance and the
evolution of these factors in physiological and biochemical responses of plants, there is a
paucity of literature on the production of M. piperita with regards to yield.

Thus, the present study aimed to analyze the production of photosynthetic pigments,

gas exchanges, chlorophyll a fluorescence and responses to antioxidant systems of M. piperita
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plants subjected to Fe application and exposed to different solar radiation conditions in a short
period of time.

1.2 Material and methods

1.2.1 Study location

This study took place at the Department of Biostatistics, Plant Biology, Parasitology
and Zoology in the Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista - UNESP,
Botucatu, state of Sdo Paulo. Therefore, the experiment was conducted in a greenhouse with
humidity and temperature control, located at the following GPS coordinates: 22°53'12.2 "S,
48°29'52.5" W. During the experiment, the average of daily minimum and maximum with a

mean of continuously recorded temperature were 27°C, 18°C and 22°C, respectively.

1.2.2 Plant material and treatments

The cuttings of Mentha piperita L. were obtained from matrix plants that were grown in
pots containing commercial substrate Tropstrato HT Hortalices®+Carolina soil® + soil, in the
1:1:1 proportion.

Shoots were selected, in which the 8 cm height cuttings were kept with the first four
pairs of leaves; they were then placed in expanded polystyrene trays with commercial
substrate Tropstrato HT Hortalices®. These cuttings were kept in an intermittent nebulization
chamber until rooting, according to Gongalves et al. (2020).

At 30 days after planting the cuttings and rooted, they were definitively transferred to
2.6 L pots by using the same substrate.

The iron (Fe) treatments were conducted through foliar application of fertilizer, that is,
13% Fe-EDTA dissolved in distilled water. The Fe levels were equal to 0 (control), 0.5, 1, 1.5
and 2 g L. These levels were based on the optimal foliar fertilization recommendation
proposed by EI-Emary et al. ( ) and previous observation tests.

In Fe solution, the pH was adjusted closing to 5.0, which is the ideal range of solubility
and efficacy of foliar application of fertilizer. The Fe application in M. piperita was proceeded
at 10 days after acclimatization in substrate and 4 days after acclimatized in different irradiance
conditions, that is, 50% (lso%) and 100% of full sunlight (l100%). Moreover, the evaluation was
performed within 48 hours after Fe application, i.e. 47-day-old plants.

The foliar feeding was performed using the commercial product Agral® (Nonil Fenoxi

Poli [Ethyleneoxy] Ethanol) as a spread agent in the 800 pL per liter of iron solution proportion.
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The application used a manual carbon dioxide (CO,) pressurized sprayer with a flow rate from
0.025 to 2500 gpm (0.09 to 9464 I/min) and 4000 PSI Fan Nozzle 276 Bar Pressure .

The Fe levels used in the different treatments were carried out on plants 44 days after
sowing. The foliar spraying was applied in the morning (9:00 am) at average temperatures
closing to 18 ° C and 80% relative humidity.

The plants were fertigated with Hoagland & Arnon nutrient solution 2, with ionic strength
reduced to 70%, pH adjusted to 5.5 - 6.5 and electrical conductivity was maintained between
1.5 - 2.5 mS cm?, according to Gongalves et al. (2020).

1.2.3 Evaluation of physiological variables

1.2.3.1 Gas exchange

The gas exchange evaluations were determined with a handheld photosynthesis
system enclosed COy/H.0 and infrared gas analyzer (WALZ-GFS-3000FL model). The
measurements were performed between 09:00 and 11:00 am; the plants were selected by
repetition from each treatment, in which the 2" or 3 |eaves were chosen and standardized,
and the limbus were completely expanded and photosynthetically active. With regards to gas
exchange, the following traits were evaluated: CO, assimilation rate (A, ymol CO, m? s?),
transpiration rate (E, mmol H,O m?s?), stomatal conductance (gs, mol H,O m2 s) and internal
CO- concentration in the leaf (Ci, ymol CO, mol*) (Caemmerer and Farquhar 1981).

The water use efficiency (WUE, umol CO, (mmol H,0)!) was determined by the relation
between CO;assimilation and transpiration rate (A/E) according to Berry and Downton (1983).
The instantaneous carboxylation efficiency of Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase-
oxygenase (commonly known as Rubisco) was calculated by the ratio of CO, assimilation rate
and CO; internal concentration in leaf (A/Ci) (Zhang et al. 2001).

The response curve of CO. assimilation rate versus photosynthetic photon flux
density (PPFD) was drawn at intervals of approximately 300 ymol m s till 100 pmol m2 s
and then, at intervals of 50 ymol m2 s; thus, showing the PPFD (umol of photons m2 s) for

the species (Fig. 1).
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Fig. 1 Photosynthetic photon flux density (PPFD, pumol m2s?) of the experiment irradiance

conditions: l1oo% (full sunlight) and lsos (50%)

1.2.3.2 Chlorophyll fluorescence a

The evaluations were performed in the morning with a
pulse amplitude modulated (PAM) fluorometers coupled in a handheld photosynthesis system
enclosed CO,/H20 and infrared gas analyzer (WALZ-GFS-3000FL model). The leaves were
acclimated and covered with aluminum foil to exclude light for 30 minutes. Then, a saturation
pulse (1000 umol m2s* at PPFD of 0.6 s) was applied to obtain the Fm (maximum fluorescence
in dark adapted leaves) and Fm' (maximum fluorescence in light adapted leaves). In addition
to the maximum fluorescence in light and dark adapted leaves, the values of Fo (minimum
fluorescence in dark adapted leaves), Fo' (minimum fluorescence in light adapted leaves),
Fv/Fm' (quantum antenna efficiency), Fv/Fm (maximum photochemical efficiency), Fv'
(variable fluorescence light adapted), Fv (variable fluorescence dark adapted), ETR (electron
transport rate), gP (photochemical dissipation) and NPQ (non-photochemical quenching),
according to Kitajima and Butler (1975); Bilger and Bjorkman (1990) and Schreiber and
Klughammer (2008).



24

1.2.4 Evaluation of biochemical variables

1.2.4.1 Chlorophyll a and b, carotenoid and anthocyanin contents

The contents of chlorophylls (a and b), carotenoids and anthocyanins followed the

methodology proposed by Sims and Gamon (2002).

1.2.4.2 Activities of antioxidant enzymes

Fully expanded and healthy leaves were selected, which were collected from 9:00 am
to 10:00 am and placed in plastic bags, wrapped in aluminum foil, and then frozen in liquid
nitrogen. These samples were stored in a freezer at - 80 °C.

The enzymatic extract for determining the activity of superoxide dismutase and
peroxidase was obtained by following the methodology proposed by Kar and Mishra (1976).
Therefore, 200 mg of fresh frozen leaf mass was macerated and frozen in liquid nitrogen. Then,
sample was homogenized in 5 ml of cold potassium phosphate buffer (0.1M, pH 6.8) and the
extract was centrifuged at 10,000 x g for 10 minutes at 4 ° C. The obtained supernatants were
separated in microtubes and frozen at -26 °C for further evaluation.

The guantification of total soluble proteins was determined according to an adaptation
of the methodology proposed by Bradford (1976). The reaction consisted of 100 pL of
enzymatic extract and 5000uL of Bradford reagent, composed of Coomassie Brilliant Blue G-
250 0.01% (w/v), ethanol 4.7% (w/v) and phosphoric acid 8, 5% (m/v), which was conducted
for 15 minutes, and the reading was performed on a spectrophotometer at 595 nm. To perform
the standard curve, sample was diluted in 100 mg of casein in 50 mL of 0.5 mol L'* NaOH
solution and the volume made up to 100 mL with deionized water. From this solution, the
standard curve for the quantification of proteins was developed.

The activity of the superoxide dismutase enzyme (SOD, EC 1.15.1.1) was determined
by the methodology described by Peixoto et al. (1999). The reaction was prepared in a dark
environment, consisting of 50 puL of enzymatic extract and 2950uL of potassium phosphate
buffer solution (50 mmol L, pH 7.8) containing methionine (13 mmol L), blue chloride of p-
nitrotetrazolium (NBT, 75 ymol L?) riboflavin (2 ymol L) and EDTA (100 nmol L?), totaling
3000uL. The reaction was conducted under light for 5 minutes and at room temperature. The
inhibition of NBT photochemical reduction was evaluated in a spectrophotometer at 560 nm.

The calculation of the specific activity of the enzyme was expressed in U mg™ of protein.
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The activity of the peroxidase enzyme (PODs, EC 1.11.1.7) was determined as
proposed by Teisseire and Guy (2000), using 30uL of the enzymatic extract, 500uL of
potassium phosphate buffer (50 mmol L%, pH 6.5) , 250uL of pyrogallol (1,2,3-benzenotriol, 20
mmol L) and 220uL of hydrogen peroxide (H202, 5 mmol L), totaling 1000pL. The reaction
was maintained for 5 minutes and the purpurogallin formation was evaluated in a
spectrophotometer, whose reading was performed at 430 nm. The specific activity of the
enzyme was calculated using its molar extinction coefficient (2.5 mmol L** cm™) and the activity

expressed in ymol of purpurogallin mint mg? of protein.

1.2.5 Experimental design

A completely randomized design was adopted with five replications in a 5x2 factorial
arrangement, that is, five Fe concentrations (equal to 0 [control], 0.5, 1, 1.5 and 2 g L) and
two different irradiance conditions (50% [lso%] and 100% [l100%] Of full sunlight). The evaluations
started within 48 hours after Fe applications. The experimental portion consisted of a vessel
containing a plant.

1.2.6 Statistical analysis

The results obtained were subjected to analysis of variance or regression analysis; the

means were compared by the Tukey test at 5% probability.

1.3 Results

COzcurve

Mentha piperita L. plants show assimilation peak around 1000 pmol photons m=2 s,
with reduction according to increased PPFD; thus, becoming more pronounced with 2000 pumol
photons m2 s, The drop in the CO, assimilation rate also occurred around 12 o' clock, due to

the gradual closure of the stomata (Fig. 2).
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Fig. 2 CO. assimilation rate (A, ymol m? s?) due the radiation of photosynthetic photon flux
density (PPFD, umol m2s?) in M. piperita plants

With regards to the data from the curve, the period from 9 am to 11 am was defined to
perform gas exchange evaluations, that is, a period when M. piperita plants had greater
stomatal opening and, consequently, a higher rate of CO; assimilation. Bearing in mind the
fact that the plants have a peak of CO, around 1000 pmol photons m? s (Fig. 2), we adopted
the amount of PPFD, according to the experimental conditions, at evaluation time (Fig. 1).

1.3.1 Effect of Fe application and solar radiation intensity on chlorophyll content

Under high irradiance conditions, there were no differences for chlorophyll a in the
presence or absence of Fe applications, whereas the 0.5 and 1 g L of Fe applications
increased the values of chlorophyll a in Isqe. The results of chlorophyll b are like chlorophyll a
under high irradiance conditions, since there are no changes in chlorophyll b levels associated
to Fe applications. Moreover, 0.5 and 1 g Fe L applications increased chlorophylls b levels
under low irradiance conditions. Plants kept in shaded environments cause more pronounced

values of chlorophyll b (Figs. 3A, B).
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Fig. 3 Average levels of chlorophyll a (A) and b (B) (ug g fresh matter?) in M. piperita plants
subjected to treatments with 0 (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe under two irradiance
conditions, lioo% (full sunlight) and Ise (50% irradiance), within 48 hours after Fe application.
Letters show the difference between treatments by the Tukey test (P <0.05). Values represent
means + standard deviation of 5 repetitions. Uppercase letters compare Fe concentration
averages and lowercase letters compare irradiance averages

Nevertheless, Fe application did not change the values of carotenoids levels under high
irradiance condition. But the Fe application at the highest concentrations (i.e., 1.5 and 2 g L)
reduced the carotenoid values in a shaded environment (Iso%) (Fig. 4A). Thus, lse% increases

carotenoids values, similarly to those observed in chlorophylls a and b (Figs. 4A; 3 A, B).
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Fig. 4 Average levels of carotenoids (A) and anthocyanins (B) (ug g fresh matter?) in M.
piperita plants subjected to treatments with 0 (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe under two
irradiance conditions, lioew (full sunlight) and Ise (50% irradiance), within 48 hours after Fe
application. Letters show the difference between treatments by the Tukey test (P <0.05).
Values represent means * standard deviation of 5 repetitions. Uppercase letters compare Fe
concentration averages and lowercase letters compare irradiance averages

The values of anthocyanins reveal that Fe application (1.5 g L) reduced the values of
photoprotectors in ligs, When compared to Fe application (2 g L) in Isgs. The Fe application
does not differ between plants in the presence or absence of foliar fertilization. Anthocyanins
values are generally higher under shaded environment and thereby when the Fe application
(0.5 and 1 g L'Y) was analyzed. The Fe applications showed no changes for anthocyanin values
in lioow (Fig. 4B).
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1.3.2 Effect of Fe application and solar radiation intensity on gas exchange variables

With regards to the treatments within 48 hours after Fe application, it was found that
Fe application did not influence CO; assimilation efficiency (A) in plants. However, the results
show the importance of light intensity (l100%) in increasing photosynthesis efficiency in plants,
that is, the rate of A was almost twice as high (10 ymol m=s) than those in shaded condition
(5.60 umol m2s?). The Fe application at the lowest concentration (0.5 g L) impaired the
stomatal opening, but did not reflect in A. Although the irradiance conditions did not change
the stomatal conductance (gs), it also did not restrict CO, uptake and neither reduced the
photosynthetic rate (Table 1).

Table 1 CO; assimilation (A, umol m s?), stomatal conductance (gs, mol m? s1), transpiration
(E, mmol m? s?) and carboxylation efficiency (A/Ci) in M. piperita plants, subjected to
treatments with O (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe under two irradiance conditions, lio%
(full sunlight) and Iso% (50% irradiance), within 48 hours after Fe application. Values represent
means * standard deviation of 5 repetitions

Fe

(g LY A (umol m?2st)  gs(molm?s?) E (mmolm2s?) A/Ci
0 8.20+0.58 0.22a+ 0.011 2.26ab+0.10 0.024+0.002
0.5 7.89+0.65 0.17b+0.008 1.96b+0.06 0.026+0.003
1 7.39+0.43 0.20ab+0.005 2.39a+0.08 0.023+0.002
1.5 6.83+0.61 0.18ab+0.010 2.28ab+0.06 0.021+0.002
2 7.71+0.67 0.18ab+0.009 2.26ab+0.07 0.024+0.002
Irradiance (%)
l100% 9.59a+0.13 0.20a+0.004 2.11b+0.03 0.03a+0.0004
500 5.62b+0.09 0.18b+0.0029 2.35a+0.02 0.01b+0.0005
Significance
Fe n.s. <0.005 <0.005 n.s.
Irradiance <0.001 <0.005 <0.005 <0.001
Fe
X irradiance n.S. n.S. n.s. n.s.

Averages followed by the same letter, in the column, do not differ significantly by the Tukey

test at 5% significance.

n.s - not significant differences, + standard error.

The treatments with the lowest Fe concentration (0.5 g L) had the lowest E, compared
to plants with 1 g L of Fe. However, it is quite similar to the results of gas; therefore, there is
a tendency to increase in water use efficiency (WUE) in a light environment (Table 1; Fig. 5B),

since WUE comes by dividing the values of the rate of A over the rate of E; thus, enabling
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water storage to be used in other vital functions for these plants metabolism. E, which is directly
related to gs, showed higher values in a shaded environment (Table 1).

The presence of Fe does not influence the carboxylation efficiency (A/Ci), which is
consistent with the results of A, while the presence of light is essential to increase such activity
(Table 1).

In l100%, the Fe application at the lowest (0.5 g L™?) and highest (2 g L) dose, reduces
the internal CO2 concentration of (Fig. 5A); consequently, correlating with the reduction of gs
(Table 1). In Ison%, the application of Fe does not alter the internal CO- concentration (Fig. 5A).
In general, the highest values of internal CO; are observed in plants exposed to low irradiance

conditions, due to the lower activity of the rubisco enzyme (RuBP) (Fig. 5A, Table 1).
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Fig. 5 Internal CO2 concentration (Ci, pmol mol?) (A) and water use efficiency (WUE, umol
CO, (mmol H,0)?) (B) in M. piperita plants subjected to treatments with 0 (control), 0.5, 1, 1.5
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and 2 g L of Fe under two irradiance conditions, l100% (full sunlight) and Ises% (50% irradiance),
within 48 hours after Fe application. Letters show the difference between treatments by the
Tukey test (P <0.05). Values represent means * standard deviation of 5 repetitions. Uppercase
letters compare Fe concentration averages and lowercase letters compare irradiance
averages

In l100%, the Fe concentration of 1.0 and 1.5 g L reduced WUE in M. piperita plants.
However, the lowest and highest concentration of iron did not differ from those that received
Fe applications in both irradiance conditions (Fig. 5B). In addition, we can say that A influenced
the WUE in high irradiance conditions (Table 1; Fig. 5B). Regardless of the Fe application, M.
piperita plants do not change in both WUE and internal CO; concentration in shaded condition
(Figs. 5A, B).

1.3.3 Effect of Fe application and solar radiation intensity on chlorophyll a fluorescence
variables

For chlorophyll a fluorescence variable, the light factor overlaps the applications with
Fe element, revealing that this species is more sensitive to irradiance changes when the
photosynthetic apparatus is affected. In general, Fe application infers on the ability to maintain
the photosynthetic apparatus in M. piperita plants subjected to different irradiance conditions
(Table 2).

The Fe application and irradiance conditions do not modify the maximum quantum yield
(Fv/Fm), as well as it does not modify the minimum fluorescence in dark adapted leaf (Fo).
However, the presence of greater irradiance (lio0%) increases Fo. The lowest values of the
Fv/Fm ratio occurred in plants subjected to full sunlight (l100%) (0.678) and, then, increasing in
conditions of shaded environment (Iso%), that is, 0.736. Thus, the reduction in the quantum
efficiency of PSIl occurred due to the light intensity, which can cause photoinhibition (Table 2).
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Table 2 Minimum fluorescence in dark adapted leaf (Fo) and to the light adapated leaf (Fo'), maximum fluorescence of dark adapted leaf (Fm)
and to the light adapted leaf (Fm'), quantum antenna efficiency (Fv'/Fm') , maximum photochemical efficiency (Fv/Fm), variable fluorescence
adapted to light (Fv') and electron transport rate (ETR) in M. piperita plants, subjected to treatments with O (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe
under two irradiance conditions, lioew (full sunlight) and Ise% (50% irradiance), within 48 hours after Fe application. Values represent means *
standard deviation of 5 repetitions

Fe
(gL Fo Fo' Fm Fm’ Fv’/Fm’ Fv/Fm Fv’ ETR
0 149.48+12.49 391.51+7.27 2096.04+23.24 1353.15+71.88 0.70+0.011 0.92+0.07 961.63+65.33 69.20+4.66
0.5 126.58+7.56 381.21+9.79 2140.12+43.65 1445.65%+23.65 0.73£0.030 0.94+0.003 1045.65+97.80 72.30+4.79
1 124.71+9.28 395.15+6.85 2032.01+72.92 1362.74+72.05 0.70+0.010 0.94+0.005 967.58+65.47 70.05+4.24
15 135.66+£3.67 366.31+8.59 2004.48+34.10 1257.15+69.38 0.68+0.012 0.93+0.002 823.82+64.84 69.88+4.55
2 116.49+5.04 399.90+3.99 2175.29+30.97 1456.35+21.84 0.72+0.002 0.94+0.002 1056.45+18.49 78.11+5.26
Irradiance (%)
l100% 136.02a+3.96 371.76b+2.08 1980.59b+15.59 1216.16b+17.66 0.67b+0.004 0.93+0.002 818.20b +17.93 88.36a+0.93
[50% 125.14b+2.50 401.88a+3.27 2198.58a+13.25 1533.86a+19.88 0.73a +0.007 0.94+0.001 1123.85a+25.86 55.46b+0.46
Significance
Fe n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Irradiance <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 n.s. <0.001 <0.001
X irraF(?iance n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Averages followed by the same letter, in the column, do not differ significantly by the Tukey test at 5% significance.
n.s - not significant differences, + standard error.
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The higher the light intensity there are (lioo%), the more the decrease in the values of
Fm, Fo', Fm', Fv'/Fm' and Fv'. The decline in the values of the maximum fluorescence in dark
adapted leaf (Fm) and the reduction in Fv/Fm’ are associated to the reduction of PSII ability
to reduce the primary acceptor, i.e. quinone A; consequently, impacting in the photochemical
reactions. For Fm, the average values in lio0% and lsos were equal to 1980.594 and 2198.585,
respectively. The values of ETR in lsos and l100% were 55.460 and 88.365, respectively. For Fv’,
Fm’and Fo’, the values were higher in lso (Table 2).

M. piperita plants grown without foliar fertilizer exhibited a lower qP, when compared to
those sprayed with 2 g L of Fe. In the present study, there are no changes in gP in the different

irradiance conditions (l1o0% and lsoe) (Fig. 6).
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Fig. 6 Photochemical extinction coefficient values (gP) in M. piperita plants subjected to
treatments with 0 (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe under two irradiance conditions, l100%
(full sunlight) and Isee (50% irradiance), within 48 hours after Fe application. Letters show the
difference between treatments by the Tukey test (P <0.05). Values represent means +
standard deviation of 5 repetitions. Uppercase letters compare Fe concentration averages and
lowercase letters compare irradiance averages

The results of NPQ shows that Fe application at the highest concentration continues to
reduce the NPQ values, similarly to the Isow, in which the NPQ values were lower. NPQ reduces
the efficiency of photochemical reactions and is one of the main components of

photoprotection, as observed in the present study in a full sunlight condition (Fig. 7A).
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Fig. 7 Non-photochemical quenching (NPQ) (A) and variable fluorescence (Fv) (B) in M.
piperita plants subjected to treatments with 0 (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe under two
irradiance conditions, ligow (full sunlight) and Ise, (50% irradiance), within 48 hours after Fe
application. Letters show the difference between treatments by the Tukey test (P <0.05).
Values represent means + standard deviation of 5 repetitions. Uppercase letters compare Fe
concentration averages and lowercase letters compare irradiance averages

In relation to Fv, lioos and 1 g L of Fe causes a reduction in the average values of Fv,
compared to 2 g L'1. There was a linear decrease in the values of Fv and, then, an increase in
the level of irradiance, that is, with a value of 1848.1824, while the value of Fv is equal to
2073.371 in lsox (Fig. 7B).



35

1.3.4 Effect of Fe application and solar radiation intensity on antioxidant system
variables

Within 48 hours after Fe application, the peroxidase enzyme showed no detectable
differences between Fe treatments in li00%, that is, all treatments showed similar activities. In
lsos, 2 g L of Fe increased peroxidase activity, that is, the combination of these factors can
disrupt membrane curvature. Furthermore, the average values of POD were higher in this

condition with 2 g L of Fe, compared to lioo% With 2 g L™ of Fe (Fig. 8A).
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Fig. 8 Activity of the enzyme peroxidase (POD, ymol of purpurogallin min'* mg* of protein) (A)
and superoxide dismutase (SOD, U mg? of protein) (B) in M. piperita plants subjected to
treatments with O (control), 0.5, 1, 1.5 and 2 g L of Fe under two irradiance conditions, l100%
(full sunlight) and Isey (50% irradiance), within 48 hours after Fe application. Letters show the
difference between treatments by the Tukey test (P <0.05). Values represent means +
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standard deviation of 5 repetitions. Uppercase letters compare Fe concentration averages and
lowercase letters compare irradiance averages

Within 48 hours after Fe application, it was noticed that the l100% and the highest Fe
concentration increased SOD activity, whereas the two highest concentrations of Fe (1.5 and
2 g LY) increased this enzyme activity in shaded environment. With regards to the chemical

stress signaling, SOD remained higher in plants in the lowest light condition (Iso%) (Fig. 8B).

1.4 Discussion

Peppermint plants (M. piperita L.) have higher gas levels and CO, assimilation (A)
between 9 and 11 am. Therefore, it appears that CO, absorption and photosynthetic yield
increases proportionally to the continuously increase in radiation (Larcher 2006; Schock et al.
2014). However, the plant does not respond, in photosynthetic terms, under intense radiation;
thus, reaching the so-called saturation point (Fig. 2). At this point, the plant is no longer limited
by light, but by other factors such as the activity of Rubisco (RuBP), an enzyme responsible
for assimilation and/or the CO; availability (Vieira et al. 2010).

The Fe application does not modify the CO; assimilation rate in M. piperita plants (Table
1). Although this element is closely related to the photosynthetic apparatus, it is therefore a
basic constituent of chloroplasts (Jeong and Guerinot 2009). Plants that received 0.5 g L of
Fe also tend to present a reduction in the rate of transpiration (E), minimizing possible damage
resulted from this process (Table 1).

The results reveal the importance of the presence of light (lio%) in increasing the
efficiency of photosynthesis, despite not modifying the gs. Therefore, M. piperita plants have
a specific and different response to gas and A in different treatment conditions (Table 1).
Kumar et al. (2013) reported that low irradiance causes a reduction in gs and liquid
photosynthesis rate and stomatal responses are slower than A, which can cause an imbalance
between gs and A. In addition, the loss of water vapour, that is, perspiration (E), is not
proportional to gs. If no other environmental factors limit gas exchange, after the point of light
compensation, the absorption of CO; linearly follows the increase in radiation until reaching
the saturation point (Larcher 2006; Floss 2008) (Table 1).

The Fe application does not alter A/Ci and, therefore, like the result of A. While, the
presence of light is essential to increase the fixation and use of CO, by RuBP (Table 1; Fig.
4B). This result can be justified, since the higher incidence of radiation intensifies the plants

metabolism, which reflects in greater efficiency of fixation and use of CO,, justifying even
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higher values of internal CO: in plants under shading conditions, due to the low RuBP activity
(Table 1; Fig 5A) and may also be related to the reduction in gs at the same time, as it perceives
a tendency to increase under high irradiance conditions (l100%) (Table 1).

In shadowless condition (l100%), the application of the lowest concentration of Fe (0.5 g
L) and the highest (2 g L) reduces the internal CO2concentration (Fig. 5A), coinciding in part
by the reduction in gs. In conditions of shaded environment, regardless of the Fe concentration,
WUE and Ci do not change (Figs. 5A, B). However, it increases the values of chlorophyll a and
b, with 0.5 and 1 g L of Fe in Isos (Figs. 3 A, B). Thus, the presence of Fe affects the production
of photosynthetic pigments, confirming the importance of such element for chlorophyll
biosynthesis (Msilini et al. 2011). Pinto et al. (2016) found a reduction in the levels of
chlorophylls a and b in rice cultivars after seven days of exposure to Fe (7 mM), that is, the
applications of 0.5 and 1 g L* of Fe in the present study do not cause toxicity to the species.

The lIsos condition increases the carotenoid values, similarly to those observed for
chlorophylls a and b (Fig. 4A; Figs. 3A, B). The reductions in the content of these light collectors
demonstrate their possible degradation due to the high light intensity. In addition, the increase
in the levels of chlorophylls in the leaves in shading condition characterizes a plant strategy to
this limiting condition, that is, of less incident photosynthetically active radiation. Thus,
reductions in carotenoids reveal that excess energy caused the excitation of chlorophyll to
dissipate to avoid photoinhibition damage. Souza et al. (2016) found in plants such as
Heliconia psittacorum cv. Golden Torch and H. bihai cv. Humilis that chlorophyll a, b and total
indices were higher in treatments corresponding to 50% shading, compared to those with
higher light levels. These authors also reinforce that full sunlight can harm or inactivate the
photosynthetic system (photoinhibition). Wondracek et al. (2011) observed higher values of
carotenoids under high irradiance, due to their action as a mitigating agent for the
photooxidation of chlorophylls.

In this study, the responses of anthocyanins are dependent on the environment and Fe
concentration. The association of 0.5 and 1 g L' of Fe and Isos increased anthocyanins values,
but a reduction was observed at 1.5 g L™t in l100%. Anthocyanins were therefore higher in shaded
environment (Fig. 4B). Thus, the changes of light exposure in cultivation area provide
adjustments to the photosynthetic apparatus of M. piperita plants; thus, resulting in greater
efficiency in the absorption and transfer of energy to the photosynthetic processes.

The fluorescence of chlorophyll a is strongly influenced by the amount of light (Baker
and Rosengvist 2004; Pietrini et al. 2005), according to the values of Fm, Fo', Fo, Fm', Fv'/Fm'
and Fv' (Table 2), demonstrating that the species is more sensitive to irradiance changes than

Fe application. Regarding the high irradiance (l100%), this result can be explained because the



38

plant has a limit of light energy absorption capacity (Gongalves et al. 2012), possibly due to
the saturation of photosynthetic machinery under high irradiance conditions.

The lowest values of the Fv/Fm ratio occurred in plants subjected to the full sunlight
exposure (0.678), increasing under shaded environment (0.736) (Table 2). Maximum quantum
yield (Fv/Fm) is widely used to detect disturbances induced by stress in the photosynthetic
apparatus (Maxwell and Johnson 2000; Baker and Rosengvist 2004). In non-stressful
conditions, the value of maximum quantum efficiency Fv/Fm varies between 0.78 and 0.83 for
most species (Osmond 1994). Pinto et al. (2016) found in rice cultivar that Fe application
reduces Fv/Fm and increases Fo values (p <0.05). Such changes also occurred with the
reduction of chlorophyll values. These changes also indicate impairment in the energy transfer
from the antenna pigments to the reaction center; and an increase in susceptibility to
photoinhibition with a reduction in the efficiency of PSIl in primary photochemical reactions
(Table 2; Figs. 3 A, B).

The rates of ETR of M. piperita plants considerably increase in conditions of greater
irradiance, presenting a pattern like the CO; assimilation curve (Table 2; Fig. 2). The lower
ETR values were not associated with the gP values, suggesting greater use of the radiant
energy absorbed in photochemical processes, as well as greater energy dissipation in the form
of heat, as observed by the decreases in Fv'/Fm'; therefore, the Fv/Fm ratio remained above
0.90 (Table 2; Fig. 6), photosynthetic photoinhibition under excess Fe is unlikely to have
occurred (Logan et al. 2007). Rezende (2012) found a reduction in the Fv/Fm and ETR ratio
in jatoba plants under irradiance of 1700 umol m? d*, indicating that the species had little
protection against light stress.

High Fe application (2 g L?) increases qP and NPQ (Figs. 6, 7A). Pinto et al. (2016)
found that the excess Fe also reduced the NPQ values, even after the first day of plant
exposure. NPQ reduces the efficiency of photochemical reactions and is one of the main
photoprotection components, as observed in the present study under full sunlight (l100%) (Fig.
7A). However, the excess energy can reduce quantum efficiency and lead to photoinhibition
under certain environmental conditions (Essemine et al. 2012; Kim and Apel 2013; Saez et al.
2013; Wituszynska et al. 2013). Another parameter of rapid fluorescence kinetics is called
variable fluorescence (Fv). Fv represents an increase in fluorescence from Fo to Fm
(Campostrini 2001). Fv has been widely used as a measure of the efficiency of PSII
photochemistry (Krause and Weis 1991; Govindjee 2004), since PSI fluorescence is very low
and constant (Giovagnetti et al. 2015), the li00% condition causes a reduction in the mean Fv
values (Fig. 7B).

The Iso% and 2 g L of Fe increased the POD activity. In l100%, the Fe application also

increased SOD activity, similarly, to shaded environment (Figs. 8A, B). In the presence of Fe,
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POD and SOD must be co-regulated during stress because an imbalance in their ratio can
cause the conversion of H>O: into hydroxyl radicals, via Fenton reactions (Kultz 2005),
affecting the integrity of the membranes. The results indicate that the species studied increases
the activity of antioxidant enzymes against ROS in shaded environment, possibly due to the
more unfavorable condition for the species production, including the photosynthetic photon
flux density (Chang et al. 2013).

1.5 Conclusions

The responses to different iron concentrations in M. piperita plants are related to the
antioxidant system and the plasticity in the light use. The greater sensitivity to the higher iron
concentrations are caused by the impairment in the internal CO; concentration, water use
efficiency, non-stomatal limitation as triggered by oxidative damage and, consequently,
inability to extinguish the excess energy between the photosystems. The levels of chlorophyll
(a and b), carotenoids and anthocyanins can be initially used as important markers of the
species in the environment. In addition, peroxidase and superoxide dismutase play an
associated role to minimize oxidative damage.

The responses of M. piperita plants are more sensitive to the variation of irradiance
conditions than Fe application in a short evaluation period.
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CAPITULO 2

FERRO EXOGENO E INTENSIDADE DE RADIA(}AO SOLAR MODIFICA
RESPOSTAS DO METABOLISMO PRIMARIO DE Mentha piperita L.

RESUMO

O presente estudo tem como objetivo analisar a producéo de biomassa, carboidratos,
pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a em plantas de
horteld-pimenta (Mentha piperita L.) submetidas a aplicacao de ferro (Fe) exégeno em
diferentes condigdes de irradidncia. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, com controle de umidade e temperatura. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial com 2 fatores: concentragdes de Fe (5
concentracdes) e 2 condigdes de irradiancia lioo% (pleno sol) e Isou (irradiancia 50%).
As concentracgdes de Fe aplicados via foliar foram: O (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L"
1 e duas condicdes de irradiancia, lioow € lsow. Foram realizadas avaliagbes de
crescimento, teores de pigmentos, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e de
carboidratos. Os resultados revelam que plantas de M. piperita com aplicagcbes de
baixas concentracfes de Fe modificam positivamente a producéo de clorofila b e a
taxa de assimilacdo e uso de COz, incrementando o rendimento em biomassa total.
Concentragdes mais elevadas de Fe tendem a reduzir a concentragéo interna de COz,
bem como a eficiéncia de uso de agua, além de afetar a eficiéncia quantica da antena
(Fv/Fm’) e coeficiente de dissipacao fotoquimica (gP), refletindo negativamente na
produtividade de plantas de M. piperita. No entanto, concentragbes mais elevadas de
Fe tendem a elevar a producéo de acucares, em ambas as condi¢ces de irradiancia.
A condi¢do com nivel mais elevado de irradiancia (l100%), altera consideravelmente a
alocacao de carboidratos, permitindo maior producédo de massa seca da parte aérea,
caule e raizes em resposta a maior eficiéncia de assimilacéo e uso de CO: e da taxa
de transporte de elétrons (ETR). Em condicdo de ambiente sombreado (lso), as
plantas de M. piperita investem mais em complexos coletores de luz. Essa condigéo
eleva ainda os valores de fluorescéncia minima da folha adaptada ao claro (Fo'),
fluorescéncia maxima da folha adaptada ao escuro (Fm) e ao claro (Fm'), eficiéncia
guantica da antena (Fv/Fm’) e fluorescéncia variavel adaptada ao claro (Fv’). Conclui-
se que, a aplicacdo de Fe e as diferentes condicbes de irradiancia promovem
importantes mudangas no crescimento, teores de pigmentos fotossintéticos, trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a e a producéo de carboidratos. De maneira geral,
a producgéo de M. piperita pode ser realizada com aplicagbes menores de Fe e em
condi¢do com maior radiagcéo solar para obter o melhor crescimento e rendimento de
folha seca, caule e raiz.

Palavras-chave: Menta. lon divalente. Energia da luz. Metabolismo primario.
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CHAPTER 2

EXOGENOUS IRON AND SOLAR RADIATION INTENSITY CHANGES THE
PRIMARY METABOLISM OF Mentha piperita L. PLANTS

ABSTRACT

This study aims to analyze the production of biomass, carbohydrates, photosynthetic
pigments, gas exchange and chlorophyll a fluorescence in peppermint plants (Mentha
piperita L.) submitted to the application of exogenous iron (Fe) under different
irradiance conditions. The experiment was carried out in a greenhouse, with humidity
and temperature control. The experimental design was completely randomized in a
factorial scheme with 2 factors: concentrations of Fe (5 concentrations) and 2
conditions of irradiance lioo% (full sun) and Iso% (irradiance 50%). The concentrations
of Fe applied via leaf were: 0 (control), 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g L'* and two irradiance
conditions, lioo% and lIso%. Growth evaluations, pigment levels, gas exchange,
chlorophyll a fluorescence and carbohydrates were carried out. The results reveal that
plants of M. piperita with applications of low concentrations of Fe positively modify the
production of chlorophyll b and the rate of assimilation and use of CO2, increasing the
yield in total biomass. Higher concentrations of Fe tend to reduce the internal
concentration of COz, as well as the efficiency of water use, in addition to affecting the
antenna's quantum efficiency (Fv'/Fm’) and photochemical dissipation coefficient (qP),
reflecting negatively on the productivity of M. piperita plants. However, higher
concentrations of Fe tend to increase sugar production, under both irradiance
conditions. The condition with the highest level of irradiance (l100%), considerably alters
the allocation of carbohydrates, allowing greater production of dry matter of the aerial
part, stem and roots in response to greater efficiency of assimilation and use of CO:2
and the rate of transport of electrons (ETR). In a shaded environment (Iso%), M. piperita
plants invest more in complex light collectors. This condition also increases the values
of minimum fluorescence of the sheet adapted to light (Fo'), maximum fluorescence of
the sheet adapted to dark (Fm) and to light (Fm'), quantum antenna efficiency (Fv'/Fm’)
and fluorescence variable adapted to the light (FVv'). It is concluded that the application
of Fe and the different conditions of irradiance promote important changes in growth,
levels of photosynthetic pigments, gas exchange, chlorophyll a fluorescence and
carbohydrate production. In general, the production of M. piperita can be carried out
with smaller applications of Fe and in conditions with greater solar radiation to obtain
the best growth and yield of dry leaf, stem and root.

Keywords: Mint. Divalent ion. Light energy. Primary metabolism.
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2.1INTRODUCAO

A horteld-pimenta (Mentha piperita L.) € uma espécie da familia Lamiaceae que
produz 6leo essencial (OE) amplamente utilizado nas industrias de alimentos,
cosmética e farmacéutica, possuindo propriedades antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana, antialérgica e imunomoduladora, além de a¢éo no trato digestivo (LV
et al., 2012; MCKAY; SAHARKHIZ et al., 2012; SHABRANGI; BEIGIJAZI, 2014).

Atividades metabdlicas das plantas medicinais sdo influenciadas pelas
condicbes ambientais que, influenciam a fotossintese e a respiracdo e,
eventualmente, a produtividade biolégica e econdbmica dessas plantas (GOBBO-
NETO et al.,, 2007; MORAIS, 2009; PEDO et al., 2014). Nas reacdes luminosas, a
energia da luz € wusada para produzir adenosina trifosfato (ATP) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que sdo entdo usados para a
fixacdo de carbono, que, por sua vez, sao transformados em carboidratos e produgéo
de oxigénio durante a fase independente de luz (CHEN; MURATA, 2011). Dessa
maneira, a radiacdo solar € um fator ambiental fundamental para as plantas devido a
sua acgéao direta ou indireta na regulacao do crescimento e desenvolvimento (SOUZA
et al., 2010; DALMOLIN et al., 2015).

Estudos realizador por Lima et al. (2011) verificaram que a intensidade de luz
influencia o crescimento de mil-folhas (Achillea millefolium), sendo que o
sombreamento reduz o acumulo de biomassa seca da parte aérea, caule, folhas e
flores. Pompelli et al. (2010) verificaram eleva¢édo do valor do quociente Fv/Fo e de
FW/Fm em plantas cultivadas a pleno sol em comparacdo as plantas cultivadas a
sombra. Mielke et al. (2010) observaram na espécie Eugenia uniflora alteracao no teor
de clorofilas a, b e total em plantas sob diferentes niveis de radiacédo luminosa.

Adicionalmente, € amplamente relatado que aplicacédo foliar de micronutrientes
melhora a produtividade das plantas cultivadas (KALIDASU et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2011), inclusive medicinais. O micronutriente ferro (Fe) é o terceiro nutriente mais
limitante para o metabolismo vegetal (ZUO; ZHANG, 2011; SAMARANYKE et al.,
2012), pois influencia diretamente a producédo vegetal, exercendo papel essencial no
funcionamento de multiplos processos metabdlicos e enzimaticos, relacionados ao
transporte de oxigénio e elétrons, fixagdo de nitrogénio e diviséo celular (BRIAT, 2007,
JEONG; GUERINOT, 2009; BASHIR et al, 2011; THOMINE; VERT, 2013). No entanto,
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o Fe encontra-se pouco disponivel na maioria dos solos (MARSCHNER et al., 2011)
e sua absorcao pela planta ocorre preferencialmente na forma idnica de Fe2* (LOPEZ-
MILLAN et al., 2013). Uma vez absorvido pelas raizes, o Fe é carregado no xilema e
translocado para a parte superior através do fluxo transpiratério (BECKER; ASCH,
2005; KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012).

O excesso de Fe afeta o crescimento, causando disturbios nutricionais e danos
oxidativos que afetam negativamente a producao agricola (DE DORLODOT et al.,
2005; PEREIRA et al., 2014; STEIN et al., 2014; MULLER et al., 2015; WU et al.,
2017). O excesso de Fe também eleva coeficientes de extincdo nado-fotoquimica
(NPQ), indicando que existe ativacdo de mecanismos fotoprotetores, que nao sao
suficientes para evitar o processo de fotoinibicdo, indicado por uma reducao
significativa na eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema Il (PSIl) (Fv/Fm) e
extingdo fotoquimica (gP). Além disso, folhas com deficiéncia de Fe revelam reducéo
da eficiéncia do PSII, apds adaptacao ao escuro (MORALES et al., 2000).

Portanto, estudos com o elemento Fe merece destaque por sua influéncia no
metabolismo vegetal. No entanto, a eficiéncia quanto a resposta das plantas ao Fe é
influenciada também pelos fatores ambientais, como a radiacdo solar que, por sua
vez, afetam ndo somente o crescimento e desenvolvimento, mas, também, causa
impacto na fotossintese e respiracdo das plantas. Dessa forma, considerando a
analise de produtividade vegetal, a aplicacdo foliar de Fe e em associacdo com
diferentes condicfes de radiacdo solar podem atuar como importantes fatores para
regular diversas respostas fisiolégicas das plantas, contribuindo inclusive com a
produtividade da M. piperita.

Tendo em vista a importancia econdmica e medicinal da M. piperita,
investigacbes a respeito do comportamento fisiologico dessa espécie e suas
respostas as condi¢cdes ambientais sdo necessarias para avaliar métodos de cultivo e
os fatores que afetam a sua produtividade. Dessa forma, o presente estudo tem como
objetivo analisar a producdo de biomassa, pigmentos fotossintéticos, carboidratos,
trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a de plantas de M. piperita submetidas a
aplicacao foliar de Fe em diferentes condicdes de irradiancia.


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-90162016000300217#B5
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-90162016000300217#B5
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-90162016000300217#B26
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2.2MATERIAL E METODOS

2.2.1 Local de estudo

O experimento foi conduzido no Departamento de Bioestatistica, Biologia
Vegetal, Parasitologia e Zoologia - Setor de Biologia Vegetal, IBB, UNESP,
Botucatu/SP, em casa de vegetacao, com controle de umidade e temperatura e com
as seguintes coordenadas geograficas: 22°53'12.2"S, 48°29'52.5"W.

Durante o desenvolvimento do experimento, as temperaturas médias maximas,

minimas e médias foram, respectivamente, 27°C, 18°C e 22°C.

2.2.2 Material vegetal e tratamentos

As estacas de horteld-pimenta (Mentha piperita L.) foram obtidas de plantas
matrizes cultivadas em vasos contendo substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®
+ Carolina soil® + Solo, na proporc¢éo 1:1:1, conforme Gongalves et al. (2020).

Ramos aéreos das plantas foram selecionados e a partir deles, estacas com 8
cm de comprimento e com 0s quatros primeiros pares de folhas mantidos foram
confeccionadas e, em seguida, colocadas em bandejas de poliestireno expandido
contendo substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®. Essas estacas foram
mantidas em camara de nebulizacdo intermitente até o enraizamento, conforme
Gongalves et al. (2020).

Aos 30 dias ap6s o plantio das estacas e enraizadas foram transferidas
definitivamente para vasos com capacidade de 2,6 L, utlizando Tropstrato
HT Hortalicas® como substrato.

Os tratamentos com solug¢des contendo ferro (Fe) foram preparadas utilizando
a partir do fertilizante foliar contendo 13% de FeEDTA soluvel, que foi dissolvido em
agua destilada. As concentracdes de Fe utilizadas foram iguais a 0 (controle), 0,5, 1,0,
15 e 2,0 g L. Essas concentracbes de Fe foram escolhidas com base na
recomendacdao otima do fertilizante foliar, trabalho realizado por EI-Emary et al. (2018)

e por meio de testes preliminares.
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O pH da solucdo de Fe foi ajustado aproximadamente a 5,0. Essa faixa
representa maior solubilidade e eficacia da atividade do fertilizante foliar. A primeira
aplicacao de Fe foi realizada dez dias ap0s aclimatacédo das plantas em substratos e
guatro dias apés a aclimatacdo das plantas as diferentes condicGes de irradiancia,
l100% (pleno sol) e Isox (irradiancia 50%). A aplicacao de Fe foi realizada via foliar com
auxilio de pulverizador manual de CO:2 pressurizado, com bico do tipo “Leque”, com
taxas de vazao de 0,025 a 2500 gpm (0,09 a 9464 |/min) e pressdes até 4000 psi (276
bar), utilizando como agente espalhante o produto comercial Agral® (Nonil Fenoxi Poli
(Etilenoxi) Etanol) na proporgéao de 800 pL por litro de solucéo de ferro.

As concentragdes de Fe utilizadas nos diferentes tratamentos foram parceladas
em cinco aplicacdes realizadas uma vez por semana, sendo a primeira em plantas
com 44 dias ap6s a semeadura das estacas. Todas as pulverizagdes foram realizadas
pela manh& (9:00 h) com temperaturas médias proximas a 18°C e umidade relativa
do ar de 80%.

As plantas foram fertirrigadas com solucéo nutritiva n°® 2 de Hoagland & Arnon,
com forca idnica reduzida a 70%, pH ajustado para 5,5 - 6,5 e a condutividade elétrica

mantido entre 1,5 - 2,5 mS cm-%, conforme Gongcalves et al. (2020).

2.2.3 Avaliacao de variaveis fisiologicas

2.2.3.1 Anéalise de crescimento

As plantas foram separadas em laminas foliares, caules mais peciolos e raizes.
As laminas foliares foram levadas ao integralizador de area foliar LI-3100 da LI-COR
para a determinacgédo da area foliar em dm?2. A seguir, todo o material foi acondicionado
em sacos de papel, etiquetado e colocado para secar em estufa de circulagao forcada
de ar, a 40°C, até obten¢cdo de massa seca constante. Apos a secagem, o material foi
pesado em balanca analitica Ohaus® tipo Analytical Standard com sensibilidade de
até 0,1 mg para determinacdo da matéria seca pela pesagem. A matéria seca das
laminas foliares, caule, raiz e a matéria seca total (MST), em cada época de colheita,

foram expressas em gramas, conforme Gongalves et al. (2020).
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A area foliar (AF) foi definida como a somatoria da &rea de todas as laminas

foliares da planta, em decimetros quadrados.

2.2.3.2 Volume radicular

O volume radicular (cm3®) foi determinado por meio da medicdo do
deslocamento da coluna de agua em proveta graduada, ou seja, colocando-se as
raizes, apos lavagem, em proveta contendo volume conhecido de agua (100 mL). Pela
diferenca, obteve-se a resposta direta do volume de raizes, pela equivaléncia de

unidades (1 mL = 1 cm?®), segundo metodologia descrita por Basso (1999).

2.2.3.3 Trocas gasosas

As avaliacdes de trocas gasosas foram determinadas utilizando equipamento
com sistema aberto portétil de fotossintese com analisador de CO: e vapor d’agua por
radiagéo infravermelha (“Infra Red Gas Analyser - IRGA”, modelo GFS-3000 - Walz).

As avaliacdes de trocas gasosas foram realizadas entre 09:00 e 11:00 horas
da manha, selecionando-se uma planta por repeticdo, de cada tratamento, nas quais
foram escolhidas e padronizadas as 22 ou 32 folhas, com o limbo completamente
expandido e fotossinteticamente ativas. As caracteristicas de trocas gasosas
avaliadas foram: taxa de assimilacdo de CO:2 (A, ymol CO2 m?2 s?), taxa de
transpiracdo (E, mmol H20 m= s1), condutancia estomatica (gs, mol H2O m2 s?) e
concentragdo interna de CO:2 na folha (Ci, ymol CO2 mol?), conforme Caemmerer e
Farquhar (1981).

A eficiéncia de uso da agua (EUA, pmol CO2 (mmol H20)1) foi determinada
pela relacdo entre assimilacdo de CO:2 e taxa de transpiracédo (A/E) e calculada de
acordo com Berry e Downton (1983). A eficiéncia instantdnea de carboxilacdo da
enzima ribulose 1,5 - bifosfato carboxilase (Rubisco) foi calculada pela relacéo da taxa
de assimilagdo de CO:2 e concentragéao interna de CO:2 na folha (A/Ci), de acordo com
Zhang et al. (2001).

Foi elaborado também uma curva de resposta de assimilacdo de CO2 em
relacio ao fluxo de fotons fotossinteticamente ativos, em intervalos de

aproximadamente 300 umol m? st até atingir 100 umol m=2 s e, depois, em intervalos
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de 50 ymol m2 s, e, assim, mostrando a DFFFA (umol de fétons m? st) para a

espécie (Figura 2).

Figura 1 - Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA,
umol m2s-1) das condicGes do experimento, li00% (pleno sol) e Isox (irradiancia
50%), durante as cinco avaliacdes
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2.2.3.4 Fluorescéncia da clorofila a

As avaliagdes de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no periodo da
manhda, por meio de fluorbmetro de pulso modulado acoplado ao equipamento de
sistema aberto portétil de fotossintese com analisador de CO2 e vapor d’agua por
radiacdo infravermelha (“Infra Red Gas Analyser - IRGA”, modelo GFS-3000 - Walz).
As avaliagbes foram realizadas no periodo da manha. As folhas foram aclimatadas
durante um periodo de 30 minutos no escuro cobrindo-as com papel aluminio.

Foram obtidos os valores de Fv/Fm’ (eficiéncia quantica da antena), Fv/Fm
(eficiéncia fotoquimica maxima), ETR (taxa de transporte de elétrons), P (coeficiente
de dissipacéao fotoquimica) e o NPQ (quenching néo fotoquimico), conforme Kitajima;
Butler (1975); Schreiber et al. (1986); Bilger; Bjorkman (1990) e Schreiber;
Klughammer (2008).
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2.2.4 Avaliagao de variaveis bioguimicas

2.2.4.1 Concentracéao de clorofilas aeb

As concentracbes de clorofilas (a e b) foram determinadas segundo
metodologia descrita por Sims e Gamon (2002). As concentragdes de clorofilas ae b
foram calculadas segundo as equagdes abaixo e expressas em g de pigmento por g

de matéria fresca:

Clorofila a = 0,01373. (A663) - 0,000897. (A537) - 0,003046. (A 647);
Clorofila b = 0,02405. (A647) - 0,004305. (A537) - 0,005507. (A663).

2.2.4.2 Andlise de carboidratos

A extracdo de acUcares soluveis foi realizada de acordo com
metodologia adaptada de Garcia et al. (2006). Foi colocada 100mg de folhas frescas
congeladas em almofariz, no qual foram trituradas em nitrogénio liquido. O material
vegetal foi colocado em microtubos com capacidade de 2 mL, aos quais foram
adicionados 1mL de etanol 80% e, em seguida, esses foram incubados em banho-
maria a 80°C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
12000 x g por 15 minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo foi coletado o
sobrenadante, reservando-o. Esse procedimento foi realizado trés vezes para a
retirada completa de todos os acUcares soluveis, unindo os sobrenadantes das trés
extracdes ao final. Depois, o volume foi completado com 4gua deionizada para 3 mL.
O extrato obtido foi armazenado, separado em microtubos e armazenado a -20°C até
a determinacgéo.

Para a quantificacdo dos acucares solaveis totais foram utilizadas
as metodologias de Morris (1948) e Yemm e Willis (1954). Para tanto, foram
adicionados 100uL do extrato alcodlico+ 900uL de agua deionizada (volume final
1000puL) em tubos de ensaio, mantidos em banho de gelo, aos quais foram
acrescentados 2000 pL de solucéao de antrona gelada. Em seguida, esses tubos foram

colocados em banho-maria a 100°C por 3 minutos. Apos resfriamento, realizou a
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leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 620nm. Utilizou solugéo de glicose
para a confeccdo da curva padrdo. Os acgUcares solUveis totais foram expressos em
miligramas por grama de massa fresca.

A quantificacdo de acucares redutores foi realizada, segundo metodologia de
Miller (1959). Adicionou 500uL do extrato alcodlico + 250uL de agua deionizada
(volume final 750uL) em tubos de ensaio, mantidos em banho de gelo, aos quais foram
acrescentados 500uL de solucéo de acido dinitrosalicilico (DNS) gelado. Em seguida,
esses tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Apos
resfriamento, foram acrescentados 1000 pL de agua deionizada e realizada a leitura
de absorbancia em espectrofotometro a 540nm. Utilizou solugdo de glicose para a
confec¢do da curva padrédo. Os acucares redutores foram expressos em miligramas
por grama de massa fresca.

Para a determinacdo da sacarose foram empregados 75 pL de extrato e
adicionado 25 pyL de agua deionizada e 100 pL de solucdo de KOH (30%). Apos
agitacdo os tubos de ensaios contendo o extrato e os reagentes foram agitados e
colocados em banho-maria em ebulicdo por 10 minutos. Aguardou-se o esfriamento
dos tubos e adicionaram-se 2000 pL de solucdo de antrona, levando-0s novamente
para banho-maria a 40°C por 10 minutos. A solucdo antrona foi preparada com a
diluicdo de 0,1 g de antrona em 45 mL de acido sulftrico p.a. Em seguida, realizou-se
a leitura em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 620 nm. Para obter-se
o volume ideal de extrato foi utilizada a curva padrédo com sacarose p.a, seguindo a
metodologia de Passos (1996).

Apds extracdo dos acucares e sacarose realizou-se a extracdo de amido a
partir do pellet resultante da extracao dos acucares. A esses foram adicionados 500uL
de agua deionizada e 650uL de acido perclérico (52%), sendo mantidos em banho de
gelo e agitacdo durante 15 minutos. Em seguida todo o material foi transferido para
tubos falcon com capacidade de 15 mL e adicionados 2000 pL de agua deionizada.
Foi realizada a centrifugacdo a 10.000x g por 5 minutos a 4°C e coletado o
sobrenadante. Esses procedimentos foram realizados duas vezes para a obtengao do
substrato empregado na determinacédo do amido (GARCIA et al., 2006).

Para a determinacdo amido foram empregados 150 pL de extrato, sendo
adicionados 850 pL de agua deionizada e 2000 pL do reativo antrona. Apos agitacéo

0s tubos de ensaios contendo o extrato e os reagentes foram agitados e colocados
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em banho-maria em ebulicdo por 3 minutos. Aguardou-se o esfriamento dos tubos e
realizou-se a leitura em espectrofotometro a 620 nm. Para obter-se o volume ideal de

extrato foi utilizada a curva padréao com glicose p.a (MORRIS, 1948).

2.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 5x2, cinco concentracdes de Fe, constituindo os diferentes tratamentos com
concentragées iguais a 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 g L e duas condi¢cbes de
irradiancia, lioo% (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%). Foram realizadas colheitas de
material vegetal aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds a aplicacdo de Fe. Cada parcela
experimental foi constituida de um vaso contendo uma planta.

Os dados foram submetidos a analise de regresséao, considerando o coeficiente
de determinacao, comportamento bioldgico e significancia dos parametros do modelo
pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

As variaveis foram submetidas a analise multivariada utilizando-se Anélise de
Componentes Principais, sendo utilizado o software XLSTAT versao 19.4 (Addinsoft,
NY, EUA).

2.3RESULTADOS E DISCUSSAO

Curva de CO2

Plantas de M. piperita apresentam assimilacdo de CO:2 aparente com 50 pmol
fotons m2 s, indicando o ponto de compensacédo de COz, no qual a quantidade de
CO2 assimilada & a mesma liberada pelas folhas. Apresentam pico de assimilagdo em
1000 pumol fétons m2 st (Figura 2), com reducdo de acordo com aumento da
densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA), chegando a ser
mais pronunciado com 2000 umol fétons m? s, A queda na taxa de assimilacdo de
COg2, também ocorreu em torno das 12 horas, em virtude do fechamento gradual dos
estbmatos. O aumento da absorcdo de CO:2 e do rendimento fotossintético é
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proporcional a elevagdo da radiacdo (LARCHER, 2006; SCHOCK et al.,, 2014).
Contudo, sob radiacédo intensa a planta ndo responde, em termos fotossintéticos,
chegando ao chamado ponto de saturacéo. Neste ponto, a planta ndo é mais limitada
pela luz e sim, por outros fatores como a atividade da Rubisco (RuBP), enzima
responsavel pela assimilagdo e/ou pela disponibilidade de CO: (VIEIRA et al., 2010)
(Figura 2).

Figura 2 - Taxa de assimilacédo de CO2 (A, pmol m? s1), de acordo com a
radiac@o da densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA,
Mmol m?2 s1) em plantas de M. piperita
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A partir das informac@es obtidas pela curva foi definido o periodo das 9 as 11
horas para realizar as avaliagcdes de trocas gasosas, periodo onde as plantas de M.
piperita tiveram maior abertura estomatica e, consequentemente, maior taxa de
assimilacao de COz2 (Figura 2). Isso deve-se ao fato, da luz ser um dos fatores mais
importantes no processo da abertura estomatica, quando as plantas estdo em boas
condic¢des de suprimento de agua (LARCHER, 2006). No entanto, apesar das plantas
apresentarem pico de CO2 com 1000 pmol fétons m? s (Figura 2), adotamos a
guantidade de DFFFA de acordo com as condi¢des de irradiancia das respectivas
avaliacoes (Figura 1).
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2.3.1 Variaveis fisioldgicas
2.3.2 Andlise de crescimento

Altura de planta (cm)

Aplicagéo exogena de ferro (Fe) em concentragcdes mais elevadas (1,5e 2,0 g
L-1) diminuiu a altura das plantas (Figuras 3 A, B). Esse resultado pode ser justificado,
pois concentracdes elevadas de Fe leva a formacéo de espécies reativas de oxigénio,
causando danos e, consequentemente, reducdes no crescimento das plantas
(SILVEIRA et al., 2007; JUCOSKI et al., 2013). Além disso, essas concentracdes
tendem a reduzir a eficiéncia e uso de CO:2 (Figuras 13 A, B; 17 A, B). Jucoski et al.
(2016) verificaram que plantas de Eugenia uniflora L. submetidas as concentraces
de 1,0 e 2,0 mM de Fe apresentaram sintomas tipicos de toxidez, como reducdo na
parte aérea, reducao da area foliar e escurecimento das raizes. Deve-se destacar que
niveis de toxicidade por Fe variam de espécie para espécie e podem ser atingidos em
concentracfes relativamente baixas, dependendo de uma combinacdo de fatores
relativos as plantas e ao meio (AUDEBERT; FOFANA, 2009).

Figura 3 - Altura, em cm, em plantas de M. piperita submetidas aos seguintes
tratamentos: 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5e 2,0 g L' de Fe e sob duas condi¢cdes de
irradiancia, lioow (pleno sol) (A) e Isox (irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35

dias apés aplicacéo de Fe. Os simbolos sdo médias de 8 repeticdes. * e **
representam a significancia do modelo a P £0,05 e P £0,01, respectivamente,

pelo teste t
30
A

~
g 25
(@]
N’
<
S
= 20 _
o v
<
g 15 { ——@— Fe()y= 18,925+0,1321%*x R>= 0,615
= O Feqg 5 y= 20,800+0,0786*x R%= 0,471
< ——-W—— Feyg) y= 19,050+0,1286**x R>= 0,589

— —A— - Fep 5yy= 16,675+0,1464%*x R’= 0,609

10 { — B — Fe(yg)y= 18,000+0,1071%%x R’ 0,600
0 T




58

)

Q

N

=

§20q 7

a,

<

<

g 15 | —@—Fe(gyy=20.919+0,1770%*x R 0986

£ ~O -Feg 5y y=22,13810,1660%x R*=0,967

< — W= Fe(1 g = 22.06240, 1417 R’=0,979
— A Fe() sy y-20.330+0,1686*x R 0943

10{ -— Fe(zo)r15220+06201”x00110”2 R>=0,978

7 14 21 28 35

Dias apos a aplicagdo de Fe

O maior crescimento em altura foi observado no ambiente sombreado (25,629
cm) e com 0,5 de g L de Fe, superando em 22,45 cm das plantas cultivadas na
condicao de maior irradiancia (lzoo%) (Figuras 3 A, B). Apesar dessas plantas ter maior
capacidade fotossintética, o que nos permite dizer que nem sempre maiores taxas
fotossintéticas serdo convertidas em biomassa ou demais fatores relacionados a
producédo (Figura 13 A; 17 A). Deve-se destacar ainda que, ndo podemos atribuir a
altura da planta a sua caracteristica de adaptacdo, uma vez que a M. piperita € uma
planta que prefere dias mais quentes, sendo que estas condi¢Bes climaticas irdo
determinar um melhor desenvolvimento e, consequentemente, uma maior
produtividade vegetal (SOUZA et al., 2014). Além disso, o crescimento em altura das
plantas ndo esteve ligado a incrementos da fotossintese, processo em que ha
producdo de fotoassimilados e esses transcolados para outros érgaos auxiliando no
desenvolvimento vegetal. Resultados semelhantes foram observados por
Felsemburgh et al. (2016) em Aniba parviflora (Meisn.) Mez (macacaporanga) em
niveis de sombreamento de 50% e a pleno sol. Os autores observaram maior
crescimento das plantas jovens em altura em condicdo de ambiente sombreado. Os
autores justificaram que esse resultado pode ter ocorrido em razéo do estiolamento
induzido pela baixa intensidade Iluminosa, ou, porque foi favorecido pelas
temperaturas mais amenas nas folhas, devido a maior abertura dos estdmatos e a

fixacdo de carbono pelas plantas.
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Numero de folhas (Unid.)

Aplicagbes de concentragdes mais elevadas de Fe empregadas neste trabalho
tendem a reducgdo da emissédo de folhas novas, independentemente do ambiente de
cultivo (Figuras 4 A, B). Carvalho Filho et al. (2003), estudando o efeito de dois
ambientes luminosos, misturas de substratos e dois tamanhos de recipientes, na
producdo de mudas de Hymenaea courbaril L. (jatobd), observaram que o nimero de
folhas por plantas foi maior no ambiente a pleno sol, ndo havendo efeito dos

substratos.

Figura 4 - Namero de folhas (Unid.), em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L de Fe e sob duas
condicdes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo a P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias ap6s a aplicacdo de Fe

As plantas cultivadas sob sombreamento (Isow) apresentaram reducao
significativa em seu nimero de folhas, com média de 65 folhas planta™, destacando o
potencial da planta de M. piperita as condicdes de irradiancia mais elevadas com 85
folhas planta! (Figuras 4A, B). Plantas mantidas sob maior incidéncia luminosa
tendem a apresentar maior numero de folhas (DOUSSEAU et al., 2007), fato que
corrobora com o presente trabalho e véarios outros estudos como observados por Lima
et al. (2013) em capim limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e por Gazolla-Neto et
al. (2013) em acesso de maria-pretinha (Solanum americanum). ISso pode ter ocorrido

by

devido ao fato das plantas que estavam no ambiente a pleno sol aumentarem a
producdo de folhas para captar mais luz e, consequentemente, produzir mais

fotoassimilados, resultando assim, na manutengao do sistema da planta.

Area foliar (dm?)

A maior area foliar (AF) se reflete em uma adaptacdo morfologica da planta na
tentativa de aumentar a captacéo de energia luminosa sob condi¢cbes de restricdo de
luz (GONDIM et al., 2007). Além disso, outros fatores podem afetar a AF, inclusive a
nutricdo das plantas. Os tratamentos com Fe, 2,0 g L, tendem a reduzir a AF em
comparacao as plantas que néo receberam pulverizacdo de Fe, destacando ainda, a
aplicacdo de 0,5 g L* de Fe, sobretudo sob condicdo de maior incidéncia de luz
(Figuras 5A, B).
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Figura 5 - Area foliar, em dm?, em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de Fe e sob duas
condi¢cOes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14,21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sédo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias apds a aplicacdo de Fe

O valor médio da AF obtido pelas plantas de M. piperita cultivadas lioo% foi igual
a 555,083 dm?, ou seja, maior que os valores médios obtidos nas plantas cultivadas
sob Iso% (476,014 dm?) (Figuras 5A, B), o que, justifica a maior capacidade
fotossintética das plantas em condicdo de maior irradiancia, coincidindo com o0s
valores maiores de massa seca total (Figura 13 A; 9 A). Perini et al. (2011)
compararam a AF de plantas de capim Citronela cultivadas a pleno sol e sob sombrite
com 50% de sombreamento e também verificaram que o sombreamento proporcionou

reducdo nesses valores.
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E importante destacar, o fato de que a maior AF apresentada pelas plantas em
condicdo de maior irradiancia pode ter sido favorecida pelo aumento da média do
namero de folhas por planta e ndo pelo aumento da AF individual, revelando ser uma
caracteristica de adaptacédo da planta a luminosidade do ambiente, modificando a sua
morfologia em beneficio de seu metabolismo em face do ambiente luminoso ao qual

as plantas jovens foram submetidas (Figuras 5A; 4A, B).

Massa seca foliar ()

Para massa seca das folhas, em g, observa-se tendéncia de reducdo com a
aplicacado da maior concentracdo de Fe, em ambas as condi¢gdes de cultivo (l100% €
Iso%) sendo que 0s menores valores foram verificados nas plantas crescidas com Isou%
(Figuras 7A, B), indicando que houve menor alocacdo de fotoassimilados para as
folhas e de biomassa total produzida (Figuras 6 A, B; 9 A, B). Além disso, a baixa
radiacao solar em condi¢do de ambiente sombreado pode afetar a sintese de auxina,
refletindo no crescimento das plantas e, consequentemente seu acimulo de biomassa
(HINDT; GUERINOT, 2012). A biomassa seca retida nas folhas e aguela exportada
para as demais partes das plantas aumenta com a reducéo da radiacao solar. Para
as plantas de M. piperita esta proporcdo foi alterada pelos niveis irradiancia e

aplicacao de ferro (Figuras 6A, B).
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Figura 6 - Massa seca foliar, em g, em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de Fe e sob duas
condi¢cOes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14,21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sédo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P =£0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias ap6s a aplicacdo de Fe

Plantas de M. piperita cultivadas com média de 403 pumol fétons m2 s?
apresentaram incrementos no numero de folhas e AF, ao longo do experimento
(Figuras 4A; 5 A), com incremento proximo de 40% na massa seca das folhas (1,404
g), em relacdo ao ambiente com lso%, com média de 0,876 g, ou seja, com baixos
regimes de luminosidade, em média de 238 pmol fétons m= s (Figuras 6A, B). Esse
resultado, pode ser justificado pelo maior balanco de carbono, que resulta em
aumento no rendimento de producédo de matéria seca foliar sob boas condi¢cbes de

radiacdo (LARCHER, 2000).
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Lima et al. (2011) verificaram que a intensidade de luz influencia o crescimento
de mil-folhas (Achillea millefolium), sendo que o sombreamento reduz o acumulo de
biomassa seca foliar. Entretanto, segundo Castro et al. (2005), o inverso também pode
ocorrer, ou seja, a reducdo da biomassa seca da parte aérea a pleno sol.
Provavelmente, isso se deva a fotoinibicdo e a capacidade fotossintética que pode ser
severamente reduzida, quando as plantas sdo expostas a altos niveis de radiacéo,

superiores aos requeridos para saturar a fotossintese.

Massa seca caulinar (Q)

As massas secas do caule de plantas de M. piperita foram influenciadas pelas
condi¢cGes de tratamentos, ou seja, pela aplicacdo de Fe e condi¢ao de irradiancia.
Destaca-se a aplicacdo das menores concentracoes de Fe (05e 1,0g L) e a
condicao de pleno sol (l100%) (Figuras 7 A, B).

O aumento da radiacdo luminosa incrementa a taxa fotossintética, aumentando
a producdo de carboidratos e o teor de massa seca, enquanto a deficiéncia de
radiacdo previne a fo-oxidacao da auxina (Ax), assim, mantendo alta concentracdo da
AX, que proporciona alongamento celular e estiolamento, sem alterar a massa seca
foliar (Figuras 13 A; 24 A; 9 A; 3B; 7 A, B) (PINTO et al., 2007).
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Figura 7 - Massa seca caulinar, em g, em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de Fe e sob duas
condi¢cOes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14,21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sédo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias ap0s a aplicagio de Fe

O ganho na massa seca de caule acompanhou o ganho dos outros 6rgaos das

plantas, sobretudo em relacdo a menor concentracao de Fe, evidenciando também a

superioridade das plantas em condi¢&o de li00% (Figuras 7 A, B). A intensidade de luz

€ um fator importante para o crescimento das plantas. Em condi¢cdes de pouca luz

ocorre reducdo de massa seca, pois as trocas gasosas sao diretamente relacionadas

a luminosidade disponivel, consequentemente, afetando a producdo de biomassa
(LARCHER, 2005; FAN et al., 2013), inclusive do caule (7 A).
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Massa seca radicular (g)

A massa seca da raiz das plantas de M. piperita foi influenciada pelo ambiente
e aplicacdo de Fe, sendo maior na condicdo em pleno sol (l1o0%) (1,692 g planta™),
comparativamente com lIso%, cuja média foi de 0,540 g planta™* (Figuras 8 A, B). O
decréscimo na producdo de matéria seca de raizes em condigcdo com sombreamento
50% pode estar relacionado com o excesso de Fe, sobretudo na parte aérea. De
maneira geral, o excesso de Fe induz a deficiéncia de P, K, Ca, Mg e Zn provocando
desordens nutricionais mdltiplas (PEREIRA et al., 2013; MULLER et al., 2015),
refletindo na reducéo no crescimento, escurecimento de raizes e formacéo de placa
de Fe na superficie desse 6rgdo (SANTANA et al., 2014), influenciando a producédo
de massa radicular (Figuras 8 A, B).

Figura 8 - Massa seca radicular, em g, em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,09 L* de Fe e sob duas
condi¢cdes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias apds a aplicacdo de Fe

Apesar do ambiente com Iso% apresentar maior disponibilidade de agua no solo
e, consequentemente, favorecer a absorcédo pelas plantas, o ambiente com maior
nivel de irradiancia favorece a evaporacao constante. Os maiores valores para massa
seca de raizes em condi¢cdo de maior DFFFA indicam que a irradiancia é um dos
fatores determinantes para a produtividade das plantas, por interferir na morfologia,
exportacdo e distribuicdo de fotoassimilados (Figuras 8 A, B) (FAN et al., 2013).
Corréa at al. (2012) ao estudarem o desempenho produtivo de Origanum vulgare
(orégano), sob malhas coloridas e ambiente a pleno sol, concluiram que plantas de
orégano sao sensiveis a qualidade de luz, visto que sob luz azul as plantas produziram
menor biomassa seca da raiz e total, em relacdo as malhas vermelha e preta. Martins
et al. (2008) verificaram em plantas de manjericdo (Ocimum gratissimum L.) que
plantas crescidas a pleno sol se destacaram na producéo de biomassa translocando

essa matéria seca para as raizes.

Massa seca total (g)

Em relacdo a biomassa total observa-se que as plantas de M. piperita
submetidas as duas maiores concentracdes de Fe apresentaram menores valores
médios (Figuras 9 A, B). Chatteree et al. (2006) verificaram que, apés 110 dias de
exposicao a 2,0 mM de Fe, plantas de Solanum tuberosum apresentaram queda de

70% na producédo da matéria seca quando comparadas ao controle (Fe 0,1 mM).
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Figura 9 - Massa seca total, em g, em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5, 1,0,1,5e 2,0g L' de Fe e sob duas
condi¢cdes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14,21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias ap6s a aplicacdo de Fe

A condicdo de maior intensidade luminosa (li00%) melhora os valores de
crescimento e de massa seca total, com média de 3,639 g, enquanto, a menor média
para Iso%, foi igual a 1,683 g planta! (Figuras 9 A, B). Gongalves et al. (2012)
verificaram que a maior capacidade fotossintética (Amax) foi encontrada nas plantas
de melissa conduzidas em condicdo de maior luminosidade, consequentemente,
maior producdo de biomassa seca. No entanto, a produtividade vegetal ndo sera
determinada apenas pela capacidade de assimilacdo de carbono, mas por uma série
de outros fatores, como a eficiéncia na particdo de fotoassimilados, cujo resultado final

sera o acumulo de biomassa (VIEIRA et al., 2010). Silva et al. (2016) verificaram que
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plantas de M. piperita expostas a pleno sol apresentaram melhor desempenho em
relacdo a avaliacdo do comprimento, diametro e nimero de folhas. Chagas et al.
(2010b) em Mentha arvensis obtiveram maior produgéo de biomassa seca quando as
plantas foram cultivadas a pleno sol, reduzindo linearmente com o aumento do

sombreamento.

Volume radicular (cm3)

A arquitetura do sistema radicular, na dependéncia de Fe e das condicbes de
luz, foi modificada por concentracdes mais elevadas de Fe. As principais alteracdes
morfolégicas foram relacionadas a redug¢do do comprimento e, possivelmente, pela
emissdo de raizes laterais, resultando em reducdo na area de superficie que
promoveu, consequentemente, decréscimo no volume total (Figuras 10 A, B),

sobretudo em condigéo de menor irradiancia (Iso%).

Figura 10 - Volume radicular, em cm?3, em plantas de M. piperita submetidas aos
tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de Fe e sob duas
condicOes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Isox (irradidancia 50%) (B), aos 7,
14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sédo médias de 8
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P <£0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias ap6s a aplicacdo de Fe

O Fe impacta negativamente a arquitetura radicular por reduzir o crescimento,
sendo esta reducao evidenciada, principalmente, na iniciacdo e desenvolvimento de
raizes laterais e tais alteracGes séo reguladas pelos horménios etileno e auxina (LI et
al., 2015a). Com efeito, o etileno atua na formacao de raizes laterais por induzir a
expressao de transportadores de auxina (e.g., AUX1) e, sob condi¢cdes de excesso de
Fe, o aumento na producéo de etileno em raizes é considerado um mecanismo de
tolerancia, pois preveniria o declinio excessivo da emissao de raizes laterais, reduziria
0 acumulo de Fe nos tecidos celulares e aumentaria a expressao de ferritinas (FER1
e FER2) (LI et al., 2009; LI et al., 2015). Dessa forma, 0s nossos resultados em parte,
pode ser justificado pelo balanco de auxina e etileno, pois sob condi¢cdes de excesso
de Fe ocorre aumento na producdo de etileno e de auxina em raizes como um
mecanismo de tolerancia, que, por sua vez, o etileno é um potente horménio inibidor
do crescimento de raizes e a auxina, em altas concentracdes também inibe o
crescimento radicular (LI et al., 2009; LI et al., 2015; JUNQUEIRA, 2018).

2.3.3 Pigmentos fotossintéticos

Clorofila a

Véarios estadios do metabolismo dos pigmentos fotossintéticos séo

dependentes de Fe (BRIAT et al., 2010), exercendo, portanto, papel essencial no



71

metabolismo das clorofilas (SULTANA et al., 2001). Nas figuras 11 A e B sao
demonstrados os resultados dos teores de clorofila a das plantas de M. piperita
submetidas as diferentes concentracbes de Fe e as diferentes condicbes de
irradiancia, nas varias épocas de avaliacdes. A aplicacdo exdégena de Fe modificou o
conteudo de clorofila a independentemente da época de avaliacdo. Os resultados dos
teores foliares de pigmentos fotossintéticos revelam que houve efeito significativo do
tratamento com Fe a 1,5 g L™ e condicdes de l100%, diminuindo os valores de clorofila
a (Figura 10 A). As plantas cultivadas sob Iso%, com aplicacdo de 1,0 g L de Fe
apresentaram reducao nos teores de clorofila a ao longo do tempo (Figura 11 B). Esse
resultado corrobora com os observados por Jucoski et al. (2016) que verificaram nas
plantas de Eugenia uniflora L. expostas as concentragdes de 1,0 e 2,0 mM de Fe,

decréscimos significativos nos teores de clorofila a e de carotenoides

Figura 11 - Teores médios de clorofila a (ug g matéria fresca!), em plantas de
M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L?
de Fe e sob duas condic8es de irradiancia, li00% (pleno sol) (A) e lso%
(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apo6s aplicacédo de Fe. Os
simbolos sdo médias de 5 repeticfes. * e ** representam a significancia do
modelo a P £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t

2000
S 1800 -
o]

& 1600 -
-2 1400

9 . v
£1200 o -
[ ]
[ |

-1
—_
o
o
o

600 { —@— Fe()y=907.33 .

O- k'c(o 5)¥ 1415,{)53-39,%3l"x+U.7()73°x2 R™= 0,863

1 ——-%—— Ferp gy vy 1102,16 )

| = b= Fe 50y 1709.388-73.5286**x+1,5006* > R’= 0,965
. — — Fe(zgo)iy: 916,26

Clorofila a (ug g
~
o
o




72

2000
$1800 1 B
Q
& 1600 | g
= 1400 Fomeany L o- .
\2 ————— il
g 1200 { i : —
5 v
", 1000
= 390 ——@— Fep)y y= 1326,66
T 600 { O Fepsyy W4T .
o ———W—— Fe(| gy y=1563,462-11,5191**x R’=0,572
£ 400 | — —A— - Feqsyy= 124533
g 200 | — —#— Tep gyy 123535
o 0

7 14 21 28 35

Dias apos a aplicacdo de Fe

O valor de clorofila a foi de 978,102 ug g matéria fresca* em condicdo de l100%
e de 1320,732 ug g matéria fresca® com lso%. Dessa forma, maiores teores de
clorofilas nas folhas de M. piperita foram verificados nas plantas que cresceram sob
ambiente com menor intensidade de luz (Figuras 11 A, B), o que pode representar um
mecanismo de resposta a baixa luminosidade. De acordo com Poudel et al. (2008), a
luz é essencial para o desenvolvimento de cloroplastos e sintese de clorofilas em
células vegetais.

O conteudo de clorofila na folha de plantas crescidas em ambientes
sombreados € uma referéncia eficaz para explicar a influéncia do mecanismo de
otimizacdo de absorcéo de luz por pigmentos fotossintéticos (DAI et al., 2009), como
observado em condicdo de ambiente sombreado do presente estudo. Abreu et al.
(2013) ndo encontraram efeito significativo em plantas de manjericdo (Ocimum

Basilicum L.) para teores de clorofila a nas diferentes condi¢des de luminosidade.

Clorofila b

A aplicacao da maior concentracao de Fe elevou a concentracdo de clorofila b
de maneira mais expressiva dos 21 aos 28 DAT, com queda aos 35 DAT, em condi¢ao
de lio0%, enquanto, que em condi¢éo de Iso% a aplicagdo da menor concentracao de
Fe (0,5 g L'!) apresentou valores elevados nas primeiras avaliagdes com reducédo dos

valores ao longo do tempo (Figuras 12 A, B). Essa condigdo com menor incidéncia de
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luminosidade € importante para elevar a concentracédo de clorofila b (483,315 ug g
matéria fresca), que por sua vez, é importante para a captacéo de energia de outros
comprimentos de onda e a transferéncia para a clorofila a, que efetivamente atua nas
reacoes fotoquimicas da fotossintese e representa um mecanismo de adaptacédo a
condicdo de menor intensidade luminosa (Figura 12 B) (SCALON et al., 2003),
enguanto, em lioo% 0 valor de clorofila b foi de 335,208 ug g matéria fresca (Figura
12 A). Pinto et al. (2014), avaliando a producéo de Achillea millefolium L. cultivadas
sob telas coloridas, observaram que a qualidade e a intensidade espectral da luz ndo

influenciaram os teores de clorofila b.

Figura 12 - Teores médios de clorofila b (ug g matéria fresca'), em plantas de
M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L?
de Fe e sob duas condic8es de irradiancia, li00% (pleno sol) (A) e lso%
(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apoés aplicacéo de Fe. Os
simbolos sdo médias de 5 repeticfes. * e ** representam a significancia do
modelo a P £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apoés a aplicagdo de Fe

Portanto, plantas que cresceram sob Iso% apresentaram maior producdo de
clorofilas a e b (Figuras 11 B; 12 B). O aumento da concentracéo de clorofila b nas
plantas sombreadas pode ser considerado como caracteristica importante de
adaptabilidade vegetal em ambientes sombreados, uma vez que, a clorofila b absorve
energia em comprimentos de onda diferentes da clorofila a e a transfere para o centro
de reacdo, maximizando, assim, a captura energética que efetivamente atua nas
reacdes fotoquimicas (LIMA et al., 2011).

Liphan e Detpiratmongkol (2017) verificaram em plantas de Andrographis
paniculata Burm. F. (Nees), cultivadas sob 80% de sombreamento, maior teor de
clorofilas a e b na folha, respectivamente, 0,23 e 0,63 mg/100 g de massa fresca da
folha, enquanto, que foram obtidos menores valores em plantas cultivadas sem

sombreamento, 0,02 e 0,07 mg/100 g, respectivamente, de clorofilas a e b.

2.3.4 Trocas gasosas

Assimilacdo de CO2 (A, ymol m2 s1)

A aplicacéo de 0,5 g L'*de Fe aumentou os valores de fotossintese liquida pelas
plantas, resultando em maior atividade da enzima ribulose 1,5-bifosfato

carboxilase/oxigenase (RuBP) (Figuras 13 A, B). O que pode ter refletido em
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incrementos de biomassa total pelas plantas, no entanto, ndo modificou a
concentracéo intracelular de CO2 (Figuras 9 A, B; 15 A, B). Além disso, a aplicacdo da
maior concentracdo de Fe em condicdo de maior irradiancia modifica a assimilacao
das plantas (13 A). O excesso de Fe pode reduzir o desempenho fotossintético, fato
normalmente acompanhado de fotoinibicdo da fotossintese (PEREIRA et al., 2013;
MULLER et al., 2015). Em condic&o de Iso%, a aplicacdo de 1,0 e 1,5 g L de Fe afeta
a assimilacdo de CO:2 (Figura 13 B). A capacidade fotoquimica e bioquimica para a
fixacdo de CO: foram preservadas sob elevacdo de Fe, em condicdo de Iso%,
sugerindo que as redugbes na A, ora observadas, foram fundamentalmente
associadas a fatores difusivos. Ravet et al. (2011) mostraram superacumulacao de
MRNA de ferritina e outros transcritos alvo e, como consequéncia, a resposta da
planta ao tratamento oxidante e pré-oxidante, como Fe e alta luz, foi prejudicada, e a

fotossintese e o crescimento da planta diminuiram.

Figura 13 - Taxa de assimilacdo de CO2z (A, ymol m? s'1), em plantas de M.
piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de
Fe e sob duas condic¢des de irradiancia, lio0% (pleno sol) (A) e Isox (irradiancia
50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacédo de Fe. Os simbolos séo
meédias de 5 repeti¢cfes. * e ** representam a significancia do modelo a P < 0,05
e P 0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias ap6s a aplicagdo de Fe

De maneira geral, a fotossintese liquida eleva em condicdo com maior DFFFA
(403,2 umol m2 s1), resultado semelhante aos observados ao uso de CO: pelas
plantas (Figuras 13A; 17A). No entanto, essa condicdo ndo causa alteracdo da
condutancia estomatica (gs), apesar da intensidade luminosa ser um dos principais
fatores responsaveis por alteragcbes em gs, e, esta, refletem na taxa assimilatoria
liguida, concentracdo interna de CO: e eficiéncia de uso de CO2 (Figuras 14A; 13A,
15 A; 17 A) (COSTA; MARENCO, 2007; SCHOCK et al., 2014). A capacidade de
difusdo do CO: através da condutancia do mesofilo, juntamente com a gs e a
capacidade bioquimica (propriedades cinéticas e regulacdo das enzimas) sdo 0s
fatores que mais limitam a fotossintese (FLEXAS et al., 2012). Além disso, em
condicbes de DFFFA elevadas, a assimilacdo de carbono declina a favor da
fotorrespiracao, refletindo na producéo de espécie reativa de oxigénio.

A condicédo de Iso%, por apresentar menor quantidade de fétons, 238 umol m-2
s'1, com maior area foliar til, reflete em menor fotossintese liquida, 5,757 umol m2 s
1 de A (Figuras 5 B; 13 B). Cassol et al. (2007) em M. piperita observaram que a
reducdo da intensidade luminosa em 50% causou decréscimo de 60% na taxa de

assimilacao do CO:a.
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Condutancia estomatica (gs, mol m? s1)

A condutancia estomatica (gs) foi afetada pela aplicacéo de Fe, observando-se
reducdes a medida que elevou a concentracdo aplicada de desse elemento. Em
condicdo de Isow, a aplicacdo da concentracdo mais elevada de Fe diminui essa
variavel a valores significativamente maiores do que aqueles das plantas cultivadas
sem ferro (Figuras 14 A, B).

De maneira geral, os valores de gs das plantas conduzidas em lioo% S80 maiores
do que de plantas cultivadas a lsow (Figuras 14 A, B). Nesse caso, afirmamos a
importancia da luz no estimulo da abertura dos estdmatos, o que justifica a tendéncia
de elevagédo da gs em ambientes com maiores intensidades de luz (Figura 14 A). Sob
baixos niveis de luz, as plantas apresentam valores reduzidos para taxas
fotossintéticas, gs e transpiragédo (E) (Figuras 13 B; 14 B e 16 B).

Figura 14 - Condutancia estomatica (gs, mol m-? s1), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L deFee
sob duas condi¢des de irradiancia, lioox (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo aP <0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apds a aplicacdo de Fe

A tendéncia de reducéo dos valores de gs em condicéo de Iso% (0,274 mol m2
s1) em comparagdo a condigdo de l00% (0,298 mol m2 s?) pode ser resultado da
reducdo na temperatura e no déficit de presséo de vapor (DPV), que reflete em menor
necessidade de fechamento estomético, em funcéo da reducdo nas perdas de agua
pela transpiracéo (E), sendo que a difusdo de CO:2 para o interior da folha pode ser
mantida por periodos mais longos. A condicdo com maior DFFFA, quando em
restricdo na disponibilidade de &agua, as plantas tendem a manter os estdmatos
fechados na maior parte do dia, resultando em reduzidos valores de gs (Figura 14 A,
B)

O fechamento estomatico limita a perda de agua e, também, restringe a entrada
de CO, levando a reducéo da assimilac&o fotossintética de carbono (DITMAROVA et
al., 2010), sendo esta resposta conhecida como limitacdo estoméatica da fotossintese
(YIN et al., 2005). Se o carbono interno e gs decrescem simultaneamente, a
assimilacao é limitada, principalmente, pela reducéo da gs (CRAMER et al., 2007; YAN
et al., 2010). Em contraste, se a gs decresce, mas 0 carbono interno aumenta ou
apresenta-se constante, o decréscimo da assimilagdo de CO2 pode ser atribuido a
fatores ndo estomaticos (YAN et al., 2010). Além disso, a avaliagdo da relacdo A/Ci
também permite a diferenciacdo entre a limitacdo estomatica e ndo estomatica
(ENNAHLI; EARL, 2005). Os estdbmatos respondem aos fatores ambientais,

atendendo a demanda de CO2, no entanto, essas repostas sdo mais lentas que o
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processo da fotossintese, o que pode causar desbalanco entre a gs e a assimilacao
de carbono (LAWSON et al., 2012).

Concentragéo interna de CO2 (Ci, umol mol?t)

A reducdo da concentragdo interna de CO2 (Ci) e o aumento das taxas de
assimilacdo desse gas indicam maior atividade metabdlica das plantas (Figuras 15 A,
13 A; 17 A), o que pode ser explicado também pela elevacao da taxa de carboxilacéo
observada nas plantas cultivadas com aplicacédo de concentracdes iguais a 1,0 g L
de Fe, em condicao de li00% (Figura 17 A) e das demais concentracoes, exceto de 1,0
e 2,0 g L, em condicéo de Iso% (Figuras 15 B; 13 B).

Como reflexo dos elevados valores de assimilacdo e de uso de CO2, plantas
em condicdo de maior irradidncia apresentaram também menores valores de
concentragdo interna de carbono (325,477 ymol mol?), em comparacdo com plantas
sob Iso% (353,613 pmol mol?) (Figuras 13 A, B; 17 A, B; 15 A, B).

Figura 15 - Concentracdo interna de COz (Ci, umol mol?), em plantas de M.
piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de
Fe e sob duas condic¢des de irradiancia, lioow (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia
50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacao de Fe. Os simbolos sao
médias de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo P £0,05 e
P = 0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe

Em plantas cultivadas em condi¢&o de Iso% € de se esperar maior concentragéo
interna de COa2. Isso se deve ao fato dos baixos valores de DFFFA, fechamento
estomatico e da baixa capacidade de assimilacdo de CO: pela RuBP, considerando
gue os processos de interceptacao e transformacéo da energia luminosa sao também
afetados pela luz. Taiz e Zeiger (2009) relatam que em condicdo de ambiente
sombreado, a limitacdo fotossintética ocorre pela reducdo na atividade nos
mecanismos de absorcado e transformacdo da energia luminosa, visto que a energia
incidente é limitada, reduzindo a quantidade de energia (ATP) e de poder redutor
(NADPH?), formados para a sintese organica, visto que a entrada de CO2 no mesofilo
ndo € um fator limitante.

Tem sido proposto que tanto fatores estomaticos (resisténcia a entrada de COx)
como fatores ndo estomaticos (baixa atividade enzimatica na assimilacdo de CO2)
podem ser as principais causas da reducao da assimilacdo de carbono, sendo reflexos
das mudancas dos padrdes de gs e carbono interno (FARQUHAR; SHARKEY, 1982;
MIELKE et al.,, 2003; HERRERA et al., 2008). Portanto, a maior concentracdo de
carbono interno do tratamento que passou por limitagéo de luz néo foi o fator limitante

para as menores taxas de fotossintese liquida (Figuras 15 B; 13 B).
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Taxa de transpiracéo (E, mmol m?2s?)

A aplicacdo da maior concentragdo de Fe elevou, em média, a taxa de
transpiracéo (E), da mesma forma que o observado para gs, sobretudo, em condicéo
de baixa irradiancia (lsow) (Figuras 16 B; 14 B). Estudos sugerem que o controle
estomatico reflete em restricéo significativa no fluxo do CO:2 e na transpiracdo da folha
(FAVARETTO, 2009; GAMON; BOND, 2013).

De maneira geral, plantas que receberam 1,0 g L' de Fe apresentam
comportamento linear no decorrer do tempo em relacdo a E, em ambas as condi¢cdes
de irradiancia (l100% € ls0%). Plantas que receberam aplicacdo da maior concentragéo
de Fe apresenta queda da E, sobretudo em condicdo de Iso% (Figuras 16 A, B),
refletindo inclusive na producdo de biomassa total (Figura 9 B), enquanto, que em
condicao de lio0%, @ ndo aplicacdo de Fe diminui substancialmente a E pelas plantas
(Figura 16 A).

Figura 16 - Taxa de transpiracdo (E, mmol m2s1), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0gL'deFee
sob duas condi¢des de irradiancia, lioox (pleno sol) (A) e Isox (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo aP <£0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicacdo de Fe

Os valores de E revelam que em condicdo de lioo% e Isow tendem a ser
semelhantes, respectivamente, 3,628 mmol m?s* e 3,519 mmol m?s1. Em média, aos
35 DAT, plantas em ambas condi¢Oes de cultivo eleva a eficiéncia de transpiracao
instantdnea, calculada como a razdo de fotossintese/transpiracdo, seguindo
tendéncia da gs (Figuras 16 A, B; 14 A, B). Essa condicdo € determinante para elevar
a atividade da RuBP e eficiéncia de uso da agua pelas plantas (Figuras 17A, B; 18 A,
B).

Além disso, é importante destacar que em condicdo de cultivo lioo% ocorre
elevacao dos valores de fotossintese liquida, no entanto, ndo promove mudancas da
E (Figuras 13 A; 16A), ja que os valores podem ser atribuidos ao aumento significativo
da mesma em plantas em condicdo de maior DFFFA, pois a maior incidéncia de
radiacdo sobre a folha promove aumento de temperatura, aumentando assim, a
diferenca de pressao de vapor entre o ar e folha, o que facilita a E (SCHOCK, 2014).
Kudoyarova et al. (2013) ilustraram a importancia do controle da E em consequéncia
da reducdo da abertura estomatica. Este fato possibilita a reidratacdo dos tecidos

atraveés do gradiente entre os potenciais da agua na planta e no solo.
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Eficiéncia de carboxilagéo (A/Ci)

Plantas sem e com pulverizacdo de 0,5 e de 2,0 g L! de Fe apresentaram
maiores taxas de carboxilacéo (A/Ci), com elevacao dos valores no decorrer do tempo,
sobretudo em condicdo de lioo%w, O que, assemelha em parte os valores de
concentracdo de carbono interno (Figuras 17 A, B; 15 A, B). De maneira geral, em
condicdo de Iso% a aplicacdo de 1,0 e 2,0 g L™* de Fe leva a resposta linear no decorrer
do tempo, enquanto, a menor concentragao tende a elevar, reafirmando a utilizagéo
de COz2, respectivamente, em ambas as condi¢des de irradiancia, refletindo em ganho
de produtividade (Figuras 17 A, B; 9 A, B).

Figura 17 - Eficiéncia de carboxilacéo (A/Ci), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0gL'deFee
sob duas condi¢des de irradiancia, lioox (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo aP <£0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Duas apos a aplicagdo de Fe

A condicdo de maior irradiancia promoveu maior A (Figura 13 A), no entanto, a
gs foi 0 mesmo entre as condi¢des de irradiancia (lwo» € lsow) (Figuras 14, A, B),
sugerindo que a gs ndo era o fator limitante, mas sim sua A/Ci, que foi maior em
condicdo de liwo%w (0,031 A/Ci), em relacdo ao ambiente com lso% (0,017 de A/Ci)
(Figuras 17 A, B), discordando em parte com os valores de concentracao interna de
CO:z2 (Figuras 15 A, B).

Essa diferenca na A/Ci teria surgido da elevacao da taxa de assimilacdo de
carbono ao longo do tempo que acompanhou um mesmo padréo para a eficiéncia de
A/Ci, uma vez que, o célculo da mesma depende da assimilacdo de carbono (Figuras
17 A, B; 13 A, B).

Eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO2 (mmol H20)1)

A eficiéncia do uso da agua (EUA) é obtida pela relacdo entre as taxas de
assimilacdo (A) e de transpiragdo (E). Dessa forma, quanto maior for & A e menor for
a de E, maior serd a EUA (FERRAZ et al., 2012). Portanto, a alta eficiéncia de
carboxilacdo € a relacdo que mostra o funcionamento ou ndo da enzima ribulose 1,5-
bifosfato carboxilase (RuBP) tdo importante na fixacdo do CO2 para o processo da
fotossintese que, junto com a maior abertura estomatica proporcionou elevados

valores de assimilacdo de CO:x.
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De maneira geral, plantas pulverizadas com 2,0 g L' de Fe apresentam
elevados valores de EUA (Figuras 18 A, B). As plantas desse tratamento continuaram
apresentando alta taxa de E, 3,237 mmol m? s, mas devido as altas taxas de A
continuaram apresentando alta EUA, 1,790 ymol CO2 (mmol H20)?, em condicéo de
Iso% (Figuras 16B, 13B e 18 B). Em condi¢éo de lioo%, 0s valores de E de 3,628 mmol
m2s1foram maiores, enquanto, que EUA foi de 2,895 ymolCO2 (mmol H20)* (Figuras
16 A; 18 A). Deve-se destacar que a reducdo da atividade da RuBP resulta em

elevacao da E, que leva a reducéo da eficiéncia de uso da agua.

Figura 18 - Eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO2 (mmol H20)?), em
plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com: 0 (controle), 0,5, 1,0,
1,5e2,0g L' de Fe e sob duas condi¢cdes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e
Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacéo de Fe. Os
simbolos sdo médias de 5 repeticfes. * e ** representam a significancia do
modelo a P £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe

De maneira geral, a EUA também diminuiu com a reduc¢do da intensidade da
luz, ou seja, a maior EUA foi observada sob nivel maior de luminosidade (2,895 ymol
COz2 (mmol H20)1), em comparacéo as plantas com Iso% (1,790 pymol CO2 (mmol H20)
1) (Figuras 18 A, B). Em condicdo de lso%, esperava-se que, devido a maior
disponibilidade de &gua, levaria a maior gs, maior E, maior taxa de A e, como
consequéncia, elevada EUA (Figuras 14 B; 16 B e 13 B; 18 B). No entanto, esse
resultado esta mais relacionado a fatores enzimaticos, ou seja, da atividade da RuBP.
Em condicdo lio0%, @ maior A deveu-se a sua maior taxa de A/Ci, uma vez que, nao
houve mudancas significativas nos valores de gs, assim como, sua E e, portanto,
apresentou maior EUA (Figuras 13 A; 17 A; 14A; 16 A; 18 A). Em condicao de lso%, a
menor A, gs e a menor taxa de E, sem e com pulverizagdo de 2,0 g L? de Fe, ndo
levou a reducdo na EUA pelas plantas de M. piperita nessa condi¢ao (Figuras 13 B;
14 B; 16B; 18 B).

Os poros estoméaticos também permitem a perda de vapor de agua para a
atmosfera pela E, enquanto ocorre a entrada de CO2. Assim, um rigido controle sobre
a abertura estomatica é essencial, para que ndo ocorra perda excessiva de agua pela
planta, ou que ela fique privada de COz, pois a EUA é um dos fatores determinantes
na producdo das plantas. Esse fino controle é atingido através de uma refinada
sensibilidade das células-guarda para os sinais ambientais e endogenos, incluindo

luz, temperatura, umidade, CO2, concentracdo interna de CO2 na camara
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subestomética, solutos celulares, ions especificos, pH e acido abscisico, além da
quantidade de agua na planta. Assim, a melhor captacdo de agua do solo e nédo
somente a reducdo da perda de agua pela E, também é fator importante (BLUM,
20009).

2.3.5 Fluorescéncia da clorofila a

Quenching néo fotoquimico (NPQ)

Os valores de quenching nado fotoquimico (NPQ) aumentaram em plantas sem
e com pulverizagdo de Fe, destacando a menor concentragcdo com Fe, nas plantas
crescidas em condicdo de maior irradiancia (lwo%), indicando que a maior parte da
energia absorvida foi utilizada para elevacdo da eficiéncia fotossintética nessa
condicao (Figuras 19 A, B).

Os baixos valores de transporte de elétrons (ETR) nas plantas submetidas a
aplicagcédo de Fe, sobretudo em condigédo de lIso%, justifica 0 aumento do NPQ com
aplicacbes das maiores concentracdes desse ion, ou seja, atua aliviando os
fotossistemas pela dissipacdo de energia na forma de calor (Figuras 23 B; 19 B)
(DEMMIG et al., 1987; CHANG et al., 2013), liberando inclusive, a energia térmica
através do ciclo das xantofilas (SMIRNOFF, 1993; BAKER, 2008). Entre os
mecanismos de fotoprotecdo, o ciclo das xantofilas desempenha papel importante,
tendo em vista que protege o maquinario fotossintético pela dissipacao do excesso de
energia via interconversédo das formas de violaxantina a zeaxantina, com gasto de
energia (GUIRAO et al., 2013), como observado no presente estudo pelos valores de
NPQ, com as duas maiores concentracdes de Fe, em condicdo de ambiente de Iso%
(Figura 19 B).
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Figura 19 - Quenching néo fotoquimico (NPQ), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g LtdeFee
sob duas condigbes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apos aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP £0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apds a aplicagdo de Fe

A reducao de NPQ (0,442) em condigédo de Iso% indica elevagdo no uso da
energia absorvida pelos pigmentos no PSII para processos fotoquimicos (GUO et al.,
2006), em comparagéo a condig&o lioo% (0,738) (Figuras 19 A, B). A incapacidade de
extinguir a energia com seguranga por mecanismos reguladores de protecao ou por
fotoquimica também foi demonstrada pelos valores de NPQ reduzidos, na ultima
avaliagdo para a maioria dos tratamentos com Fe e em ambas as condi¢des de cultivo
(Figuras 19 A, B).
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Eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm)

Para Fv/Fm apenas a aplicacdo de 1,0 g L de Fe tendeu a elevar seus valores,
em condicéo lioo% € de 0,5 g L'* com Iso%. Portanto, menores concentraces de Fe,
em condicao de Iso% minimiza danos decorrentes da fotoinibigdo, como expresso pelos
valores de eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm), cujo os valores médios foram
superiores (Figuras 20 A, B) e da taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), com
valores inferiores, em compara¢do a mesma concentracdo em condicdo com maior
nivel de luminosidade (Figuras 23 A, B).

As plantas com as demais concentragées (0, 0,5, 1,5 e 2,0 g L) apresentam
comportamento linear, em condicdo de liwoow (Figura 20A). Pinto et al. (2016)
verificaram interacdo entre os tratamentos de Fe e a densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos (p< 0,01) no sétimo dia, principalmente, sob irradiancia acima de 500
umol fétons m=2 st Pereira et al. (2013) verificaram em plantas de arroz, que o
excesso de Fe (7 mmol L?) acarretou na reducéo da eficiéncia fotoquimica maxima
do PSII (Fv/Fm), fato associado com o aumento dos niveis da fluorescéncia inicial (Fo),
sugerindo fotoinibicdo do PSII, podendo até causar desordem no aparato fotoquimico
mantido em condicdo com maior DFFFA.

Os baixos valores de Fv/Fu apresentados pelas plantas com 2,0 g L de Fe
estdo relacionados com a fotoinibicao, ou seja, a reducdo da capacidade fotossintética
guando em baixa intensidade de luz e, assim, ha necessidade de dissipar 0 excesso
luz que ndo estd sendo direcionada para a fotossintese (FARQUHAR et al., 1989)
(Figura 20 B).
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Figura 20 - Eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fwv), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g LtdeFee
sob duas condigbes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apos aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP £0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias ap06s a aplicagdo de Fe

Em plantas cultivadas & pleno sol e em condi¢do de Iso% pode-se observar
decréscimo no rendimento quantico maximo (Fv/Fm), aos 35 DAT. Essa razéo
demonstra quais as condi¢des das plantas quanto ao aparato fotossintético (Figuras
20 A, B). Quando seus valores se encontram entre 0,75 e 0,85 s&o indicativos de

maior eficiéncia na conversdo da energia luminosa para o PSIl, enquanto, o
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decréscimo nesta razéo reflete a presenca de fotoinibicdo nos centros de reacdo do
PSIl (BJORKMAN; DEMMING, 1987; BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989;
SANTOS et al., 2013), o que, foi observado em todos os tratamentos do presente
estudo. Deve-se considerar ainda que, em condicdo de sombreamento ndo ha
completa ativacdo dos fotossistemas, o que acaba comprometendo a etapa
fotoquimica da fotossintese, gerando menor quantidade de ATP e NADPH:2, a serem
utilizados para a fixagdo de CO2 na etapa bioquimica, expresso em menores valores
de assimilacdo de carbono (FLEXAS et al., 2004). No entanto, isso nao refletiu na
altura das plantas (Figura 3B), mas diminuiu a producdo de folhas, caule e raizes
(Figuras 6B; 7B e 8 B).

Goncgalves et al. (2012), estudando plantas de Swietenia macrophylla,
observaram maior eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) do PSIl nas plantas a pleno sol, o
que poderia ser explicado em parte, pela capacidade das plantas em dissipar a
energia excedente que poderia ocasionar danos oxidativos ao PSII e, dessa forma,

conseguir otimizar o uso da energia luminosa em excesso no ganho em biomassa.

Eficiéncia quantica da antena (Fv’/Fm’)

Plantas submetidas a aplicacdo da maior concentracéo de Fe (2,0 g L), na
condicao de Iso%, apresentaram os menores valores de eficiéncia quantica da antena
(Fv'/Fm") (Figura 21 B), refletindo em menor producdo de NADPH e ATP, produtos do
transporte de elétrons e utilizados no ciclo de Calvin, para a producdo de
fotoassimilados e, possivelmente, translocados para incrementos de biomassa (Figura
9 B). Este padrao de resposta é referente aos danos mantidos no aparato fotoquimico.
Além disso, esses parametros sdo indicadores de degradacao do polipeptideo D1 (um
importante componente do PSII), resultando na inativacdo dos centros de reacao da
fotossintese (GOLTSEV et al., 2016).



92

Figura 21 - Eficiéncia quantica da antena (Fv’/Fm’), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g LtdeFee
sob duas condigbes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apos aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP £0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias ap6s a aplicacdo de Fe

De maneira geral, em ambas as condigbes de irradiancia, os resultados
revelam que a aplicacdo da menor concentracéo de Fe ndo causa danos no aparato
fotossintético (Fv/Fm' e gP) de plantas de M. piperita (Figuras 21 A, B; 22 A, B). Os
resultados demonstram ainda que, plantas de M. piperita com aplicacdo de Fe em

condicao lioo%, €m relacdo as plantas controle, apresentam maior eficiéncia quéantica
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guando mantida em ambiente com incidéncia maior de luz (Figura 21 A), no entanto,
pode ser caracteristica até mesmo da propria espécie, uma vez que, € adaptada ao

clima tropical.

Coeficiente de extin¢cao fotoquimica (qP)

O coeficiente de extingdo fotoquimica (gP) foi outra caracteristica que
apresentou comportamento de reducdo dos 7 aos 28 DAT, quando concentragdes
mais elevadas de Fe foram aplicadas e em condig&o l100% (Figura 22, A). No entanto,
nao refletiu no metabolismo fotossintético do carbono, pois, o transporte de elétrons

ocorreu normalmente, inclusive com ganhos de biomassa total (Figuras 23 A; 9 A).

Figura 22 - Coeficiente de extin¢cao fotoquimica (qP), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0gL'deFee
sob duas condig¢des de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Isox (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP <0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apds a aplicagdo de Fe

Em condicédo de Iso%, a aplicacdo da maior concentracéo de Fe (2,0 g L) tende
a reduzir os valores de gP, dos 7 aos 28 DAT (Figura 22 B). Hussain et al. (2019)
verificaram em plantas de soja reducdo no rendimento quantico (Fv/Fm), rendimento
guantico efetivo do fotossistema (PSlI), extincéo fotoquimica (gP) e taxa de transporte

de elétrons (ETR) em plantas cultivadas com sombreamento a 50%.

Taxa de transporte de elétrons (ETR)

O Fe é cofator essencial para varias proteinas envolvidas na cadeia
transportadora de elétrons da fotossintese e da respiracdo (BASHIR et al., 2011,
THOMINE; VERT, 2013). A fotoinibicdo leva a reducdo lenta da fotossintese e,
consequentemente, a reducéo do rendimento quantico acompanhado por alteracbes
nas atividades do PSII. Esta reducdo pode estar ligada a interrupcdo do fluxo de
elétrons que acarreta na reducdo da atividade da enzima RuBP ligada a fixagdo de
carbono (CASSANA et al., 2008).

Quanto os valores de ETR foram avaliados, verifica-se que plantas que
receberam Fe e em condicdo de lioo% tiveram valores maiores que as plantas sem
pulverizacao (Figura 23 A). Em condi¢des extremas de estresse ambiental, os eventos
nos tilacoides podem ser afetados interferindo na eficiéncia da fotossintese e

inativando o PSIl e a cadeia de transporte de elétrons que da origem ao ATP e
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NADPH:2 (KRAUSE; WEISS, 1991; COSTA et al.,, 2003; CHRISTEN et al., 2007;
MARTINAZZO et al., 2013). Apesar da literatura relatar que reducdées na ETR em
resposta ao excesso de Fe podem estar associadas a deficiéncia de magnésio, por
sua vez, é provavel que reduza os pools de clorofila (PENG et al., 2019), nas folhas

de plantas de M. piperita.

Figura 23 - Taxa de transporte de elétrons (ETR), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L deFee
sob duas condi¢des de irradiancia, lioox (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP <0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Os maiores valores de ETR em condi¢do licow pode ter refletido nos maiores
indices de assimilagcdo de CO2 (Figuras 23 A; 13 A). O ETR n&do modificou em condic¢ao
de Iso% (Figura 23 B), no entanto, nessa reduz a eficiéncia de captura de energia de
excitacao dos centros de reacao do PSII (TIAN et al., 2017). Essa reducéo dos valores
de ETR em condicdo de Iso% (57,508), em comparagdo a condi¢ao de lioo% (86,019),
refletiu em menor eficiéncia na via metabdlica de fixacdo de CO2, que, por sua vez,
diminuiu a utilizacdo dos produtos da etapa fotoquimica (Figuras 23 A, B; 13 A, B).
Larcher (2005) afirma que plantas de sombra aproveitam melhor a radiacdo em
condicdes de baixa intensidade luminosa. Houborg et al. (2013) relatam que a ETR se
torna limitante em altas intensidades de irradiancia. Nestas condi¢fes, a energia
incidente é maior que o maquinario fotossintético é capaz de utilizar, encontrando-se,
frequentemente, decréscimo na ETR através do PSIl e aumento na taxa de giro da
proteina D1, principal polipeptidio do centro de reacdo do PSIl (ANDERSON et al.,
1995), processo este conhecido como fotoinibicdo, que resulta na perda da eficiéncia
fotoquimica do PSII. Em condicdo de ambiente sombreado, ocorre a reducdo da ETR,
consequentemente, reducdo na quantidade de ATP produzida e na atividade da
enzima rubisco (YAO et al., 2017; HUANG et al., 2018).

2.3.6 Analise de carboidratos

Acucares soluveis totais

Uma das alteragdes que ocorre durante a vida da planta € um rapido declinio
na fotossintese (QUIRINO et al., 2000) com o tempo, e os valores na producado e
acumulo de acucares decrescem em conjunto. As concentracfes de acucares
solaveis totais, sacarose e amido nas folhas de plantas de M. piperita cultivadas com
diferentes concentracoes de Fe e diferentes condicdes de luz, apresentaram
mudancas positivas com a aplicacao de Fe (Figuras 24 A, B; 26 A, B; 27 A, B). Um
dos possiveis mecanismos de aumento de osmorreguladores nos vegetais é a
continuidade da atividade fotossintética na planta mesmo em condi¢des de estresse

(CAO et al., 2015), o que foi confirmado na presente pesquisa em plantas com a
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aplicacédo de 2,0 g L de Fe, apesar de apresentaram menor assimilacdo de CO:2
(Figura 24 B; 13 B).

As concentracdes de acUcares sollveis totais das plantas em condicao de Iso%,
destacaram-se com a aplicacédo de 1,0 g L'*de Fe, diminuindo de forma consideravel

na auséncia de Fe (Figura 24 B).

Figura 24 - Teores de aglcares sollveis totais (mg g massa fresca?), em
plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0O (controle), 0,5, 1,0, 1,5
e 2,0g L' de Fe e sob duas condicGes de irradiancia, l1o0% (pleno sol) (A) e Iso%

(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap6s aplicacédo de Fe. Os

simbolos sdo médias de 5 repeti¢cdes. * e ** representam a significancia do

modelo aP £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe

De maneira geral, concentracdes elevadas de agucares sollveis totais foram

observadas em condicdo com maior intensidade de luz, correlacionando com os
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dados de fotossintese liquida e refletindo positivamente no incremento de biomassa
(Figuras 24 A; 13 A; 9 A). A fotossintese € limitada pela velocidade de difusdo de CO2
através dos estdmatos e pela capacidade de converter energia luminosa em quimica
e transformar o CO2 em agucares (FLEXAS et al., 2012). Além desse relato, podemos
nos referir aos de Godoy (2014) que observaram maiores concentragdes foliares de

carboidratos soluveis e carboidratos insolUveis nas plantas de sol que nas de sombra.

AcUcares redutores

Quanto a concentracdo de acUcares redutores observa-se que os tratamentos
com concentracdes intermediarias de Fe, ou seja, com 1,0 e 1,5 g L, elevaram seus
valores, em condi¢cdo com lio0% (Figuras 25 A). Em condigdo com lso%, destaca-se a
aplicacdo de 2,0 g L, em relagédo aos valores de agUcares redutores, com pico de

sintese dos 7 aos 21 DAT, com consequente decréscimo (Figura 25 B).

Figura 25 - Teores de acglcares redutores (mg g massa fresca?), em plantas de
M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g L
de Fe e sob duas condic¢Oes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Isox
(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap6s aplicacédo de Fe. Os
simbolos sdo médias de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do
modelo P £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe

De maneira geral, para a producdo de acucar redutor, pode-se destacar o
ambiente com l100%, correlacionando com a producao de acucares totais (Figura 25 A,
24 A). Assim, o aumento na concentracdo de acgUcares redutores nas folhas das
plantas tratadas com Fe estad de acordo, em parte, com os dados obtidos para as
trocas gasosas, uma vez que, a maior concentracdo de acgucares redutores, estava
limitando as taxas fotossintéticas através de um feedback negativo, devido ao
acumulo desses osmodlitos. Aos 28 DAT as concentracbes de aclUcares nao
modificaram as taxas de assimilacdo de CO2 que aumentaram com a aplica¢do de 1,5
g L' de Fe em condicdo de lio% (Figuras 25 A; 13 A). Os valores de aclcares
redutores tendem a elevar nas plantas tratadas com maiores concentracoes de Fe,
com valores de 0,338 mg g massa fresca, em comparacao as plantas controle com

0,298 mg g massa fresca, em condicao de lso% (Figura 25 B).

Sacarose

Em condicao lio0%, as plantas que receberam aplicacdo com0,5e 1,5g L™ de
Fe apresentaram incremento no teor de sacarose, no entanto, em condigdo com Iso%
a elevacdo de sacarose esta mais associado a uma possivel condicdo de estresse
causado por aplica¢gdes com concentracfes mais elevadas de Fe do que a condicao

de luminosidade do ambiente (Figuras 26 A, B).
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Figura 26 - Teor de sacarose (mg g massa fresca), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g LtdeFee
sob duas condigbes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apos aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP £0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe

O sombreamento gera reducdo da energia disponivel para a fotossintese,
consequentemente, afeta a producao e particao de fotoassimilados, como a sacarose,
0 que reflete sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas (POORTER;
NAVAS, 2003). O aumento da intensidade da luz desempenha papel importante na
regulacéo das enzimas relacionadas a sacarose e ao amido (ELIYAHU et al., 2015).
Em nossos resultados, o conteudo de sacarose e acgucares solUveis totais

aumentaram significativamente com o aumento da intensidade da luz (Figuras 26 A,
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24 A), como observado por Pilkington et al. (2015). Guyot et al. (1996) verificaram
aumento no teor de sacarose em cultivar Catuai de Coffea arabica (C. arabica)
cultivado sob condi¢cbes de sombra, enquanto relacdo negativa entre sacarose e
sombreamento foi observada para a cultivar Catimor de C. arabica (VAAST et al.,
2006).

Amido

Observou-se maiores valores de amido em plantas cultivadas sob condi¢ao de
Iso% € que receberam menor concentracdo de Fe, 0,5 g L, sugerindo quebra desse
carboidrato insoluvel em carboidratos sollveis (acUcares sollveis e sacarose) que
atuam como osmorreguladores e osmoprotetores em condicdes de estresse (Figuras
27 A, B). Em plantas submetidas a pleno sol € comum observar a quebra de amido
em acucares soluveis com o objetivo de aumentar o potencial osmotico. Além disso,
0 metabolismo da sacarose e do amido fornecem muitos intermediarios para os
carboidratos como precursores dos principais componentes de biomassa vegetal,
como observado, inclusive na producéo de biomassa seca de folhas e raizes, que, por
sua vez, revelou que Iso% reduz a biomassa (Figuras 6 B; 8 B). Chen et al. (2020)
verificaram reducédo significativa nos teores de amido com tratamentos de 40 e 80%

de sombreamento, em um periodo de 30 dias.
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Figura 27 - Teor de amido (mg g massa fresca), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g LtdeFee
sob duas condigbes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apos aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias
de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloaP £0,05e P <
0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicacio de Fe

Durante o periodo de estresse por sombreamento ou deficiéncia energética, a
planta utiliza suas reservas com a degradagcéao do amido para manter seu metabolismo
basal e crescimento. No entanto, com a severidade e intensidade, esse estresse pode
exaurir as reservas, tornando insustentavel para o metabolismo e levando a planta a

senescéncia (VERIATO, 2018), pela baixa ou elevada irradiancia.
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As taxas de biossintese e degradacdo do amido sao ajustadas a disponibilidade
de luz solar, de modo que quando a disponibilidade de luz aumenta, a formacao de
amido aumenta e a taxa de degradacdo diminui (FERNANDEZ et al., 2017). Apesar
disso, sdo poucas as informacfes que investigam o efeito de diferentes intensidades
de luz na biossintese de amido. Portanto, mais investigacdes sdo necessarias devido
a importancia de tais mecanismos (FENG et al., 2019).

2.3.7 Analise dos componentes principais (APC)

Nas figuras 28 A e 28 B, respectivamente, em condi¢cdo de lioo% € lso%, Sao
ilustrados os biplot da Analise de Componentes Principais (APC) referentes as
variaveis analisadas em funcao dos tratamentos com O (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g
Lt de Fe e épocas de avaliacdes, aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apos aplicagéo desse
elemento.

Em condicdo de lioo% (Figura 28 A), o somatoério de PC1 (16,49%) e PC2
(45,05%) explicam 61,49% da variacdo dos dados. E possivel verificar que aplicacio
de 1,5 g L? de Fe apresenta relacdo com agucares sollveis totais (AST) (PC2-). A
condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO2 (Ci), eficiéncia quantica da
antena (Fv/Fm’), taxa de transpiracéo (E) e coeficiente de extincdo fotoquimica (qP)
foram unidas em um mesmo grupo, no periodo inicial das avaliacfes, ou seja, aos 7
dias (PC1-), o que indica um possivel aumento de crescimento natural das plantas,
pois as demais concentragbes apresentaram resposta semelhante. Os dados de
crescimento como massa seca radicular (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca total (MST), volume radicular (VR), area foliar (AF), massa seca caulinar
(MSC), numero de folhas (NF), além de amido (AD) estao correlacionados, sobretudo,
nas avaliacOes finais, 28 e 35 dias apos aplicacéo de Fe, podendo destacar ainda as
concentracées de 0,5 e 1,5 g Lt de Fe (PC1+). A dispersdo da eficiéncia de
carboxilacao (A/Ci), assimilacéo de CO2 (A), eficiéncia do uso da agua (EUA), taxa de
transporte de elétrons (ETR), eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm), quenching nao
fotoquimico (NPQ), sacarose (SR), acucares redutores (AR) formaram um grupo
especifico e estdo mais relacionados ao periodo de avaliacdo 14, 21 e 28 dias (PC2-

).
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Em condicdo de Iso% (Figura 28 B), o somatério do PC1 (36,42%) e PC2
(22,52%) explicaram 58,94% da variagdo dos dados. A¢Ucares soluveis totais (AST)
apresentou comportamento semelhante a condi¢cdo de lioo%, OuU seja, a aplicacdo de
1,5 g L't de Fe aos 14 dias deslocou esse osmoélito em grupo isolado (PC1-). A
aplicacdo de Fe, sobretudo, 0,5 g L* influéncia a condutancia estomatica (gs),
concentragéo interna de CO:2 (Ci), eficiéncia quantica da antena (Fv/Fm’), taxa de
transpiracdo (E), coeficiente de extingdo fotoquimica (qP) e taxa de transporte de
elétrons (ETR), aos 7 e 21 dias ap0s aplicacédo de ferro (PC2+).

A clorofila b (clb), amido (AD), massa seca radicular (MSR), massa seca da
parte aéreal/folhas (MSPA/MSF), massa seca total (MST), volume radicular (VR), area
foliar (AF), massa seca caulinar (MSC), numero de folhas (NF) apresentam
comportamento semelhante com aplicacédo de 0, 0,5, 1,0 e 1,5 g L'* de Fe aos 35 dias
apos aplicacdo desse ion (PCl+). Essas variaveis estdo menos associadas a
aplicacdo de 2,0 g L'! de Fe, o que pode indicar um inicio de toxidade pelo elemento
e, assim, refletindo negativamente no desenvolvimento da planta em condi¢cdo de
menor incidéncia de radiacéo solar (Iso%). Para a eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci),
assimilacdo de CO:2 (A), eficiéncia do uso da agua (EUA), eficiéncia fotoquimica
maxima (Fv/Fm), quenching ndo fotoquimico (NPQ), sacarose (SR) e acucares
redutores (AR) nota-se relacdo com o periodo de avaliagdo, aos 28 dias apos
aplicacao de ferro (PC2-).

Nas figuras 29 A e B, respectivamente, em lioow € lso%, pela analise dos
“Scores” dos componentes principais é possivel verificar que a similaridade do
comportamento das concentracdes de Fe é proporcional a concentracdo estudada

desse elemento.
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Figura 28 - Analise dos componentes principais (APC) de componentes do metabolismo primario, em plantas de M.
piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5e 2,0 g L de Fe e sob duas condi¢cdes de irradiancia,
l100% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), em cinco épocas de avaliagdes (7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de
Fe). Altura de planta (AP), numero de folhas (NF), area foliar (AF), massa seca da parte aéreal/folhas (MSPA/MSF), massa

seca do caule (MSC), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), volume radicular (VR), clorofilaa (Cla) e b (Clb),
eficiéncia de carboxilacéo (A/Ci), taxa de transpiracao (E), concentracédo interna de CO2 (Ci), condutancia estomatica (gs),
assimilacdo de CO:2 (A), eficiéncia do uso da agua (EUA), taxa de transporte de elétrons (ETR), coeficiente de extingdo
fotoquimica (gP), eficiéncia quantica da antena (Fv’/Fm’), eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm), quenching néo
fotoquimico (NPQ), amido (AD), sacarose (SR), acUcares redutores (AR) e acUcares sollveis totais (AST)
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Figura 29 - Scores da andlise dos componentes principais (APC) de componentes do metabolismo primério, em plantas
de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de Fe e sob duas condicdes de
irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Isox (irradidncia 50%) (B), em cinco épocas de avalia¢gfes, aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s

aplicacao de ferro
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2.4 CONCLUSOES

De maneira em geral, a producéo de Mentha piperita L., pode ser realizada com
aplicacdes menores de ferro e em condicdo com maior nivel de irradiancia para obter
o melhor crescimento e rendimento de folha seca, caule e raiz. Apesar da espécie
apresentar plasticidade fenotipica em condi¢éo com baixa incidéncia de luminosidade,
no entanto, ndo resulta em incrementos de biomassa.

A analise de componentes principais foi eficiente na confirmacao dos resultados
com aplicacdo de ferro, em ambas condicdes de irradiancia (lioo% € Iso%), como

revelado inclusive pelos seus “Scores”.
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CAPITULO 3

AcAo DO FERRO EXOGENO E IRRADIANCIA NA PRODUCAO DE
METABOLITOS COM POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE FOLHAS DE Mentha
piperita L.

RESUMO

De maneira geral, metabdlitos com potencial antioxidantes sdo produzidos como
resultado da adaptacao do organismo ao ambiente circundante ou como um possivel
mecanismo de defesa. Condicbes adversas tanto de radiagdo da luz solar como
aplicacao de ferro (Fe) modula a sintese de compostos do sistema antioxidante. O
presente estudo tem como objetivo analisar modificacdes relacionadas a respostas de
defesa de plantas de horteld-pimenta (Mentha piperita L.) submetidas a aplicacdo
foliar de Fe em diferentes condi¢des de irradiancia. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacao, com controle de umidade e temperatura. Adotou-se delineamento
inteiramente casualizado e esquema fatorial 5x2, sem Fe e quatro concentracdes
desse elemento aplicado via foliar, com concentracdes iguais a 0 (controle), 0,5, 1,0,
1,5e 2,0 g L' e sob duas condi¢cdes de irradiancia, l100% (pleno sol) e Iso% (irradiancia
50%). Foram realizadas avaliacbes dos teores de carotenoides, antocianinas,
flavonoides e compostos fendlicos totais, peréxido de hidrogénio (H202), peroxidagéo
lipidica (MDA) e determinacdo da capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e
FRAP, bem como atividade das enzimas peroxidase (POD) e superéxido dismutase
(SOD). Plantas de M. piperita pulverizadas com Fe tendem a apresentar menores
valores de carotenoides e de antocianinas, sem grandes modificacées no contetdo
de H202. Apesar de apresentarem tendéncia em elevacdo dos teores de
malondialdeido (MDA), correlacionando com aumento da atividade da POD e redugéo
da atividade da SOD, sobretudo, com aplicacdo de 2,0 g L* de Fe. AplicagGes maiores
de Fe, eleva os valores de FRAP, em ambas condi¢des de irradiancia, no entanto, néo
modifica os valores de DPPH. Plantas pulverizadas com concentracdes menores de
Fe elevam os valores de compostos fendlicos. A condigdo em pleno sol (l100%) eleva
consideravelmente os valores de compostos fendlicos, mas, ndo modifica os valores
de flavonoides. Conclui-se que a aplicacao foliar de Fe modifica perfis de metabdlitos
do sistema antioxidante de plantas de M. piperita, na dependéncia da concentracéo
de Fe aplicada e de acordo com o nivel de irradiancia.

Palavras-chave: Familia lamiaceae. FEEDTA. Luminosidade. Estresse oxidativo.
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CHAPER 3

EXOGENOUS IRON AND IRRADIANCE IN THE PRODUCTION OF
METABOLITES WITH ANTIOXIDANT POTENTIAL IN THE LEAVES OF Mentha
piperite L. PLANTS

ABSTRACT

In general, metabolites with potential antioxidants are produced as a result of the
organism's adaptation to the surrounding environment or as a possible defense
mechanism. Adverse conditions from both sunlight radiation and application of iron
(Fe) modulate the synthesis of compounds in the antioxidant system. The present
study aims to analyze changes related to defense responses of peppermint plants
(Mentha piperita L.) submitted to foliar application of Fe under different irradiance
conditions. The experiment was carried out in a greenhouse, with humidity and
temperature control. It was adopted a completely randomized design and a 5x2
factorial scheme, without Fe and four concentrations of this element applied via leaf,
with concentrations equal to 0 (control), 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g L'! and under two
irradiance conditions, lioo% (full sun) and Isow (50% irradiance). Assessments were
made of the levels of carotenoids, anthocyanins, flavonoids and total phenolic
compounds, hydrogen peroxide (H202), lipid peroxidation (MDA) and determination of
antioxidant capacity by the DPPH and FRAP methods, as well as activity of the
peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD) enzymes. Plants of M. piperita
sprayed with Fe tend to have lower values of carotenoids and anthocyanins, without
major changes in the content of H202. Despite presenting a tendency towards an
increase in the levels of malondialdehyde (MDA), correlating with an increase in POD
activity and a reduction in SOD activity, especially with the application of 2.0 g L of
Fe. FRAP values, in both irradiance conditions, however, do not modify the DPPH
values. Plants sprayed with lower concentrations of Fe increase the values of phenolic
compounds. The condition in full sun (l100%) raises the values of phenolic compounds
considerably, but does not modify the values of flavonoids. It is concluded that the foliar
application of Fe modifies profiles of metabolites of the antioxidant system of M.
piperita plants, depending on the concentration of Fe applied and according to the level
of irradiance.

Keywords: Lamiaceae family. FeEDTA. Brightness. Oxidative stress.
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3.1 INTRODUCAO

O metabolismo priméario, que participam a fotossintese, a respiracdo e o
transporte de nutrientes, consome a maior parte da energia produzida pela planta e
sdo essenciais para produtividade vegetal. O metabolismo secundario, recentemente
denominado especializado origina compostos que sao especificos para diferentes
espécies (GONCALVES; GUAZZELLI, 2014) e na dependéncia do metabdlito
produzido sdo originados por diferentes rotas de sintese.

Os metabdlitos com potencial antioxidante sdo produzidos como resultado da
aclimatacdo do organismo ao ambiente circundante ou como um possivel mecanismo
de defesa (COLEGATE; MOLYNEUX, 2008). Plantas sob estresses ambientais como
alta intensidade de radiacdo solar e de metais elevam nas células espécies reativas
de oxigenio (EROs) podendo causar danos as proteinas, aos lipidios de membranas
e aos acidos nucléicos (ASENSIO et al., 2012; KROH; PILON, 2020). Dessa forma, a
biossintese e o acumulo de compostos fendlicos e flavonoides nas plantas estédo
relacionados a genética e a fatores ambientais, incluindo intensidade da radiacdo solar
(COMINELLI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; JAAKOLA; HOHTOLA, 2010; NI et
al., 2020). Alteracdes na intensidade de luz modificam ainda teores de carotenoides e
antocianinas, que, sao utilizados como importantes marcadores de ambientacdo
vegetal (MARTINS et al., 2009).

Resultados de pesquisa indicam que o acumulo de compostos fendlicos em
Centella asiatica dependem da duracdo e da quantidade de luz ao longo do dia
(TAULAVUORI et al., 2013; YANG et al.,, 2018). Em Berberis microphylla, a alta
intensidade de luz aumentou o contetdo de antocianina e de polifenol total em
comparacao a intensidade de luz intermediaria (ARENA et al., 2017). Ma et al. (2010)
verificaram em Anoectochilus formosanus que irradiancia entre 30 e 50 pmol m?2 s
favorece a producédo de flavonoides totais. Mohammad et al. (2005) verificaram que
plantulas de Phalaenopsis apresentavam maior teor de superéxido dismutase com o
aumento da intensidade luminosa.

A disponibilidade de micronutrientes também pode impactar a producdo de
compostos antioxidantes por meio de efeitos nas vias biossintéticas como ativadores
de diversas enzimas. O ferro (Fe) € um constituinte da cadeia de transporte de elétrons

na mitocondria e nos cloroplastos, portanto, a sua deficiéncia ou toxicidade causa
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alteragbes no estado redox celular, resultando no acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (MITTLER et al., 2004), refletindo na atividade da superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), redutase da glutationa (GR), peroxidase (POD) e
em componentes nao enzimaticos (antocianinas, flavonoides, compostos fendlicos e
carotenoides) (HANSCH; MENDEL, 2009; GILL; TUTEJA, 2010; SPIRT et al., 2010;
ASENSIO et al., 2012; THOMINE; VERT, 2013; STEIN et al., 2014; ONAGA et al.,
2016). O Fe pode atuar na atividade da fenilalanina amoénio-liase, enzima relacionada
a resposta do metabolismo antioxidante (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008), afetando
inclusive a producdo de ERO, como peroxido de hidrogénio (H202) podendo danificar
muitos componentes celulares, como proteinas, lipidios da membrana e &cidos
nucléicos, podendo acarretar em peroxidacdo lipidica (UREK; TARHAN, 2012;
DIXON; STOCKWELL, 2014; SIDA-ARREOLA et al., 2015), que, por sua vez, induz
respostas do sistema antioxidante.

Dessa maneira, a capacidade da planta para ativar o sistema de defesa
antioxidativo € o principal mecanismo para a resisténcia contra danos oxidativos
causados pelas EROs (VERMA; DUBEY 2003). O grau de atividade das enzimas
antioxidantes e o aumento da quantidade de antioxidantes sob estresse é
extremamente variavel entre varias espécies de plantas e mesmo entre cultivares da
mesma espécie (BLOKHINA et al., 2003; REDDY et al., 2004; SCANDALIOS, 2005).

Em particular, para as plantas medicinais, as condicbes ambientais sao
capazes de redirecionar o metabolismo para, consequentemente, regular a producao
de seus componentes, inclusive metabdlitos do sistema antioxidante (YANG et al.,
2018). Atualmente, pesquisas por antioxidantes naturais € uma nova tendéncia do
mercado de farmacos e industrial, pois, além de manter as propriedades
organolépticas e quimicas de alimentos, também sdo associados a manutengéo de
saude e prevencdo de doencas. O conhecimento dos compostos quimicos
provenientes de espécies da familia Lamiaceae & muito extenso, especialmente por
monoterpenos e sesquiterpenos encontrados em géneros de importancia econdmica
(WU et al., 2012), no entanto, constituintes quimicos, como antioxidantes, fendlicos, e
outros compostos podem também ser de grande importancia como caracteres
taxondémicos, auxiliando na defesa e identificagéo de compostos biologicamente ativos
desse grupo medicinal. Plantas de M. piperita submetidas a aplicacdo de

concentracOes elevadas de Fe e sob diferentes intensidades de radiagao solar podem
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incrementar de diversas maneiras o sistema antioxidante para eliminar ou desintoxicar
as EROs, em resposta a essas condi¢des adversas.

O presente estudo tem como objetivo analisar a producdo de metabdlitos do
sistema antioxidante de folhas de M. piperita submetidas a aplicagéo foliar de Fe em

diferentes condic¢des de radiagdo solar.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de estudo

O experimento foi conduzido no Departamento de Bioestatistica, Biologia
Vegetal, Parasitologia e Zoologia - Setor de Biologia Vegetal, IBB, UNESP,
Botucatu/SP, em casa de vegetacdo, com controle de umidade e temperatura e com

as seguintes coordenadas geograficas: 22°53'12.2"S, 48°29'52.5"W.

3.2.2 Material vegetal e tratamentos

Estacas de hortela-pimenta (Mentha piperita L.) foram obtidas de plantas
matrizes cultivadas em vasos contendo substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®
+ Carolina soil® + Solo, proporcéo 1:1:1.

Ramos aéreos das plantas foram selecionados e a partir deles, estacas com 8
cm de comprimento e com os quatros primeiros pares de folhas mantidos foram
confeccionadas e, em seguida, colocadas em bandejas de poliestireno expandido
contendo substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®. Essas estacas foram
mantidas em camara de nebulizacdo intermitente até o enraizamento, conforme
Gongalves et al. (2020).

Aos 30 dias apos o plantio das estacas e enraizadas foram transferidas
definitivamente para vasos com capacidade de 2,6 L, utilizando Tropstrato
HT Hortalicas® como substrato.

O pH contendo a solugdo do fertilizante foliar contendo 13% de Fe (EDTA)
solavel foi ajustado para aproximadamente a 5,0. Essa faixa representa boa

solubilidade, controle e eficacia da atividade do presente fertilizante foliar. As
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concentraces de Fe utilizadas foram iguais a 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5e 2,0 g L?,
preparadas a partir da pesagem de Fe em balanca analitica, dissolvido em um litro de
agua destilada. Essas concentracbes de Fe foram definidas com base na
recomendacéao 6tima do fertilizante foliar, trabalho realizado por EI-Emary et al. (2018)
e a partir de testes preliminares.

As plantas foram cultivadas em diferentes condi¢des de irradiancia, l1o0% (pleno
sol) e Isox (irradiancia 50%). Aos 10 dias ap0s a aclimatacdo das plantas a condicédo
de substrato e quatro dias nas diferentes condi¢des de irradiancia foi realizada a
primeira aplicagao de Fe, em intervalos semanais, totalizando 5 aplicagoes.

As aplicacoes foliares de Fe foram realizadas na parte da manha (9:00 h) com
temperaturas médias préximas a 18°C e umidade relativa do ar proxima de 80% com
auxilio de pulverizador manual de CO:2 pressurizado, com bico do tipo “Leque”, com
taxas de vazao de 0,025 a 2500 gpm (0,09 a 9464 I/min) e pressdes até 4000 psi (276
bar), utilizando como agente espalhante o produto comercial Agral® (Nonil Fenoxi Poli
(Etilenoxi) Etanol) na proporcdo de 800 pL por litro de solucdo de Fe.

As plantas foram fertirrigadas com solucao nutritiva n° 2 de Hoagland & Arnon,
com forcga ibnica reduzida a 70%, pH ajustado para 5,5 - 6,5 e a condutividade elétrica
mantido entre 1,5 - 2,5 mS cm-%, conforme Gongcalves et al. (2020).

3.2.3 Analises bioquimicas

Para as andlises bioquimicas foram selecionadas folhas totalmente expandidas
e sadias, coletadas das 9:00 as 10:00h e colocadas em sacos plasticos, embrulhadas
em papel aluminio e, em seguida, congeladas em nitrogénio liquido. Essas amostras
foram armazenadas em ultra freezer a -80°C, para posterior analise.

O extrato enzimatico para determinacéo da superdxido dismutase (SOD) e da
peroxidase (POD) foram obtidos segundo metodologia proposta por Kar e Mishra
(1976). Foram utilizados 200 mg de massa foliar fresca congelada e macerada em
nitrogénio liquido. A seguir, esse material foi homogeneizado em 4 mL de tampé&o
fosfato de potéassio (0,1M, pH 6,8) gelado e o extrato foi centrifugado a 10000 x g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi separado em microtubos e congelados

em freezer a -26°C para posterior avaliagéo.
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3.2.3.1 Atividade da peroxidase

A atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foi determinada pelo
método espectrofotométrico proposto por Teisseire e Guy (2000), adaptado. Utilizou-
se 30uL do extrato enzimatico, 500uL de tampé&o fosfato de potassio (50 mmol L1, pH
6,5), 250uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol, 20 mmol L?) e 220uL de perdxido de
hidrogénio (H202, 5 mmol L), totalizando 1000uL. A reacéo foi mantida por 5 minutos
e a formacdo de purpurogalina avaliada em espectrofotdmetro, cuja leitura foi
realizada a 430 nm. O calculo da atividade especifica da enzima foi realizado por meio
do seu coeficiente de extingdo molar (2,5 mmol L't cm?) e a atividade expressa em

nmol de purpurogalina mint mg* de proteina.

3.2.3.2 Atividade da superéxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi
determinada pela metodologia descrita por Peixoto et al. (1999). A reacédo foi
preparada em ambiente sem luz, sendo composta por 50 pL de extrato enziméatico e
2950uL de solugdo tampao fosfato de potassio (50 mmol L%, pH 7,8) contendo
metionina (13 mmol L), cloreto de azul de p-nitrotetrazélio (NBT, 75 pmol L*?)
riboflavina (2 pymol L) e EDTA (100 nmol L), totalizando 3000uL. A reacéo foi
conduzida sob luz por 5 minutos e a temperatura ambiente. A inibicdo da reducéo
fotoquimica do NBT foi avaliada em espectrofotometro a 560 nm e a atividade

expressa em U mg? de proteina.

3.2.3.3 Quantificagdo das proteinas solluveis totais

A quantificacdo das proteinas solUveis totais do extrato foi determinada de
acordo com metodologia proposta por Bradford (1976). A reacéo foi composta por 100
WL de extrato enzimatico e 5000uL de reativo de Bradford, composto por Coomassie
Brilliant Blue G-250 0,01% (m/v), etanol 4,7% (m/v) e acido fosforico 8,5% (m/v), a
gual foi conduzida por 15 minutos, sendo a sua leitura realizada em espectrofotdmetro
a 595 nm. Para a realizacéo da curva padrao foi diluida 100 mg de caseina em 50 mL

de solucdo NaOH 0,5 mol L e o volume completado com agua deionizada para 100
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mL. A partir dessa solucéo foi elaborada a curva padrao para a quantificacdo de

proteinas.

3.2.3.4 Concentracdo de carotenoides e antocianinas

Os teores de carotenoides e antocianinas foram determinados segundo
metodologia descrita por Sims e Gamon (2002).

As concentragdes de carotenoides e antocianinas foram calculadas segundo
as equagdes abaixo e expressas em ug de pigmento por g de matéria fresca.

Onde:

Carotenoides = (A470 - (17,7. (Cla-Clb) - 9,479 x (antocianina)) /119,26);

Antocianinas = 0,08173. (A537) - 0,00697. (A647) - 0,002228. (A663).

3.2.3.5 Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi analisado utilizando como
reagente o reativo de Folin Ciocalteu, conforme Singleton e Rossi Jr. (1965) e
Singleton et al. (1999). A extracéo foi realizada da seguinte forma: protegidas da luz,
para evitar a degradacdo dos compostos de interesse, foram pesadas 0,1 g de
amostra de material foliar fresco previamente macerado. A essas amostras adicionou-
se 5 mL de metanol 50%. Em seguida, as mesmas foram homogeneizadas e levadas
para o banho ultrassénico por 20 minutos. Apés esse tempo, foram centrifugadas por
10 minutos a 5.000 rpm com temperatura de 25°C. Em seguida, armazenou-se 0
sobrenadante em tubos ambar, que foram acondicionados em geladeira. Ao
centrifugado, adicionou-se 5 mL de metanol 50%. Depois, as amostras foram
homogeneizadas, levadas ao banho ultrassénico por 20 minutos e centrifugadas por
10 minutos a 5.000 rpm com temperatura de 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
retirado e misturado ao sobrenadante anterior nos tubos ambares. A reacdo foi

realizada em tubos de ensaio.

A reacgéo aconteceu em tubos de ensaio, da seguinte maneira:
1) Adigéo de 100 pL de sobrenadante
2) Adicao de 1 mL de H20
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3) Adicao de 0,5 mL de Folin Ciocalteu
4) Adicao de 2,5 mL de Na2COs3 a 20%

5) Homogeneizacao e acondicionamento por 60 minutos no escuro.

Apos esse periodo, foi realizada a leitura de absorbancia a 725 nm. Os
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG) g massa

fresca.

3.2.3.6 Flavonoides totais

A extracdo para analise dos teores dos flavonoides totais foi feita de acordo
com o método de Awad et al. (2000), segundo as adaptacdes realizadas por Popova
et al. (2004). Protegidas da luz, para evitar a degradacdo dos compostos de interesse,
foram pesadas 0,1 g de amostras de material foliar fresco previamente macerado e
utilizou-se 500 uL do extrato. A esse extrato adicionou-se 4 mL de metanol acidificado.
Em seguida, as mesmas foram homogeneizadas e levadas para o banho ultrassonico
por 30 minutos. Apos esse tempo, adicionou-se 1 mL de cloreto de aluminio 5% a elas
qgue, em seguida, foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm a temperatura de
5°C. Em seguida, as amostras foram filtradas e a leitura de absorbancia realizada a
425 nm. Os resultados foram expressos em mg flavonoides g! de massa fresca, em

equivalente de acido galico.

3.2.3.7 Atividade antioxidante pelo método DPPH« (1,1-difenil-2-picril hidrazina)

A atividade antioxidante foi determinada frente ao radical livre (DPPH),
conforme método proposto por Brand-Williams et al. (1995) com algumas adaptacoes.
As analises foram realizadas em duplicatas e o resultado expresso pela média dos
valores. A solucdo de DPPH foi preparada a 2 x 104 g mL* (0,002 g de DPPH em 5
mL de etanol P.A.). A extracdo foi realizada sob prote¢&o da luz, utilizando 0,1 g de
amostra de material foliar fresco previamente macerado. A essas amostras adicionou-
se 5 mL de etanol P.A. Em seguida, foram homogeneizadas e levadas para banho

ultrassonico por 15 minutos. Apds esse tempo, foram centrifugadas por 10 minutos a
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2.000 rpm a temperatura de 5°C. A reacdo aconteceu em tubos de ensaio, da seguinte
maneira:

1) Adicdo de 500 pL de sobrenadante

2) Adicao de 1,5 mL de etanol P.A.

3) Adicéo de 150 pL de DPPH 2.10* g mL™*

4) Homogeneizagao e acondicionamento por 60 minutos no escuro.

Apoés esse periodo, foi realizada a leitura de absorbancia a 517 nm e os

resultados expressos em ug g Trolox de DPPH reduzido.

3.2.3.8 Atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric reducing antioxidante

power)

O ensaio FRAP foi realizado de acordo com método descrito por Benzie e Strain
(1999), em duplicata e o resultado expresso pela média dos valores. Em auséncia da
luz foi pesada 0,1 g de amostra de material foliar fresco previamente macerado. A
essas amostras adicionou-se 3 mL de metanol. Em seguida, foram homogeneizadas
e levadas para banho ultrassénico por 10 minutos. Apds esse tempo, foram
centrifugadas por 10 minutos a 6.000 rpm a temperatura de 10°C. A reacao aconteceu
em tubos de ensaio, utilizando 10 pL do extrato da amostra seguindo os seguintes

passos:
1) Adicao de 900 pL de reagente (FRAP)
2) Adicao de 10 ul de amostra (sobrenadante apos a centrifugacao)
3) Adigéo de 90 pL de agua destilada
4) Homogeneizagéo e acondicionamento por 30 minutos no escuro.

ApoOs esse periodo, foi realizada a leitura de absorbancia a 594 nm e os

resultados expressos em mM de Fe g
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3.2.3.9 Peroxidacéo lipidica (MDA)

A peroxidacéo lipidica (MDA) foi avaliada utilizando-se metodologia de Heath e
Packer (1968), adaptado. Foram utilizados 200 mg de material foliar fresco macerado
em almofariz adicionando-se 5 mL de meio de reacdo constituido por acido
tiobarbittrico (0,25%, m/v) e acido tricloroacético (10%, m/v). A solucéo,
acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho maria a 90°C por
60 minutos, foi centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos a 25°C. O sobrenadante foi
coletado e levado para leitura em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de
560 e 600 nm. A guantidade do teor de malondialdeido (MDA) formado foi calculada

utilizando o coeficiente de extingdo de 155 mM* cm-?,

3.2.3.10 Conteudo de peroxido de hidrogénio

Realizou-se a determinacdo do conteudo de peroxido de hidrogénio (H202),
segundo método de Alexieva et al. (2001). Foram utilizadas 0,1 g de amostras foliares
maceradas e congeladas em nitrogénio liquido, as quais foi adicionado 1 mL de TCA
0,1% e agitadas em vértex, em seguida, foram centrifugadas a 12000 g por 15 minutos
a 4°C. A reacao iniciou-se com a adicdo de 250 pL de extrato, 250 pL de tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,0 e 1,0 mL de iodeto de potassio a 1M. O conteudo foi incubado
no escuro por uma hora e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 390 nm. Calculou-se a concentracdo de peréxido de

hidrogénio nas amostras através de curva do proprio peroxido de hidrogénio.

3.2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes em arranjo fatorial 5 x 2, cinco concentragdes de ferro, constituindo os
diferentes tratamentos com concentrac¢des iguais a 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5e 2,0 g
L e duas condicdes de irradiancia, l100% (pleno sol) e Isox (irradiancia 50%). A colheita
de material vegetal para as analises de carotenoides, antocianinas, conteudo de H202,

MDA e de enzimas do sistema antioxidantes foi realizada aos 7, 14, 21 e 28 e 35 dias
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apos a aplicacdo de Fe (DAA-Fe) e para avaliacdo de DPPH, FRAP, compostos
fenolicos e flavonoides totais aos 7, 14, 21 e 28 DAA-Fe.

Os dados foram submetidos a analise de regressao, considerando o coeficiente
de determinacao, comportamento bioldgico e significancia dos parametros do modelo

pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito da aplicacédo de Fe e da intensidade da radiacédo solar nos teores de
antioxidantes

Carotenoides

Os resultados do presente estudo demonstram que a aplicacdo de 1,5 g L de
Fe, em condicao de lioo%, provoca reducao do teor de carotenoides, dos 14 aos 28
DAT, resposta diferente foi revelada pela aplicacdo de 2,0 g L'! de Fe, durante o
mesmo periodo, ou seja, verificou-se elevacdo da concentracdo de carotenoides
(Figuras 1 A, B). Dessa forma, demonstrando ser um tratamento promissor para a
inducéo da sintese desse importante grupo de composto de protecdo e adaptacao das
plantas e de utilizacdo devido as suas propriedades antioxidantes. Arunachalam et al.
(2009) relataram reducédo no contetdo de clorofila e carotenoides com aumento das
concentracdes de Fe. Rout e Sahoo (2015) relataram que quando a concentracao de

Fe aumenta, diminui a quantidade de pigmentos como clorofila e carotenoides.
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Figura 1 - Teores de carotenoides (ug g matéria fresca), em plantas de M.
piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L1 de
Fe e sob duas condic¢fes de irradiancia, lioos (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia
50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos séo
médias de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo a P £ 0,05
e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicacdo de Fe

Em condicdo com lioow, 0 valor médio de carotenoides é de 322,185 ug g
matéria fresca, enquanto, em condicdo com lso% esse valor eleva para 417,453 ug g
matéria fresca (Figuras 1 A, B). Em ambientes com alta radiagdo solar, o aumento
da foto-oxidacao de clorofilas depende da concentracdo de carotenoides, que podem
prevenir a fotodestruicao das clorofilas (GONCALVES et al., 2005).

Dessa forma, elevagdes dos teores de carotenoides em ambientes sombreados

podem ser explicadas, pois sdo sintetizados e foto-oxidados na presenca de luz, ou
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seja, plantas submetidas a pleno sol apresentam menores valores nas concentracoes
de carotenoides, em comparacao a condicdo de ambiente sombreado. Além disso, a
M. piperita apresenta metabolismo fotossintético do tipo Cs, saturando-se

fotossinteticamente em intensidades de luz relativamente baixas (Figuras 1 A, B).

Antocianinas

Nota-se que os teores de antocianinas elevam com 2,0 g L%, em condic&o l100%,
semelhante as plantas sem pulverizacdo e em condicao Isox com aplicacdo de 1,5 g
L1, quando comparado as demais concentragées de Fe (Figuras 2 A, B), ou seja,
independente da condicdo de luz, o elemento Fe exerce papel essencial em

mecanismo de defesa entre outras funcées na fisiologia das plantas de M. piperita.

Figura 2 - Teores de antocianinas (ug g matéria fresca'), em plantas de M.
piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L' de
Fe e sob duas condi¢cdes de irradiancia, lioow (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia
50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds aplicacdo de Fe. Os simbolos sao
meédias de 5 repeti¢ces. * e ** representam a significancia do modelo a P < 0,05
e P 0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apds a aplicacdo de Fe

Em condigéo de lioo%, 0 valor médio de antocianinas € de 304,853 ug g matéria
fresca!, enquanto, em condicdo de Iso%w 0 valor reduz para 291,093 ug g matéria
fresca (Figuras 2 A, B). E importante reforcar que, a luz é indispensavel para o curso
biossintéticos de uma planta em crescimento. Em Berberis microphylla verificou-se
gue a alta intensidade de luz pode aumentar o conteddo de antocianina trés vezes
mais do que a intensidade de luz média (ARENA et al., 2017; YANG et al., 2018).
Wang et al. (2012) verificaram que a concentracdo de antocianina foi baixa nas folhas
de cha (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) e nao foi significativamente afetada pelo

tratamento de sombra.

Per6xido de hidrogénio

A exposicao das plantas ao ion Fe (Fe?*, Fe®*) altera o balan¢o do metabolismo
de radicais livres, resultando em acumulacéo de H202. Na presenca de Fe?*, o H202
pode ser convertido em radicais hidroxilas (HO") altamente reativos, numa reacéo
catalisada pelo metal via reacéo de Fenton (MITHOFER et al., 2004; RAVET; PILON,
2013), como esquema abaixo:

Fe?*, Fe3*

0O, " + H202 EE— HO'+ OH™+ O,
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Portanto, o Fe pode ser tdéxico quando se acumula em niveis elevados, em

virtude da formacao de radicais hidroxilas (OH") (PROUSEK et al., 2007). Apesar
disso, ndo se verifica mudancgas na producao de H202 em relag&o a aplicacéo de Fe
em condicdo de ambiente de lioo%, NO entanto, verifica-se reducdo sem aplicacao de
Fe. Em relacdo a lso%, houve reducdo dos valores de H202, tanto sem e com
pulverizacdo de 0,5 e 1,0 g L de Fe (Figuras 3 A, B).

Figura 3 - Conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) (UM H202 g massa fresca
1), em plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,
1,0,15e2,0g L' de Fe e sob duas condi¢cGes de irradiancia, l1oo% (pleno sol)
(A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacao de Fe.
Os simbolos sdo médias de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do

modelo aP £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Em condicéo de Iso%, 0s valores médios de H202 foram iguais a 78 uM H202 g
massa frescal, enquanto, que em lioo% 0 valor foi igual a 80 uM H202 g massa fresca
-1 (Figuras 3 A, B). Na dependéncia da espécie, em condi¢éo de baixa irradiancia pode
ocorrer maior eficiéncia fotossintética, sem fotoinibicdo e sem estresse foto-oxidativo.
(CHANG et al., 2013)

Peroxidacao de lipidios (MDA)

No presente trabalho os valores de MDA se elevaram em plantas de M. piperita
com aplicagéo de Fe, sobretudo em condi¢cdo com lico%, indicando que a aplicagéo de
Fe age em nivel celular, provocando danos oxidativos em lipidios e proteinas,
enquanto, em condi¢cdo de sombreamento 50% eleva os valores de MDA aos 21 e 28
DAT, com aplicacdo de concentracdo de 1,0 g L* de Fe (Figuras 4 A, B). Sabe-se que
a toxicidade por Fe potencializa o estresse oxidativo, com aumento na producéo de
EROs, como perdéxido de hidrogénio, superoxido e radicais hidroxilas (GILL; TUTEJA,
2010), portanto, concentracdes mais elevadas de Fe, como 2,0 g L, pode levar ao
colapso no transporte de elétrons e producédo de EROs, em condi¢ao de lioo% (Figura

4 A), podendo resultar em danos de membranas.

Figura 4 - Peroxidacéo de lipidios (MDA x103, nmol g massa fresca™), em
plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5
e 2,09 L' de Fe e sob duas condicGes de irradiancia, l100% (pleno sol) (A) e Iso%

(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0ds aplicacdo de Fe. Os

simbolos sdo médias de 5 repeti¢cdes. * e ** representam a significancia do
modelo a P £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t

10 | —@— Fe(gyy= 1.679+0.0415%*x R*= 0.561

= O Fe(g 5y y= -0.2510,3545%%x-0,0064*x" R 0,413
"o ———W—— Fe(] ) y=0,777+0,3277#x-0,00659*<° R’= 0,632
— 8 {— = - Fey 5y y=-0,019+0,3354*%x-0,00679**x’ R 0,866
g — —M— Fey )y -0,583+0,4114%#x-0,00767+*" R= 0,787
=

N

< 61 0

) v n

= B e

q) e A o T

< 47 N e

) preg & - f N

P

Q a

= 4

= 2 o

S A
o




137

10 | —@— Feyy-3.84
—~~ : O Fe(O,S :y:3,59 R 5
'TOD ——y—— Fe(l 0): Y~ -01,129+0,3581#%x-0,00623°x” R™= 0,790
,_o‘ 8 J [N -FE(I,S)Zy: 4,48
E — i — Fe(z,o):}F 4,44
oy
~—
< 61 o
Q v u
= e
—_——— e —— = i A
g . P L 4
‘-g 4 e T L] o B n
=i v 79
3 g
+~ 2 _ .8
=
S ‘ B
0 T T T T T
7 14 21 28 35

Dias apos a aplicacdo de Fe

De maneira geral, condig&o de cultivo com li00%, reduz discretamente os valores
de MDA, com média de 3,610 mol m2 d, em relacéo a Isox, com média em torno de
4,076 mol m2 d (Figuras 4 A, B). Em parte, esses resultados ndo concordam com os
resultados do contetdo de H20:2 (Figuras 3 A, B), ou seja, ocorre reposta diferencial,
pois teve elevacdo da atividade da peroxidase e ndo resultou em reducdo da
concentracdo de H202 nas folhas (Figuras 5 A, B; 3 A, B). A elevacao da POD e
reducdo da atividade da SOD foi o que minimizou danos de peroxidacao lipidica,

sobretudo, em condigéo de Iso% (Figuras 5A; 6A, B; 4 A, B).

Atividade da peroxidase

Os valores elevados da atividade da enzima peroxidase (POD) com aplicacao
da maior concentracédo de Fe, ou seja, 2,0 g L1, em ambas condicdes de irradiancia,
buscavam diminuir o estresse evidenciado pela tendéncia de elevagéo da peroxidagéo
de lipidios, por exemplo, nos periodos finais do ciclo das plantas, quando os mesmos
sdo comparados com os outros tratamentos (Figuras 5 A, B; Figuras 4 A, B). Além
disso, pode ser que atividade elevada da POD indica que essa enzima atuou de
alguma maneira na remocéo de H202, mantendo os valores desses em concentragcéo
iguais as demais aplica¢cdes com Fe (HALLIWELL, 2006). Dessa forma, é sugestivo

informar que a atividade da enzima POD pode ser utilizada para a determinacdo de
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possiveis toxicidade de Fe, uma vez que, a atividade desta enzima se correlaciona
bem com os niveis de Fe aplicados.

Figura 5 - Atividade da peroxidase (POD, pmol de purpurogalina min't mg* de
proteina), em plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0
(controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L de Fe e sob duas condicGes de irradiancia,
l100% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s
aplicacdo de Fe. Os simbolos sdo médias de 5 repeti¢cdes. * e ** representam a
significancia do modelo a P 0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apo6s a aplicagao de Fe

De maneira geral, os valores médios da atividade da POD em ambas as

condi¢Bes de irradiancia, foram semelhantes, apesar da condi¢cao de l100% aumentar o
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metabolismo das plantas (Figuras 5 A, B). Apessar da atividade da POD tende
aumentar em condicao de baixa irradiancia (MOHAMMAD et al., 2019).

Atividade da superéxido dismutase

A atividade da SOD se correlaciona com a elevacéo da concentracdo de Fe nas
folhas, como observado quando aplicado 1,5 g L** de Fe, em ambas as condicdes de
cultivo (l00% € lso%) (Figuras 6 A, B). Esses resultados indicam que sob concentracéo
mais elevada de Fe, a atividade dessas hemoproteinas € um excelente marcador das
respostas a esse elemento.

Os nossos resultados estdo em consonancia com relatos de outros autores
(TEWARI et al., 2005; SUN et al., 2007), pois também houve tendéncia de reducédo da
atividade da SOD, independente do tratamento. Jucoski et al. (2013) verificaram
aumento na atividade da SOD, nas plantas submetidas a niveis toxicos de Fe em
solucéo nutritiva, acompanhado pelo aumento nas atividades de catalase, enzima
importante envolvida no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo provocado
por esse metal. No entanto, a deficiéncia de Fe pode exacerbar ainda mais o acumulo
de ERO, elevando a atividade da SOD e POD (SPIRT et al., 2010).

Figura 6 - Atividade da superéxido dismutase (SOD x 103, U mg de proteina),
em plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5, 1,0,
1,5e2,0gL*deFeesobduas condicGes de irradiancia, l1oo% (pleno sol) (A) e
Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os
simbolos sdo médias de 5 repeticbes. * e ** representam a significancia do
modelo a P £0,05 e P £0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicacao de Fe

A reducgédo da atividade da SOD, como evidenciado no presente estudo, pode
indicar ndo apenas aumento na producdo do radical anion superoxido (O27) e,
consequentemente, o estabelecimento de estresse oxidativo, mas também, o
envolvimento imediato dessa enzima no processo de desintoxicacado deste tipo de
ERRO (Figuras 6 A, B). A agdo conjunta da POD e SOD, é fundamental para a
manutencdo da homeostase redox, fundamental para a estabilidade do sistema de

membranas nas células expostas a radicais livres (DING et al., 2007).

Atividade antioxidante via FRAP

Os valores obtidos pelo método FRAP revelam pico com a menor concentracao
de Fe, ou seja, com 0,5 g L, em condicéo de li00%. Em condigédo com lsos%, as plantas
gue receberam aplicacéo de Fe apresentam valores superiores de FRAP, sobretudo,
com aplicacdo da maior concentracédo de Fe (2,0 g L) (Figuras 7 A, B). Essa maior
capacidade redutora pela formacédo do complexo ferroso [Fe?*(TPTZ)2]?*, significa
elevado potencial antioxidante (BOROSKI et al., 2015), proporcionado pelas
aplicacdes com ferro.
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Figura 7 - Atividade da FRAP (mM Fe g1), em plantas de M. piperita submetidas
aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e 2,0g L de Fe e sob duas
condi¢cOes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%) (B), aos 7,
14, 21 e 28 dias ap0s aplicacado de Fe. Os simbolos sdo médias de 5 repeticdes.
* e ** representam a significancia do modelo a P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias ap0s a aplicacdo de Fe

Dessa forma, a atividade antioxidante, analisada pela técnica FRAP, cujos
valores maiores nos tratamentos com lso%, igual a 90 mM Fe g, em relacdo a
condicdo com maior irradiancia, cujo valor médio foi igual a 80 mM Fe g (Figuras 7
A, B).
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Atividade antioxidante via DPPH

Os valores de DPPH em condi¢éo lioon apresentam reducdo ao longo do
tempo, independente do tratamento com Fe aplicado. Podemos ainda destacar a
aplicacdo com 1,5 e 2,0 g L de Fe, enquanto, condicéo de Iso%, se destacam as
aplicacdes com 0,5 e 1,5 g L de Fe, cujos valores apresentam comportamento
semelhante, com reducéo até 21 dias e elevacéo aos 28 dias ap0s aplicacdo de Fe

(Figuras 8 A, B).

Figura 8 - Atividade de DPPH (pg g Trolox), em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0gL*deFee
sob duas condigdes de irradiancia, lioox (pleno sol) (A) e Iso% (irradiancia 50%)
(B), aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s aplicacao de Fe. Os simbolos sdo médias de 5
repeticdes. * e ** representam a significancia do modeloa P £0,05e P 0,01,
respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe
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Os valores médios de DPPH das plantas Iso% foi de 680 ug g* Trolox e em
condicdo de li00% igual a 693 ug g* Trolox. A maioria das atividades de eliminacédo de
DPPH para as plantas cultivadas em lioo% foi discretamente maior do que as das
plantas cultivadas com lIso%, corroborando inclusive com valores dos compostos
fendlicos (Figuras 8 A, B; 9 A, B). Somporn et al. (2012) verificaram que as diferencas
entre as condicbes de sombreamento para a atividade DPPH foram altamente
significativas, enquanto, Ferrera et al. (2016) descrevem que pode ocorrer menor
capacidade antioxidante nos tratamentos a pleno sol, independente do solo estar

coberto por palha ou desnudo.

Fendlicos solUveis totais

Ambientes com condi¢do de elevada irradiancia € importante na sintese de
compostos fendlicos. Yang et al. (2018) e Arena et al. (2017) indicam que o acumulo
de compostos fendlicos em Centella asiatica depende da duracao e quantidade de luz
por dia. Para o teor de fenol total, a alta intensidade de luz eleva consideravelmente
em comparacdo a menor intensidade de luz (Figuras 9 A, B). Portanto, a alta
intensidade de luz pode ativar a capacidade antioxidante oriundos do metabolismo
especializado das plantas de M. piperita.
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Figura 9 - Conteldo de fendlicos sollveis totais (mg de EAG g1), em plantas
de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 0,5,1,0,1,5e2,0g
Lt de Fe e sob duas condicdes de irradiancia, l100% (pleno sol) (A) e Isox%
(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s aplicacdo de Fe. Os simbolos
sdo médias de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo a P s
0,05 e P 0,01, respectivamente, pelo teste t
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Dias apos a aplicagdo de Fe

O conteudo fendlico total nas plantas cultivadas sob maior irradiancia foi mais
elevado (9,04 mg de EAG g1), enquanto o contetdo fendlico total nas plantas
cultivadas com Iso% apresentou valores inferiores (3,84 mg de EAG g) (Figuras 9 A,
B). Ferrera et al. (2016) verificaram em erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) que o

acumulo de compostos fendlicos eleva em condicdo de sombreamento, sobretudo,
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sombreamento a 35%. Esses autores indicaram ainda que, o sombreamento de 35%
a 50% sao os melhores para o acumulo de compostos fendlicos em planta de erva-
mate na fase juvenil. A radiacdo mais intensa € preponderante para elevar a
concentracéo de dioxido de carbono no meio celular que, por sua vez, inibe a sintese
de compostos fendlicos, pois para a formagdo de tais compostos € necesséaria a
liberacdo de CO2 (BERTAGNOLLI et al., 2007). Deve-se destacar que, o teor de
compostos fendlicos pode variar conforme a regiao de plantio, tipo de solo, exposi¢cao
solar e indice pluviométrico (MARTINS et al., 2011).

Flavonoides totais

Aplicagdo de 2,0 g L? de Fe tende a reduzir os valores de flavonoides,
possivelmente, em resposta a defesa provocado pela aplicacdo dessa concentracao,
em associacdo com a liwow. Em condicdo de lso%, independente do tratamento com

Fe, as plantas apresentam comportamento semelhante (Figuras 10 A, B).

Figura 10 - Conteldo de flavonoides totais (mg de EAG g), em plantas de M.
piperita submetidas aos seguintes tratamentos com 0 (controle), 0,5, 1,0, 1,5 e
2,0g Lt de Fe e sob duas condicdes de irradiancia, lioo% (pleno sol) (A) e Iso%
(irradiancia 50%) (B), aos 7, 14, 21 e 28 dias apo6s aplicacdo de Fe. Os simbolos
sao médias de 5 repeticdes. * e ** representam a significancia do modelo a P <
0,05 e P =0,01, respectivamente, pelo teste t

35
. Fe(o):y: 1,303

< 3’0 1 - F6(0,5)1F1,628
e R i Fe(1 0y y= 1,603
8’ 25 |~ D7 " Fe() 5y 2.492-0,1094%x70,0027% R= 0,429
5 | T T Fep gy y-2.354-0,1506%+0,0043%C R 0,876
<
Céﬂ 2,0 1 e
=4 At R
g 151 ST J—
2 - e~ -
\8 ~_ __ n v -
51071 e ————§
>
=
= 05 1 A

0,0 . . . .



146

35
—— Fe(o) y=2,644-0,1514%*x+0, 00?7”)(2 R O 511
~30 1 7 O Fes)y3.265-0,2099%*x+0, 0052%#x R 0,875
‘a7 - Fe(l 0y’ y=2,864-0,1839%**x+0, 0049’<’<x2 R 0,937
o — D= -Fe, 5)T224801117XX+000280 R’=0,841
L2551 —a— Fe(y.0) ¥= 2,554-0,1536+¥x+0,0040%x° R’=0,422
0
F 2,0
en 2,0 1 o]
=
p—
& 1,5
el
E
£ 1,0 1
> n
=
i 0,5 1 B
0 0 T T T T

7 14 21 28

Dias apos a aplicagdo de Fe

Em condicdo com maior irradiancia, os valores médios de flavonoides totais
foram iguais a 1,473 mg de EAG/g, enquanto, em condicdo com menor intensidade
de luz os valores séo de 1,401 mg de EAG/g (Figuras 10 A, B). Em geral, dias longos
podem aumentar os contetdos de flavonoides e acidos fendlicos, como mecanismo
de defesa das plantas para resistir a exposi¢ao ao excesso de luz (ALQAHTANI et al.,
2015). A exposicao ao sol durante todo o dia resulta em um aumento no conteudo de
flavonoides nas plantas em comparacdo com aquelas cultivadas sob sombreamento
50% (KHATIB et al., 2011).

De maneira geral, a luz € fundamental para regular a producéo de flavonoides
nas plantas (CHEYNIER et al., 2013). Intensidades de luz mais elevadas estimulam a
sintese de fendis e flavonoides (LIU et al., 2018; Nl et al., 2020). Condicao de sombra
teve efeito notavelmente negativo no acumulo de flavonoides, mas nao teve efeito
significativo no acumulo de antocianinas (WANG et al., 2012). Xu et al. (2014) também
relataram que a luz solar total pode promover a biossintese de flavonadis nas folhas de
Gingko biloba. Ghasemzadeh et al. (2010) relataram que luz mais baixa, ou seja, com
intensidade de 310 pmol m™2 s™' aumenta a atividade antioxidante em gengibre
(Zingiber officinale), inclusive elevando o conteudo de flavonoides totais.
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3.4 CONCLUSOES

Portanto, sugerimos a existéncia de participacdo conjunta da atividade da
peroxidase e da superdxido dismutase, minimizando possiveis danos decorrentes da
peroxidacgéo lipidica, favorecendo, de maneira geral, plantas de Mentha piperita em
ambas as condic6es de irradiancia (1100% e 150%).

O acumulo de compostos fendlicos em folhas de M. piperita ocorreu em
condicdo de lioow, correlacionando em parte com a capacidade antioxidante pelos
métodos DPPH e FRAP.
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CAPITULO 4

APLICACAO DE FERRO E INTENSIDADE DE RADIACAO SOLAR MODIFICA
ANATOMIA DE FOLHAS DE Mentha piperita L.

RESUMO

A folha é 6rgéo fotossintético primario que geralmente se modifica em resposta as
diferentes condicdes ambientais, inclusive efeitos decorrentes da aplicacdo de
nutrientes e da intensidade de radiagdo solar. O presente estudo tem como objetivo
analisar modificagbes anatdmicas em folhas de plantas de Mentha piperita L.
submetidas a aplicacdo de Fe e diferentes condi¢des de irradiancia. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacao e em delineamento inteiramente casualizado. As
variaveis foram avaliadas em esquema fatorial 3x2, ou seja, trés concentracdes de Fe
iguais a 0 (controle), 1,5 e 2,0 g L™ e duas condicdes de irradiancia, l100% (pleno sol) e
Iso% (irradiancia 50%). Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia
ou de regressao e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os
resultados revelam que a elevacéo do teor de Fe em folhas de plantas de M. piperita
€ proporcional a concentracdo de Fe aplicada. A aplicacdo de Fe foliar ndo modifica
espessuras nas faces da epiderme adaxial e abaxial do limbo foliar. Plantas de M.
piperita pulverizadas com 1,5 g L de Fe e sob condicéo de lso% apresentam elevagéo
da espessura do mesofilo foliar. A &rea ocupada pelos espacos intercelulares no
mesofilo foi afetada significativamente na presenca de 1,5 g L'* de Fe em condicéo de
menor irradiancia. Plantas pulverizadas com 2,0 g L* de Fe e sob Iso% eleva a
densidade de venecao do mesdfilo. A aplicacao de Fe diminui o nUmero de elementos
condutores na nervura principal. A condicdo de Iso%, reduz espessura da epiderme da
face adaxial, parénquimas palicadico e esponjoso. Conclui-se que, o acumulo de Fe
em folhas € proporcional a concentracdo aplicada e a aplicagdo com Fe modifica
aspectos anatdomicos em plantas de M. piperita, ha dependéncia da intensidade de
radiacdo solar.

Palavras-chave: Planta herbacea. Metal. Estrutura foliar.
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CHAPER 4

IRON APPLICATION AND SOLAR RADIATION INTENSITY ALTERS
LEAVES MORPHOLOGY IN Mentha piperite L. PLANTS

ABSTRACT

The leaf is a primary photosynthetic organ that generally changes in response to
different environmental conditions, including effects resulting from the application of
nutrients and the intensity of solar radiation. The present study aims to analyze
anatomical changes in leaves of Mentha piperita L. plants submitted to Fe application
and different irradiance conditions. The experiment was carried out in a greenhouse
and in a completely randomized design. The variables were evaluated in a 3x2 factorial
scheme, that is, three Fe concentrations equal to 0 (control), 1.5 and 2.0 g L and two
irradiance conditions, lioo0% (full sun) and Isow% ( irradiance 50%). The results obtained
were subjected to analysis of variance or regression and the means compared by the
Tukey test at 5% probability. The results reveal that the elevation of Fe content in
leaves of M. piperita plants is proportional to the concentration of Fe applied. The
application of leaf Fe does not change thicknesses on the faces of the adaxial and
abaxial epidermis of the leaf blade. Plants of M. piperita sprayed with 1.5 g L of Fe
and under Iso% condition present an increase in the thickness of the leaf mesophyll.
The area occupied by the intercellular spaces in the mesophyll was significantly
affected in the presence of 1.5 g L of Fe in a condition of less irradiance. Plants
sprayed with 2.0 g L of Fe and under Iso% increases the venophilic density of the
mesophile. The application of Fe decreases the number of conductive elements in the
main rib. The condition of Iso%, reduces the thickness of the epidermis of the adaxial
face, palisade and spongy parenchyma. It is concluded that the accumulation of Fe in
leaves is proportional to the applied concentration and the application with Fe modifies
anatomical aspects in plants of M. piperita, depending on the intensity of solar
radiation.

Keywords: Herbaceous plant. Metal. Leaf structure.



156

4.1 INTRODUCAO

A folha é o 6érgdo de maior exposicdo as variaveis ambientais e, por essa razao,
modificagbes de suas caracteristicas em varios niveis podem ser observadas
(CASTRO et al., 2009). Folhas sujeitas a diferentes condi¢cdes de radiacado solar
podem apresentar modificacées da anatomia da folha (CRAVEN et al., 2010; SILVA
et al., 2010; MARCH; CLARK, 2011), o que pode permitir a manutencéo e protecéo
do processo fotossintético mesmo em condi¢cBes adversas. As mudancas fisiologicas
e anatdmicas em resposta a condi¢des estressante por ferro (Fe) séo evidencias pelo
impacto ecofisiolégico que esse ion exerce sobre os vegetais (GOMES et al., 2011;
ROYCHOUDHURY et al. 2012a; SHARMA, 2012), inclusive causam mudancas na
morfologia e na estrutura externa e interna das folhas, como reducéo nas células do
mesofilo e alteracBes na densidade estomética (SANDALIO et al., 2001; SRIGHAR et
al., 2005; SOARES et al. 2012; TRIPATHI et al. 2012a, b; VACULIK et al. 2012).

O Fe é um metal vital para o crescimento e desenvolvimento das plantas, pois
influencia multiplos processos metabodlicos e enzimaticos, como relacionados ao
transporte de oxigénio e elétrons, fixagdo de nitrogénio, fotossintese, biossintese de
DNA, clorofila e horménio (BRIAT, 2007; JEONG; GUERINOT, 2009). O Fe é
constituiente basico dos cloroplastos (THOMINE; VERT, 2013; CONNORTON et al.,
2017, 2017a), portanto, alteracdes de Fe pode atuar diretamente em nivel estrutural,
provocando reduc¢fes nas células da epiderme e do mesofilo foliar (YOU-QIANG et
al., 2012; SANTANA et al., 2014; MULLER et al., 2015).

Os efeitos da aplicacdo de Fe em anatomia podem ser atribuidos alteracées
em diferentes estruturas do tecido foliar durante o crescimento e desenvolvimento da
planta. El-Desoukey et al. (2018) verificaram alteragdes na anatomia do caule e folha
de plantas de pepino com aplica¢gdes de Fe, como aumento do tecido do xilema. Esses
autores verificaram ainda aumento da espessura e do numero das fibras do floema.
El-Emary et al. (2018) relata que a aplicacéo foliar de 500 mg L' em plantas de
moringa aumentou as medidas anatbmicas no caule e na folha. Tais efeitos
estimuladores do Fe nas caracteristicas anatdmicas podem ser atribuidos a atividade
do cambio, relacionado sobretudo ao aumento do nivel de horménios enddgenos,
citocininas e auxinas (SOTIROPOULOS et al., 2002).
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As modificagbes estruturais em relacdo a radiacdo solar estdo associadas a
capacidade de aclimatacdo as diferentes condicbes ambientais (VALADARES,;
NIINEMETS, 2008; DENG et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016), devido a regulacao da
difusdo luminosa e gasosa dentro da folha, maximizando a eficiéncia fotossintética
(KIRCHNER et al., 2010; POMPELLI et al., 2010; ROSSATO; KOLB, 2010; SABBI et
al.,, 2010). Por exemplo, folhas que se desenvolvem sob condicdes de alta
luminosidade tendem a ser menores e mais espessas, com aumento de mesofilo por
unidade de area, menor quantidade de espacos intercelulares, maior densidade de
estbmatos e de nervuras. Tais variagfes estruturais estdo associadas a regulacao da
difusé@o luminosa e gasosa dentro da folha (TERASHIMA et al., 2006; VALLADARES,;
NIINEMETS, 2008; CASTRO et al., 2009; KIRCHNER et al., 2010; ROSSATO; KOLB,
2010). Plantas de Quercus ilex, Phillyrea latifolia e Pistacia lentiscos eleva espessura
dos tecidos foliares, nas folhas de sol, com destaque para o parénquima palicadico,
que contribuiu com cerca de 46% para a espessura total da folna (GRATANI et al.,
2006). Murphy et al. (2012) sugerem que o aumento dos valores da porcentagem de
epiderme é proporcionalmente relacionado ao tamanho das folhas, que sdo maiores
sob intensas condi¢cdes de sombreamento.

Além disso, a absorcdo da maioria dos nutrientes minerais é adequada e
relativamente constante, quando ha suficiente provisdo de energia, porém, sob baixa
intensidade energética, a absorcdo ativa de nutrientes € reduzida (CUNNINGHAM,;
NIELSEN, 1965; CLARK, 1981). Terashima et al. (2006) sugerem ainda que células
menores exigiriam um gasto maior de nutrientes essenciais como nitrogénio e fésforo,
em acidos nucléicos e proteinas, o que resultaria em um decréscimo na taxa
fotossintética.

Portanto, as folhas modificam em relacao as diferentes condi¢cdes ambientais,
inclusive efeitos decorrentes da aplicacdo de nutrientes, como o proprio Fe e da
intensidade de radiacao solar, que, por sua vez podem causar efeitos substanciais no
tamanho e espessura desse 6rgdo (AKULA; RAVISHANKAR, 2011). Embora haja
informacdes relacionadas a influéncia isolada da aplicacéo de Fe e da intensidade da
luz em plantas medicinais (SOUZA et al., 2011; COSTA et al., 2012), inclusive em
hortela-pimenta (Mentha piperita L.) (ZEHTAB-SALMASI et al., 2008). No entanto, ndo
encontramos estudos que tratem a interacdo entre esses fatores, apesar de
apresentar correlagdes entre si, podendo exercer influéncia conjunta em respostas

anatbomicas.
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O presente estudo tem como objetivo analisar modificagbes anatdbmicas de
folnas de M. piperita submetidas a concentracfes elevadas de Fe sob diferentes

condicBes de radiacdo solar.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local de estudo

O experimento foi conduzido no Departamento de Bioestatistica, Biologia
Vegetal, Parasitologia e Zoologia - Setor de Biologia Vegetal, IBB, UNESP,
Botucatu/SP, em casa de vegetacdo, com controle de umidade e temperatura e com
as seguintes coordenadas geograficas: 22°53'12.2"S, 48°29'52.5"W.

4.2.2 Material vegetal e tratamentos

As estacas de hortela-pimenta (Mentha piperita L.) foram obtidas de plantas
matrizes cultivadas em vasos contendo substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®
+Carolina soil® + Solo, proporgédo 1:1:1.

Ramos aéreos das plantas foram selecionados e a partir deles, estacas com 8
cm de comprimento e com 0s quatros primeiros pares de folhas mantidos foram
confeccionadas e, em seguida, colocadas em bandejas de poliestireno expandido
contendo substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®. Essas estacas foram
mantidas em camara de nebulizacdo intermitente até o enraizamento, conforme
Gongcalves et al. (2020).

Aos 30 dias apos o plantio das estacas e enraizadas foram transferidas
definitivamente para vasos com capacidade de 2,6 L, utilizando Tropstrato
HT Hortalicas® como substrato.

Os tratamentos constituirdo de solu¢des contendo 13% de ferro (EDTA) soluvel.
As concentracdes de ferro (Fe) utilizadas foram iguais a 0 (controle), 1,5e2,0gLte
dissolvidas em agua destilada. Essas concentragbes foram utilizadas com base na
recomendacao 6tima do fertilizante foliar, trabalho realizado por EI-Emary et al. (2018)

e por meio de testes preliminares.
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O pH contendo a solucéo de quelato de Fe foi ajustado para aproximadamente
a 5,0. Faixa ideal para solubilidade, controle e eficacia da atividade do fertilizante foliar
aplicado. As aplicacfes de Fe foram realizadas dez dias apés aclimatacéo das plantas
ao substrato e quatro dias apoés a aclimatacéo das plantas as diferentes condi¢cdes de
irradiancia, lioo» (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%) em intervalos semanais e
avaliacédo realizada aos 35 dias.

A aplicacéo de Fe foi realizada via foliar com auxilio de pulverizador manual de
COz2 pressurizado, com bico do tipo “Leque”, com taxas de vazao de 0,025 a 2500
gpm (0,09 a 9464 I/min) e pressbes até 4000 psi (276 bar), utilizando como agente
espalhante o produto comercial Agral® (Nonil Fenoxi Poli (Etilenoxi) Etanol) na
proporcao de 800 uL por litro de solucéo de ferro.

As concentracfes de Fe utilizadas nos diferentes tratamentos foram realizadas
em plantas com 44 dias apds a semeadura das estacas. As pulveriza¢fes realizadas
pela manh& (9:00 h) com temperaturas médias proximas a 18°C e umidade relativa
do ar de 80%.

As plantas foram fertirrigadas com solucao nutritiva n° 2 de Hoagland & Arnon,
com forca i6nica igual a 70%, pH ajustado para 5,5 - 6,5 e a condutividade elétrica
mantido entre 1,5 - 2,5 mS cm-%, conforme Gongcalves et al. (2020).

4.2.3 Teor de ferro foliar

Amostras de folhas foram armazenadas em sacos de papel, identificadas e
levadas para secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C, até atingirem
massa constante. Essas amostras foram moidas em moinho tipo Wiley,
acondicionadas e levadas ao Laboratério de Analises Agricolas e Ambientais da FCA
— UNESP, Botucatu onde foram submetidas a digestdo nitrico-perclorica para a
obtencdo dos extratos e determinacdo do teor de ferro, conforme metodologia
apresentada por Malavolta et al. (1997).

4.2.4 Anatomia da folha

Foram coletadas folhas homobaricas completamente expandidas do terceiro

nd, do apice para a base, do eixo principal da planta. Foram utilizadas quatro
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repeticdes por tratamento. Por¢cdes da regido mediana foliar foram fixadas em FAA50
(Formaldeido, acido acético glacial e alcool 50%) por 48 horas (JOHANSEN, 1940),
desidratadas em série etanodlica e emblocadas em resina metacrilato Leica®. O
material incluido foi seccionado em microtomo rotativo semiautomatico Leica RM2145,
obtendo seccdes transversais de 5um de espessuaras e coradas com Azul de
Toluidina 0,05% pH 4,7 (O'BRIEN et al.,, 1964) e as laminas permanentes foram
montadas com Entellan®. O laminario foi analisado ao microscopio de luz Olympus
BX41 e documentados com camera digital acoplada C7070, e as imagens analisadas
em software ImageJ.

Foram analisadas as seguintes caracteristicas do limbo foliar: espessura da
epiderme da face adaxial e abaxial, espessura do mesofilo, espessuras dos
parénquimas palicadico e esponjoso, area ocupada pelos espacos intercelulares no
mesofilo, densidade de venagdo no mesofilo, nimero de elementos condutores na

nervura principal e densidade estomatica.

4.2.5 Densidade estomatica (n° de estbmatos por mm?)

O estudo de densidade estomaética (n° de estdbmatos por mm?) foi realizado
conforme Mazumdar et al. (1969). Foram confeccionadas laminas por meio do método
da impressédo da epiderme com cola instantdnea. Os dados quantitativos da face

abaxial da epiderme foram obtidos com auxilio do software ImageJ.

4.2.6 Delineamento experimental

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2,
ou seja, constituindo diferentes tratamentos com concentracdes de ferro iguais a O
(controle), 1,5 e 2,0 g L e duas condicdes de irradiancia, l100% (pleno sol) e Iso%

(irradiancia 50%).
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4.2.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo suas

médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Efeito da aplicacédo de Fe e da intensidade da radiacdo solar no teor de
ferro

Os teores de ferro (Fe) expressos em mg kg?! das folhas de M. piperita
aumentaram de acordo com a concentracdo de Fe aplicada, destacando-se a
condicdo de ambiente sombreado, cuja a média desse elemento, foram iguais a
136,176; 528,706 e 742,647 mg kg?, respectivamente, com as seguintes
concentragdes 0 (controle), 1,5 e 2,0 g L. Nesta condicéo, os teores de Fe nas folhas
foram superiores, aproximadamente, a 4 e 5 vezes, respectivamente, com aplicacao
de 1,5e 2 g L' de Fe, em comparacéo as plantas sem pulverizacdo. Em condi¢éo de
cultivo com maior intensidade de luz, os valores médios para o elemento foram iguais
a, 137,029; 423,470 e 407,823 mg kg, respectivamente, com 0 (controle), 1,5 e 2,0
g L't de Fe aplicado (Figura 1).
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Figura 1 - Teor de ferro foliar, em mg kg, em plantas de M. piperita submetidas
aos tratamentos com 0 (controle), 1,5e 2,0 g L* de Fe e sob duas condicbes de
irradiancia, lioo% (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%), aos 35 dias apés a
aplicacdo das concentragcfes de Fe. Letras maiusculas indicam comparacgao
entre tratamentos com irradiancia (lioo e Iso%) € minasculas com Fe, pelo teste
de Tukey (P < 0,05)
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Esses valores elevados de Fe em condi¢cdo de ambiente sombreado podem ser
justificados, pois nessa condicdo, o metabolismo das plantas é menor, inclusive a
fixacdo e o uso de COz (Figura 1).

Os teores médios de Fe nas folhas com aplicacdo das maiores concentracdes
desse elemento, indicam que essas concentracfes se encontram acima da ideal
(Figura 1). A concentracdo ideal desse elemento nos tecidos vegetais, varia
normalmente entre 50 e 250 mg kg da matéria seca (FAQUIN, 2005). Geralmente,
teores menores de 50 mg kg indicam problemas de deficiéncia desse nutriente. Em
condicdo de solo as concentractes de Fe?* na solucédo capazes de afetar a producéo
de arroz variam de 10 a >2000 mg L' (BECKER; ASCH, 2005). Souza et al. (1999)
verificaram em varias espécies de plantas daninhas valores do referido nutriente que
véo de 762 a 3,416 mg kg. A concentracdo de Fe que mais se aproximou da realidade
desse relato foi de 2,0 g L, sobretudo, em condicédo de ambiente sombreado. Nesta
condicéo, o teor de Fe nas folhas foi igual a 742 mg kg de massa seca (Figura 1).

Deve-se destacar que os niveis de toxicidade variam de espécie para espécie

e podem ser atingidos em concentragcdes de Fe relativamente baixas, dependendo de
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uma combinacdo de fatores relativos as plantas e ao meio (SAHRAWAT, 2004,
AUDEBERT,; FOFANA, 2009).

4.3.2 Efeito da aplicacéo de Fe e da intensidade da radiacédo solar em aspectos
anatdomicos

O limbo foliar da M. piperita apresenta epiderme unisseriada revestida por
cuticula delgada, os estbmatos ocorrem em ambas as faces da epiderme,
predominantemente na face abaxial (anfi-hipoestomética) e estdo dispostos
geralmente no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 2 A, C, E; Figura
3A C,E).

O mesofilo foliar é dorsiventral composto por uma camada de parénquima
palicadico e por trés camadas de parénquima esponjoso (Figura 2 A, C, E; Figura 3
A, C, E). Pequenos feixes vasculares foram observados no mesofilo (Figura 2 A, C, E;
Figura 3 A, C, E) e na regido da nervura principal foram contados o nimero de

elementos de vasos (Figura 2 B, D, F; Figura 3 B, D, F).
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Figura 2 - Seccéo transversal de limbo foliar (A, C, E) e nervuras principais
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Figura 3 - Seccéo transversal de limbo foliar (A, C, E) e nervuras principais
(B, D, F) de M. piperita em condic&o Iso%, aos 35 dias apos a aplicacédo de 1,5 e
2,0g L1de Fe. A-B. Controle.C-D. 1,5g L* Fe. E-F. 2,0g L Fe. AD =face
adaxial, AB= face abaxial, PP = parénquima palicadico, PE = parénquima
esponjoso, ES = estébmato, FV = feixe vascular, XI= xilema. Barras: A-F=50
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Espessura da epiderme adaxial (um), espessura da epiderme abaxial (um),
espessura parénguima palicadico (um) e numero de elementos condutores na

nervura principal (unid.)

Os resultados de espessuras das epidermes adaxial e abaxial de folhas de M.
piperita demonstraram que ndo houve alteracdes pela aplicacdo dos tratamentos com
Fe. No entanto, a aplicagdo de Fe causa reducao do numero de elementos condutores
na nervura principal e 1,5 g L de Fe eleva a espessura do parénquima palicadico
(Tabela 1). Considerando sua funcéo de filtragem, o aumento no namero de células
poderia ser uma medida adaptativa para diminuir a translocagdo de metal para o
parénquima clorofiliano, evitando possiveis danos ao sistema priméario de fixacdo de
CO2 (GOMES et al., 2011). De acordo com Sandalio et al. (2001), os metais pesados
podem reduzir o tamanho e o nimero de vasos de xilema e, ainda, alterar o balanco
de hormoénios vegetais, que estdo intimamente relacionados a morfogénese dos
tecidos. Essa reducdo do nimero de elementos condutores pode representar menor
condutividade hidraulica no xilema e, portanto, menos Fe alcancando a area

fotossintética, por exemplo, quando o Fe € aplicado no solo.
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Tabela 1 - Espessura da epiderme adaxial (EEAD) (um), espessura da epiderme
abaxial (EEAB) (um), espessura parénquima palicadico (EPP) (um) e
niumero de elementos condutores na nervura principal (NECNP)
(Unid.), em plantas de M. piperita submetidas aos seguintes
tratamentos: 0 (controle), 1,5 e 2,0 g L de Fe e sob duas condicdes
de irradiancia, lioo% (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%), aos 35 dias
apoés a aplicacéo de Fe. Valores representam médias + desvio padréo
de 4 repeticdes

Fe(@L™)  EeaD(um) EEAB (um) EPP(um)  NECNP (Unid)
0,0 49,52a+2,28 29,74a+0,76 106,73b+5,55 861,62a+59,64
1,5 53,54a+2,25 35,38a+2,39 126,27a+4,89 574,41b+44,11
2,0 47,15a+2,51 30,30a+1,23 110,80ab+3,89 623,92b+26,74
Irradiancia (%)
l100% 55,69a+2,00 33,64a+1,50 127,61lat+ 2,56 789,442a+ 35,41
509 44,45b+0,66 29,98a+0,37 101,59b+ 2,68 583,875b+ 28,59
Significancia
Fe n.s. n.s. <0,001 <0,001
Irradiancia <0,001 n.s. <0,001 <0,001
Fe
X Irradiancia n.s. n.s. n.s. n.s.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste Tukey a
5% de significAncia. n.s. - ndo significativo.

A condicao de irradiancia ndo modificou a espessura da epiderme abaxial, no
entanto, a epiderme da face adaxial, em condicdo de lioo%, apresentou maior
espessura (Tabela 1). Plantas que crescem sob forte radiacdo desenvolvem folhas
espessas e apresentam um metabolismo mais ativo, o que proporciona maior
producdo de matéria seca com maior conteudo energético (BENINCASA, 2003;
LARCHER, 2004). Os resultados de reducdo na espessura do parenguimica
palicadico das folhas de plantas Iso% deve-se, possivelmente, a diferenca na
distribuicdo e no consumo de fotoassimilados para a expansao foliar (Tabela 1). Isso
implica na redugédo do tamanho e/ou niumero de suas células, que também pode
contribuir na maior area foliar especifica de plantas de M. piperita.

O parénquima palicadico esta intimamente relacionado com a fotossintese e
um maior desenvolvimento desse tecido pode permitir maior fixagdo de CO2 com
abertura dos estdbmatos em curto espaco de tempo (CASTRO et al., 2009), refletindo
na eficiéncia do uso da agua, pois reduz a transpiragdo. Assim, € vantajoso para a

folha minimizar a resisténcia a difusdo de CO2. Nas folhas sob sombreamento (Iso%),
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caracteristicas como a menor espessura do parénquima palicadico, 0 menor numero
e/ou tamanho das células, bem como, a maior propor¢céo de espacos intercelulares
(Tabela 1; Figura 6), podem representar uma tentativa de reduzir a resisténcia a
difusdo de gases (CO2) no interior da folha, buscando aumentar sua eficiéncia
fotossintética (GOBBI et al., 2011; WU et al., 2016).

Em média, as diferencas na anatomia da folha sob diferentes tratamentos de
intensidade de luz, sugerem que os componentes estruturais da folha séo os principais
alvos e, ao fazer ajustes na anatomia da folha, as plantas podem ter um melhor
desempenho sob condi¢des por limitagdo de luz (FENG et al., 2019) ou toxicidade
pelo ferro.

Espessura do paréngquima esponjoso (um)

Houve interacdo entre a concentracdo de Fe aplicada e as condi¢cdes de
irradiancia para espessura do parénguimica esponjoso (EPL). Aplicacdo de 1,5 g L
de Fe em condicéo li00% reduz a EPL, em compracéo, a 2,0 g L de Fe, em condicédo
Isoss @ aplicagcdo de Fe eleva a EPL (Figura 4). De maneira geral, plantas com
parénquima esponjoso mais espesso, proporcionam fotossintese mais rapida pelo fato
de potencialmente armazenarem o CO2 nesse parénquima (CASTRO et al., 2009).
Fato observado no presente estudo, destacando a condicdo de pleno sol (l100%)

(Figura 4) e em estudos realizados por Fan et al. (2018).
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Figura 4 - Espessura parénquima esponjoso, em um, em plantas de M. piperita
submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 1,5e 2,0 g L' de Fe e sob duas
condicBes de irradiancia, lioo% (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%), aos 35 dias
apos a aplicacao de Fe. Letras maiusculas indicam comparacao entre
tratamentos com Fe e letras minusculas entre irradiancia (loo% e Iso%), pelo teste
de Tukey (P <0,05)
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O aumento na espessura da folha pode estar ligado ao aumento da area do
mesofilico, resultando em folhas com maiores espacos intercelulares e arranjo frouxo
das células, em contrapartida, em condicdo de lIso%, 0sS tecidos palicadicos e
esponjosos diminuem, possivelmente devido ao crescimento celular reduzido e menor
namero de camadas celulares em tecidos palicadicos em baixa irradiancia (Tabela 1;
Figuras 4). Gobbi et al. (2011) n&o verificaram alteragéo na espessura total das folhas
em amendoim-forrageiro, enquanto, que a espessura do parénquima palicadico
reduziu linearmente com o sombreamento crescente. Por outro lado, a espessura do

parénquima esponjoso néo foi alterada pelos tratamentos.
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Espessura do mesofilo (um)

Plantas quando pulverizadas com 2,0 g L* de Fe e em condicdo de l100%,
apresentaram maiores valores de espessura do mesofilo em comparacéo aquelas em
condicao de menor irradiancia (Iso») (Figura 5). Plantas adaptadas a maior irradiancia,
geralmente, apresentam folhas mais espessas, ou seja, com mais camadas de células
no mesofilo (CORREA, 2004).

Figura 5 - Espessura do mesofilo, em um, em plantas de M. piperita submetidas
aos tratamentos com 0 (controle),1,5 e 2,0 g L' de Fe e sob duas condi¢cdes de
irradiancia, lioo% (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%), aos 35 dias apos a
aplicacao de Fe. Letras mailusculas indicam comparacao entre tratamentos

com Fe e letras minUsculas entre irradiancia (l1oo% e ls0%), pelo teste de Tukey (P

< 0,05)
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De maneira geral, a condicdo de lioo%, proporciona as plantas maiores
espessura do mesofilo (Figura 5). Essas caracteristicas em condigdo de pleno sol
visam minimizar o aquecimento foliar com o0 aumento da espessura dos parénquimas

clorofilianos a fim de que haja absorcdo, canalizacdo e dispersdo da luz, nao
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prejudicando as atividades foliares, por isso, a espessura do mesofilo foliar € maior
em plantas cultivadas a pleno sol (ARAUJO et al., 2009; MARTINS et al., 2009).

Area ocupada pelos espacos intercelulares no mesofilo (mm?2)

Apesar do aumento na proporcdo de espacos intercelulares nas folhas de
plantas de M. piperita, a area ocupada pelos espacos foi afetada significativamente
pela reducéo dos niveis de irradiancia e na presenca de 1,5 g L* de Fe (Figura 6).
Deve-se registrar que, 0 aumento na proporgédo de espacos intercelulares intensifica
a absor¢do da luz e casualiza sua diregdo, melhorando sua captacdo pelos
cloroplastos (IVANOVA; P’YANKOV, 2002), como observado em condicdo de

ambiente com Isox% (Figura 6).

Figura 6 - Area ocupada pelos espacos intercelulares no mesofilo, em mmz2, em
plantas de M. piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 1,5e 2,0 g
L1 de Fe e sob duas condicdes de irradiancia, l100% (pleno sol) e Isou%
(irradiancia 50%), aos 35 dias ap0s a aplicacdo de Fe. Letras maiusculas
indicam comparacéo entre tratamentos com Fe e letras mindsculas entre

irradiancia (loo% e Iso%), pelo teste de Tukey (P < 0,05)
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Além disso, esta caracteristica confere menor razdo de massa foliar por
unidade de area e fracdo maior de massa foliar por planta; ao passo que, em alta
irradiancia, as folhas possuem areas menores e sdo mais espessas (VALLADARES;
NIINEMETS, 2008), como verificado nas espessuras dos parénquimas das plantas de
M. piperita (Figura 4; Tabela 1).

Outros estudos com diferentes espécies confirmam a maior proporcao de
espacos intercelulares nas folhas sombreadas (PAIVA; GUIMARAES, 2001; MORAIS
et al., 2004; LIMA JUNIOR et al.,, 2006), possivelmente devido o aumento na
proporgcdo de espacos intercelulares facilitar a absor¢cdo da luz e casualiza sua
diregdo, melhorando sua captagao pelos cloroplastos (IVANOVA; P’'YANKQOV, 2002).
Apesar disso, deve-se destacar que 0 aumento na proporcdo de espagos
intercelulares em folhas e a area ocupada pelos diferentes tecidos, pode ndo ser
afetada pelo incremento nos niveis de sombreamento (GOBBI et al., 2011). Por
exemplo, plantas que ocorrem em ambientes ensolarados, geralmente, possuem
folnas mais espessas e menor propor¢cdo de espacos intercelulares, quando
comparadas as desenvolvidas em ambientes sombreados (QUEIROZ-VOLTAN et al.,
2014).

Densidade de venacédo do mesofilo (mm?)

Houve interacdo entre a concentracdo de Fe aplicada e as condicbes de
irradiancia para densidade de venacao do mesofilo, no entanto, a aplicacdo de Fe em
condicao de lioo% Ndo modifica a densidade de venagédo do mesofilo, enquanto, em
condicdo de Ison a maior concentragcdo de Fe eleva a densidade de venecéo do

mesofilo (Figura 7).
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Figura 7 - Densidade de venacédo do mesofilo, em mm?, em plantas de M.
piperita submetidas aos tratamentos com 0 (controle), 1,5e 2,0 g L* de Fe e sob
duas condic¢des de irradiancia, lioo% (pleno sol) e Iso% (irradiancia 50%), aos 35
dias ap0s a aplicacéo de Fe. Letras maiusculas indicam comparacao entre
tratamentos com Fe e letras minusculas entre irradiancia (loo% e Iso%), pelo teste
de Tukey (P <0,05)

10
«— . 100%
E — 7
o 87
=
o
3
IS Aa
g 6
o Aa Aa Aa
s}
O
g Bb
S 4-
S Bb
)
e}
©
S 24
[%2]
C
)
o
0 T T
0 15 2,0
Fe@L™

De maneira geral, ambientes com maior irradiancia eleva a densidade de
venacdo do mesofilo (Figura 7). A densidade de venacao do mesofilo determina sua
capacidade e eficiéncia para fornecer agua para as células foliares (MCKOWN et al.,
2010; BRODRIBB; JORDAN, 2011). Dessa forma, a densidade de venagdo afeta
diretamente o abastecimento de 4gua da planta, que, por sua vez, esta intimamente
relacionada a atividade fisioldgica (SACK; FROLE, 2006; BRODRIBB et al., 2007),
sendo, portanto, determinantes do potencial fotossintético. Oliveira et al. (2016) n&o
verificaram alteracéo anatdémica em resposta a mudancas na quantidade e qualidade

de energia luminosa em plantas de Melissa officinalis.
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Densidade estomatica (n° de estdmatos por mm?)

Plantas que receberam aplicagéo de Fe apresentam reducao na densidade de
estbmatos, em condicado de lioo%, enquanto, que em condi¢do de Isox ndo houve
diferenca entre plantas pulverizadas e néo pulverizadas com Fe (Figura 8). O aumento
da densidade estomatica pode ser uma alternativa ao fornecimento adequado de CO:
para a fotossintese. Dessa forma, em condicdo de liwow, a aplicagdo com
concentracbes mais elevadas de Fe pode prejudicar o aparato fotossintético e o
desempenho produtivo das plantas. Enquanto, que em condicdo de Iso%, atua
minizando possivel dano decorrente a toxicidade dos metais pesados, 0 que, pode
explicar em parte aumento de acumulo de ions metalicos (MELO et al.., 2007),

inclusive em folhas de M. piperita (Figura 1).

Figura 8 - Densidade estomatica, n° estbmatos/mm?, em plantas de M. piperita
submetidas aos seguintes tratamentos: 0 (controle), 1,5e 2,0g L de Fe, aos
35 dias ap6s a aplicacéo de Fe. Letras maiusculas indicam comparacao entre
tratamentos com Fe e letras mindsculas entre irradiancia (l100% e Iso%), pelo teste
de Tukey (P < 0,05)

« 600
£ Aa m—1100%
% 500 - 1 150%
Aa
o
*g Aa
S 400 - Ba  Aa
(2]
) Ba
(0]
©
€ 300
[\
3
©
£ 200 -
S
)]
(0]
S
S 100 -
bl
%)
5]
D O T T T
0 15 2,0
Fe(gL™h

Houve influéncia dos diferentes niveis de irradidncia na densidade de

estdbmatos na face abaxial da epiderme, com média 392,38 mm? de estdmatos em
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l100%, enquanto, nas folhas de plantas mantidas em condicdo de Iso%, a média é de
393,57 estdbmatos/mm? (Figura 8). Gregoriou et al. (2007) verificaram que folhas
sombreadas aumentam a area foliar, mas diminuem a espessura e a densidade
estomatica em Olea europaea. Esses autores observaram ainda que a espessura dos
tecidos da lamina foliar foi maior com o aumento da intensidade luminosa. Aragéo et
al. (2014) verificaram que n&do houve efeito significativo do nivel de luminosidade na
densidade estomaética de plantas jovens de Carapa guianensis.

4.4 CONCLUSOES

Folhas de plantas de Mentha piperita pulverizadas com ferro apresentam
modificacdo de espessura do mesofilo foliar e do parénquima palicadico, bem como
da densidade de venecdo do mesofilo foliar. A area ocupada pelos espacos
intercelulares no mesofilo apresenta modificacdo pela presenca de ferro e pela
diminuicdo do nivel de luminosidade (lso%). De maneira em geral, lioo% favorece os

aspectos anatdmicos avaliados de M. piperita.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em curto intervalo de tempo, a maior sensibilidade as maiores concentracdes
de ferro sdo causadas pelo comprometimento da fotossintese, como a concentracéo
interna de CO:2 e eficiéncia de uso de &gua, e, ndo por limitacdo da condutancia
estomatica, mas desencadeada por dano oxidativo e sua consequente incapacidade
de extinguir o excesso de energia entre os fotossistemas, como revelado pelo
aumento dos valores do coeficiente de dissipacao fotoquimica (gP) e diminuicdo do
quenching nao fotoquimico. A condicdo de Iso% eleva os valores de clorofilas,
carotenoides, concentragdo interna de CO:2 e transpiracdo, fluorescéncia minima da
folha adaptada ao claro (Fo'), fluorescéncia maxima da folha adaptada ao escuro (Fm)
e ao claro (Fm"), eficiéncia quantica da antena (Fv/Fm’), fluorescéncia variavel
adaptada ao claro (Fv’) e ao escuro (Fv) e taxa de transporte de elétrons (ETR). A
condicdo em pleno sol (lio0%), eleva a fluorescéncia minima da folha adaptada ao
escuro (Fo) e ETR. Na dependéncia da concentracdo e da intensidade da radiacao
solar, aplicagcbes baixas de ferro modifica positivamente a producdo de pigmentos
(clorofila b) e fixacdo e uso de CO:2 de plantas de Mentha piperita, incrementando o
rendimento em biomassa e melhorando o aparato fotossintético, enquanto,
concentracfes mais elevadas tendem a reduzir a concentracdo interna de CO2z, bem
como a eficiéncia de uso de agua, além de afetar o sistema de eficiéncia fotoquimica
(Fv/Fm’ e gP) refletindo negativamente na producdo de biomassa.

Em geral, aplicacbes com Fe, em ambas condi¢cdes de irradiancia, atua
positivamente na rota de biossintese dos acUcares. Aplicacbes de Fe eleva ainda
atuacdo de enzimas de defesa do sistema antioxidante, como a atividade da
peroxidase, correlacionando inclusive com os valores de malonaldeido (MDA), apesar
de ndo alterar a producgéo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo, de maneira
geral, plantas de M. piperita em ambas as condi¢des de irradiancia.

Sugere-se ainda a existéncia de participacdo conjunta de atividades da
peroxidase e superoxido dismutase em minimizar possiveis danos de peroxidagcao
lipidica (MDA), sobretudo, com a aplicagcdo de concentragdes mais elevadas de Fe,
demonstrando ser um importante componente do sistema enzimatico de combate ao

estresse oxidativo em M. piperita.
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Aplicacdes de Fe tende a reduzir os valores de carotenoides e de antocianinas,
no entanto, concentragdes menores de Fe proporciona acumulo de compostos
fendlicos em folhas de M. piperita, sobretudo, em condicdo de maior incidéncia
luminosa, porém, ndo estdo de acordo com os valores de flavonoides, correlacionando
discretamente com a capacidade antioxidante pelos métodos frente ao radical livre
(DPPH) e pelo poder antioxidante de ferro (FRAP).

Os teores de Fe de folhas de M. piperita aumentam de acordo com a
concentracdo de Fe aplicada, sobretudo, em condicdo de Iso%. A aplicacdo de Fe nédo
modifica espessuras das epidermes adaxial e abaxial. No entanto, plantas
pulverizacdo com 1,5 g L' de Fe sob condicdo de Iso%, apresentam elevacédo de
espessura do mesofilo foliar. A aplicacdo de 2,0 g L' de Fe em condigéo de Iso% eleva
a densidade de venecao do mesdfilo. A area ocupada pelos espacos no mesofilo foi
afetada significativamente na presenca de 1,5 g L de Fe e pela diminuicédo dos niveis
de luminosidade (Iso%). A aplicacdo com Fe, causa ainda diminuicdo do numero de
elementos condutores da nervura principal.

A condicdo de maior irradiancia (l.00%), altera consideravelmente a alocacgéo de
biomassa, permitindo maior producao de massas secas da parte aérea, caule e raizes,
em resposta a maior eficiéncia de assimilacéo e uso de CO: e da elevacao da taxa de
transporte de elétrons. Em condicdo de Iso% as plantas de M. piperita investem mais
em complexos coletores de luz e elevam os valores de Fo’, Fm, Fm’, Fv/Fm’e de Fv..
As diferentes condicdes de irradiancia, altera a espessura da epiderme da face
adaxial, destacando a condicdo com maior nivel de irradiancia, inclusive espessuras
dos parénquimas palicadico e esponjoso, correlacionando em parte com a espessura
do mesofilo. Essa condi¢ao (lioo%) favorece ainda o nimero de elementos condutores

na nervura principal.
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