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RESUMO GERAL

Pogostemon cablin (Blanco) Benth, popularmente conhecida como patchouli, é
uma espécie aromatica, que possui grande valor comercial, especialmente, na
perfumaria pelo 6leo essencial extraido de suas folhas. Todavia a propagacgao
dessa espécie em condi¢des de campo sofre grandes perdas em funcdo das
incidéncias de doencas e falta de conhecimento de fatores técnicos para seu
cultivo. Assim a cultura de tecidos pode ser uma técnica que beneficie a cadeia
produtiva dessa espécie. Porém, para sua aplicacdo na propagacao de plantas, é
necessario adequar fatores como o meio de cultivo, regime de luz, qualidade e
intensidade de luz, dentre outros. Objetivou-se avaliar a influéncia da
intensidade e qualidade luminosa no crescimento de plantulas de patchouli
cultivadas in vitro, submetidas a diferentes intensidades e espectros de luz. Os
explantes foram cultivados sob as intensidades luminosas 28, 51, 64, 76 e 113
pmol m?s™, com 4 repeticdes cada. Para qualidade luminosa, foram usados
lampadas de LEDs, com 6 tratamentos, LEDs de cor branca, vermelha, azul,
azul e vermelha (1:3), azul e vermelha azul (3:1) e vermelha e azul (1:1), com 4
repeticdes. Apos 40 dias foram feitas as avaliagdes de crescimento e pigmentos
fotossintéticos. Os resultados observados mostram que a intensidade e qualidade
luminosa influenciaram o crescimento de P. Cablin. O tratamento com 76 pumol
ms™ obteve melhores resultados para nimero de folhas, comprimento de raiz,
biomassa seca de raiz e biomassa seca total. Para os pigmentos fotossintéticos os
maiores teores foram observados com 51 pmol m?® Os LEDs nas
combinagdes de espectros azul e vermelho (1:3) e branca obtiveram os melhores
valores de crescimento. Faz-se necessério avaliar, ainda, a influéncia desses
regimes luminosos, na composi¢do quimica volatil de plantulas in vitro e
aclimatizadas, para que possa ser estabelecido um método de micropropagagéo
da espécie.

Palavras-chave: Patchouli. Qualidade Luminosa. Planta aromatica.



GENERAL ABSTRACT

Pogostemon cablin (Blanco) Benth, commonly known as patchouli, is an
aromatic species of great commercial value, especially for perfumeries, due to
the essential oil extracted from its leaves. However, the propagation of this
species under field conditions suffers losses due to the incidence of diseases and
to the lack of knowledge of technical factors that affect its cultivation.
Therefore, tissue culture is a technique that can benefit the production chain of
this species. However, for its application on plant propagation, it is necessary to
adapt factors such as cultivation medium, light regime, light quality and
intensity, etc. With this work, we aimed at evaluating the influence of light
quality and intensity over the growth of patchouli plantlets cultivated in vitro,
submitted to different intensities and light spectrums. The explants were
cultivated under the light intensities of 28, 51, 64, 76 and 113 umol m?2s?, with
four replicates each. For light quality, we used LED lamps, with six treatments
in the colors white, red, blue, blue and red (1:3), blue and red (3:1), and blue and
red (1:1), with four replicates. After 40 days, growth and photosynthetic pigment
analyses were performed. The results showed that light intensity and quality
influenced the growth of P. cablin. The treatment with 76 pmol m™s™ obtained
the best results for number of leaves, root length, root dry biomass and total dry
biomass. For the photosynthetic pigments, the highest contents were verified
with 51 umol m?s™. The LEDs in the combinations of blue and red (1:3) and
white spectrums obtained the best growth values. It is necessary to evaluate the
influence of this light regime over volatile chemical composition of plantlets
cultivated in vitro and acclimatized in order to establish a micropropagation
method for this species.

Keywords: Patchouli. Light quality. Aromatic plant.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Pogostemon cablin (Blanco) Benth, popularmente conhecida como
patchouli, € uma espécie aromaética, pertencente a familia Lamiaceae. Essa
espécie possui grande valor comercial pelo éleo essencial extraido de suas folhas
que € largamente utilizado pela indlstria de cosmético, perfumaria e
farmacéutica. Ele é considerado o 18° 6leo essencial com maior importancia
comercial no mundo, com uma demanda mundial estimada em 2 mil t/ano
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; TIME..., 2009).

A propagacgdo convencional desta espécie é por estaquia apresentando
alguns problemas que afetam a producdo de biomassa e o rendimento do 6leo
essencial. O baixo rendimento do 6leo essencial deve-se a suscetibilidade da
planta a diversos tipos de virus e ao nematoide Meloydogine incognita
(KUKREJA; MATHUR; ZAIM, 1990). Além disto, a propagacao por estaquia é
lenta e insuficiente para cultivo em larga escala. Assim, a propagacao in vitro é
uma alternativa viavel, para obtencdo de plantas livres de patdgenos e, também,
possibilita a propagacdo, em larga escala, em um periodo de tempo,
relativamente, curto, por meio da técnica de micropropagacéo.

A micropropagacdo, sob condigdes adequadas de assepsia, nutricdo e
fatores ambientais, possibilita a propagacdo em larga escala de plantas de
qualidade superior (CID, 2001; OLIVEIRA, 2000), como ja realizado para
propagar diversas espécies frutiferas, arboéreas, ornamentais, medicinais e
aromaticas. No entanto, a técnica é influenciada por vérios fatores como o
genotipo, reguladores de crescimento, meio de cultivo, concentracBes de
sacarose, luz, temperatura, dentre outros (REIS et al., 2009).

A luz pode ser considerada um dos fatores de maior relevancia no

cultivo in vitro, pois regula a morfogénese vegetal e atua como fonte de energia
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no metabolismo priméario assim como no processo fotossintético. As respostas
morfofisioldgicas das plantas ndo dependem apenas da presenca ou auséncia da
luz, mas também da variacdo da intensidade e qualidade luminosa (MARTINS,
2006).

Zhang et al. (2009) observaram em brotos de Momordica grosvenori,
cultivados in vitro com 25, 50, 100, ou 200 pmol mZs?, que a intensidade de luz
mais alta (200 pmol m?s™) promoveu um aumento na massa seca e fresca total
das plantulas. Plantas de Platycodon grandiflorum cultivadas in vitro
apresentaram maior area foliar e nimero de folhas sob LED de espectro azul,
guando comparada a LED de espectro vermelho e lampadas fluorescentes (LI1U
et al., 2014). Assim a dependencia das condigdes luminosas no cultivo in vitro
variam entre as espécies.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a influéncia da
intensidade e qualidade luminosa com o uso de LED, no crescimento e producéo
de pigmentos fotossintéticos de plantulas de patchouli, a fim de verificar as
condi¢des luminosas mais propicias, para o cultivo in vitro da espécie, em razdo
de sua importancia comercial e exigéncias de métodos de propagacdo

alternativos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais do Pogostemon cablin

O Pogostemon cablin Benth, conhecido popurlamente como patchouli,
pertencente a familia Lamiaceae, € uma planta aromatica, cujo 6leo essencial é
considerado um dos melhores fixadores usados na inddstria de perfumes
(BETTONI et al., 2010). Nativa das Filipinas, a especie cresce,
espontaneamente, em muitos paises do Sul da Asia e €, atualmente, cultivada em
escala comercial na India, Indonésia, Malésia, China, Cingapura, Africa
Ocidental e Viethan (MAHESWARI, et al., 1993; SWAMY et al., 2010).

O patchouli apresenta porte arbustivo, ereta, ramificada, que chega a
atingir de 0,5 a 1,0 m de altura (FIGURA 1). Apresenta folhas ovais a alongadas,
com aproximadamente 10x10 cm, serradas, peciolo com 8 cm e ramos com nos
e acumula 6leo essencial nos tricomas glandulares (GUO et al., 2013). A
inflorescéncia é terminal ou axilar, densa, com 2,4 a 14 cm de comprimento e
apresenta flores pequenas e irregulares, bissexuais, brancas a roxas (JOY et al.,
2001; MAHANTA; CHUTIA; SARMA, 2007). Desenvolve-se melhor, em
ambientes sombreados, em temperaturas entre 24°C e 28°C, precipitacdo
pluviométrica de 2.000 a 3.000 mm anuais e altitude de 0 a 1.200 m, sendo
preferivel entre 10 e 400 m, com umidade relativa do ar de 75% (JOY et al.,
2001).

Figural- Habito (A) e detalne da morfologia foliar (B) de plantas de
Pogostemon cablin.
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O patchouli pode ser propagado por meio de sementes ou por estaquia.
Geralmente, a producdo de mudas € realizada por estaquia, pois a producdo de
sementes é determinda pelas condi¢bes de cultivo, sendo rara em alguns
ambientes (KUKREJA; MATHUR; ZAIM, 1990). O cultivo, no campo, do
patchouli apresenta alguns problemas que afetam o rendimento do Oleo
essencial.

Entre alguns fatores que contribuem, para um baixo rendimento do 6leo
essencial, estd a suscetibilidade da planta a diversos tipos de virus e ao
nematoide Meloydogine incognita. Entre os virus que infectam o patchouli estd o
virus do anel do pimentdo (tobravirus), tabacco necrosis necrovirus
(Necrovirus), patchouli potexvirus, patchouli mosaic potyvirus, patchouli mottle
virus (PaMoV), patchouli mild virus (PaMMYV), patchouli mottle Rhabdovirus
(GAMA; CALDAS; KATAIJIMA, 1980; KITAJIMA; COSTA, 1979;
KUKREJA; MATHUR; ZAIM, 1990; MEISSNER FILHO et al., 2002;
SUGIMURA et al., 2005).

Das folhas secas do Pogostemon cablin extrai-se, geralmente, por
hidrodestilacdo o 6leo essencial que é um dos 18 principais 6leos essenciais de
importancia comercial no mundo, sendo largamente empregado na industria de
perfumes (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Esse 6leo essencial ocupa
uma posi¢do proeminente, nesta industria, por ser um dos Oleos essenciais
naturais mais importantes, sendo utilizado para dar um carater basico e
duradouro a uma fragréncia. Esta caracteristica é a principal responsavel pela
grande valorizagcdo comercial deste 6leo no mercado (KUKREJA; MATHUR;
ZAIM, 1990). O dleo essencial, produzido por patchouli, consiste em um liquido
viscoso ambar, de coloragdo palida a castanho escuro.

A demanda por 6leo essencial de patchouli vem crescendo, em um ritmo
acelerado, nos mercados nacionais e internacionais, em virtude de sua ampla

utilizacdo pela industria de cosmético, perfumaria e farmacéutica (ZHAO et al.,
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2005). A Indonésia e India s&o os maiores produtores de 6leo de patchouli, no
mundo, onde a Indonésia é responsével por 90% da producdo mundial
(BARATA; VILHA; CARVALHO, 2007; RAMYA; PALANIMUTHU;
RACHNA, 2013).

O oleo essencial do patchouli possui atividade inseticida, antibacteriana
e antifungica (CHAKRAPANI et al., 2013; KUMARA; ANURADHA, 2011).
Algumas de suas outras atividades biol6gicas incluem antioxidante, analgésica,
anti-inflamatdria, antiplaquetario, antitromboético, antimutagénica e atividades
citotoxicas (CHAKRAPANI et al., 2013; LIU et al., 2009; PRIYA; SWATI,
VILASRAO, 2014). Na aromaterapia, é usado para aliviar a depressdo, diminuir
0 estresse, acalmar os nervos, controlar o apetite e para melhorar o interesse
sexual.

Essas propriedades sdo atribuidas a constituicio quimica do oOleo
essencial que se trata, principalmente, de terpenos. Dentre os terpenos, 0s
sesquiterpenos sdo 0s mais encontrados e podem influenciar, sensivelmente, o
odor nos 6leos essenciais (CASTRO et al., 2004; SANGWAN; FAROOQI;
SHABIH, 2001). Vérios trabalhos tém demonstrado a presenca de alguns
sesquiterpenos, na composicdo dos 6leos essenciais de P. cablin, os quais
apresentam varias atividades farmacéuticas e bioldgicas (HSU et al., 2006).
Estudos iniciais mostraram que o patchoulol inibe fortemente a multiplicacdo do
virus HIN1 (gripe espanhola ou suina tipo A) e 0 H2N2 (gripe asiatica tipo A)
(KIYOHARA et al., 2012; WU et al., 2011; WU; LIN, 2013).

Contudo a composic¢do quimica, qualitativa e quantitativa do 6leo de
patchouli varia bastante. E encontrada, em diversos estudos, uma grande
variedade de compostos, com registros de 65 monos e sesquiterpenos, sendo o
patchoulol, B/a patchouleno, pogostol, a bulneseno, a guaieno, seicheleno e
pogostona (FIGURA 2) os mais descritos pela literatura (SINGH; SHARMA,
RAMESH, 2002; WEI; SHIBAMOTO, 2007; ZHU et al., 2003). A auséncia de
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substituto sintético, para o patchoulol, constituinte majoritario do 6leo essencial,
reforca a sua posicdo de destaque na industria de perfumes e dleos essenciais
(HENDERSON et al., 1970; SANTOS et al., 2010).

Figura 2 - Principais estruturas dos compostos de Pogostemon cablin.

%009 o 19

patchoulol  o-patchouleno  P-patchouleno  seicheleno

A3 A

pogostol a-bulseno a-guaieno pogostona

Fonte: Swamy e Sinniah (2015).

Em razdo dessa grande variedade quimica observada nos Oleos
esséncias obtidos de plantas da familia Lamiaceae verifica-se a existéncia de
quimiotipos para diferentes espécies (VIEIRA; COSTA, 2006). Em estudo
realizado por Hu et al. (2006), com 18 amostras do 6leo essencial de P. cablin,
coletados em diferentes regides da China, foram observados dois quimiotipos, o
tipo pogostona, tipo patchoulol e um tipo intermediario. Luo et al. (2003),
também, observaram a existéncia dos dois quimiotipos de patchouli, tipo
pogostona e tipo patchoulol, identificados por cromatografia gasosa. Dessa
forma, os componentes patchoulol e pogostone podem auxiliar no controle de
qualidade deste 6leo, ajudando a distinguir substitutos ou adulterantes (HU et al.,
2006).
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2.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica com grandes aplica¢cdes na
agricultura. Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados
explantes, sdo isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados,
assepticamente, por periodos indefinidos em plantas idénticas a original, ou seja,
realizam clonagem vegetal de modo a obter novo individuo, mantendo-se o
gendtipo idéntico aquele do ancestral comum (TORRES et al., 2001).

A regeneragdo de plantas, por meio da cultura de tecidos, baseia-se no
principio da totipoténcia, proposto pelo fisiologista Haberlandt, que, em 1902,
enunciou que cada célula vegetal possuia o potencial genético para regenerar
uma planta inteira (FLORES, 2006). O cultivo in vitro permite, ainda,
aperfeicoar a interacdo entre fatores abidticos (nutricionais, luminosos,
temperatura, dentre outros ) e bidticos (hormonais e genéticos), resultando em
plantas sadias, vigorosas e geneticamente superiores, que podem ser
multiplicadas massivamente (ALVES et al., 2012).

No Brasil, os trabalhos realizados sobre cultura de tecidos foram feitos,
pioneiramente, no Instituto Biolégico de S3o Paulo, na década de 50.
Atualmente, existem dezenas de laboratérios utilizando metodologias
diversificadas de manipulagdo de plantas in vitro, desenvolvendo trabalhos no
campo da engenharia genética como, por exemplo, plantas de batata resistentes
ao virus PVY (TORRES; CALDAS; FERREIRA, 1998). Assim trata se de uma
técnica que propicia avancos nas diferentes areas do conhecimento.

Em plantas medicinais, a cultura de tecidos apresenta vantagens como
reprodutibilidade, possibilidade de producdo em grande escala, direcionamento
para a producdo de substancias de interesse, facilidade de isolamento de
composto, pois o isolamento de compostos bioativos de plantas obtidas por
extrativismo ou cultivo em campo representam obstaculo para os estudos

farmacéuticos e industriais (NITZCHE et al., 2004). Assim o cultivo in vitro,
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também, pode auxiliar na propagacéo clonal de diversos genoétipos, permitindo a
conservacdo do germoplasma e a otimizacdo da producdo de metabdlitos
secundarios que tenham relevancia do ponto de vista terapéutico e que, por
algum tipo de impedimento, ndo sdo sintetizados (ARIKAT et al., 2004,
BOTTA,; SILVESTRINI; MONACHE, 2001; RAO; RAVISHANKAR, 2002).

No entanto, para a aplicacdo dessa técnica com plantas medicinais €
necessario adequar alguns fatores como o meio de cultivo, regime de luz,
qualidade e intensidade de luz e a acdo dos reguladores de crescimento, fatores
que maximizam a producdo dos metabolicos (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).

Reis et al. (2009) avaliaram diferentes meios de cultura, para Melissa
officinalis L. e observaram que os meios MS e MS/4 promoveram a formacéo de
plantulas com maior teor de dleo essencial e, também, promoveram a alteragdo
no componente majoritario do 6leo. Machado et al. (2013) observaram em
Lavandula. angustifolia cv. 'Provence blue', cultivadas em meio de cultura MS,
com diferentes concentracfes de citocinina 6-benzilaminopurina (BAP), que a
concentracdo de 1,0uM foi a mais recomendada, para a manutencdo da
qualidade das brotacbes, na fase de multiplicacdo, com baixa taxa de
hiperidricidade e ndo promocao da necrose apical nas brotagdes. Tais autores,
também, constataram que a sintese dos compostos majoritarios como o linalol e
0 acetato de linalila ndo é afetada por esse fitoregulador.

Plantulas de Alocasia amazonica regeneradas sob intensidades

1 mostraram um melhor crescimento e

luminosas de 15 ou 30 umol m’s
desenvolvimento do que as cultivadas sob intensidades de 60 e 90 umol m?s™
(JO et al., 2008). Foram observados, em acessos de Chrysopogon zizanioides
(L.) (vetiver), cultivados in vitro, sob dois regimes de temperatura 18 e 25°C,
que a melhor condig&o de cultivo in vitro foi com a temperatural8°C (SANTOS

etal., 2012).
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Neste contexto, verifica se que o cultivo in vitro de plantas medicinais é
influenciado pelo meio nutritivo, tipos e condicdes fisioldgicas dos explantes,
gendtipos, condi¢bes de cultivo e pelos fitoreguladores. Assim, é de fundamental
importancia trabalhos que verifiquem as diferentes respostas das plantas frente a

esses fatores para uma melhor adequacéo do cultivo in vitro.
2.3 Cultivo in vitro de patchouli

A regeneracdo direta de brotos € uma via importante para propagacdo de
varios tipos de plantas (GAHAN; GEORGE, 2008). Na familia Lamiaceae,
muitas espécies tém sido micropropagadas com este método, sendo o0s
reguladores de crescimento utilizados com maior sucesso, a 6-benzilaminipurina
(BAP) e a cinetina (6-furfurilaminopurina), isolados ou em combinagdo com as
auxinas, acido indol-3-acético (AlA) ou &cido naftalenoacético (ANA). O tipo
de explante responsavel pela melhor resposta para este propésito tem sido o
segmento nodal, porém bons resultados, também, foram obtidos para o segmento
foliar e hipocétilo (BOUHOUCHE; KSIKSI, 2007; CUENCA; AMO-MARCO,
2000; RANI et al., 2006; SKALA; WY SOKINSKA, 2004).

Arrigonin-Blank, Santos e Blank (2011) observaram gue a organogénese
direta do patchouli pode ser promovida em meio MS acrescido de 2,47 mg L™ de
cinetina e 0,1 mg L™ de ANA, sendo as etapas de alongamento, individualizagdo
e enraizamento das brotagcdes promovidas em meio MS basico. Explantes nodais
de P. cablin foram submetidos a organogénese direta, cultivados em meio MS,
utilizando varias concentragdes de BAP e KN (0,25, 0,5 e 1,0 mg / I),
separadamente ou em combinagdes. Comparativamente, BAP mostrou o efeito
mais pronunciado do que o KN em termos de inducgdo de brotacGes, também,
apresentou melhores respostas para comprimento médio de brotos
(KUMARASWAMY; ANURADHA, 2010). Meristemas apicais cultivados em
meio MS suplementado com 2,0 mg BA ou 0,5-2,0 mg 2iP ou 0,5-2,0 mg
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zeatina e 1,0 mg IAA/L exibiram bons resultados para proliferagdo mdaltipla de
brotos (KUKREJA; MATHUR; ZAIM, 1990).

Swamy, Balasubramanya e Anuradha (2010) utilizaram segmentos
apicais e nodais de patchouli, em meio MS, suplementado com 0,5 mg/L de BA
e cinetina (KN), com diferentes fontes de carbono, sacarose, glicose, frutose e
actcar comercial (1, 2 e 3%) e suco de cana de aclcar (10, 20 e 30%). Foram
observados que 20% caldo de cana e 2% acUcar comercial podem ser utilizados
como um substituto de sacarose a 2%, geralmente, a fonte de carbono utilizada
na maioria dos meios.

Santos et al. (2010) estudaram a multiplicagdo de trés genotipos de P.
cablin, o meio de cultura utilizado foi 0 MS suplementado com 0,7% de agar, 30
g L sacarose e com cinco concentracdes de cinetina (0.0, 1.0, 2.0, 4.0, e
6.0mgL™) e quatro concentragdes de IAA (0,0, 0,5, 1,0, e 2.0mgL™), A resposta
morfogenética foi semelhante, para todos os gendtipos estudados, os quais
exibiram altas percentagens de regeneracdo direta de explantes foliares com
baixas concentracdes de cinetina (0.5-2.0mg/L') e quando se utilizou 1AA
isoladamente ou em combinagéo.

Os 6leos essenciais extraidos de plantas oriundas de cultivo in vitro e da
planta mae de Pogostemon cablin apresentaram perfis cromatograficos
semelhantes. Conclui-se que a rapida estabilidade no teor de dleo essencial e a
alta frequéncia de multiplicacdo de plantas é essencial, para garantir a eficécia
do protocolo desenvolvido, para a producdo in vitro dessa planta aromatica,
industrialmente, importante (PAUL et al., 2010).

A regeneracdo in vitro de patchouli, também, tem sido citada através da
cultura de calos de explantes foliares e nodais, sendo o segmento foliar o que
favorece maior produgdo de calos (KUMAR; CHAWALA, 2007; MISRA, 1996;
RAJAN; SHAKILA, 1997; VIJAYALALITHA, 1998; XIAO; HE; XU, 2001).
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Vijayalalitha (1998), usando explantes foliares de patchouli, obteve
melhores indices de indugdo de calo com AIA nos niveis de 1,0-2,5 mg.L™ e
cinetina de 4,0-5,5 mg.L™. Resultados similares foram encontrados por Rajan e
Shakila (1997). Entretanto Misra (1996) obteve melhor resposta utilizando 2,0
mg.L-1de ANA + 0,5 mg.L "' de BAP. Estes mesmos reguladores foram testados
por Xiao, He e Xu (2001), que observaram melhor inducéo de calo empregando,
além do explante foliar, o nodal em meio MS, suplementado com 0,5 mg.L™de
BAP + 0,2 mg.L™" de ANA.

Assim, verifica se que o fator, tipo e concentracbes dos diferentes
fitoreguladores apresentam muitos estudos com o patchouli. Porém estudos
relacionados a fatores fisicos como a intensidade e qualidade de luz no seu

cultivo in vitro sdo incipientes.
2.4 Influéncia da luz no cultivo in vitro

A luz é um fator ambiental de fundamental importancia para as plantas,
em virtude da acdo direta ou indireta na regulacdo de seu crescimento e
desenvolvimento. As respostas morfofisiolégicas das plantas ndo dependem
somente da presenca, atenuacdo ou auséncia da luz, mas também da variagdo na
qualidade luminosa (MARTINS, 2006).

De acordo com Taiz e Zeiger (2009), a luz é um recurso critico para as
plantas que pode limitar seu crescimento. A radiacdo ndo é para as plantas
somente uma fonte de energia (efeito fotoenergético), mas também um estimulo
gue governa o desenvolvimento (efeito fotodestrutivo). Todos esses efeitos
ocorrem, por meio de absorcdo de luz, a qual é medida por fotorrecepetores
especificos (LARCHER, 2003).

A maioria dos processos bioldgicos dos vegetais € influenciada pela

faixa de 400 — 700 nm, chamado de PAR. Esse intervalo do espectro é a



24

principal fonte de energia para a fotossintese e promove a fotomorfogénese
(LIN, 2000).

Nas salas de crescimento, sdo comumente utilizadas lampadas
fluorescentes (BULA et al., 1991). Esse tipo de luz ndo é o ideal para o
crescimento vegetal, pois essas lampadas possuem diferentes comprimentos de
ondas (350 a 750 nm) e, geralmente, emitem luz branca de similaridade espectral
entre as bandas. A irradiancia fornecida, primariamente, na sala de crescimento,
afeta o desenvolvimento das plantas, principalmente, por meio de alteracfes
fotomorfogénicas (REZENDE et al., 2008).

A intensidade de luz tem grande importancia no cultivo in vitro de
plantas, tendo efeitos na realizacdo da fotossintese. Além disso, seu controle tem
influéncia direta na formagédo de brotacdes, no crescimento e na multiplicacéo
dos explantes, podendo afetar, diretamente, a formagdo de raizes (ALMEIDA;
MUNDSTOCK, 2001). A iluminacdo adequada, também, pode influenciar na
sintese de componentes que fazem parte do 6leo essencial das plantas medicinais
(GOMES et al., 2009), visto que influencia o desenvolvimento dos tricomas
glandulares, estruturas onde ocorre a sintese e armazenamento de 6leo essencial
(SOUZA et al., 2008). Trés fatores devem ser levados em consideragdo no que
diz respeito a iluminacdo do ambiente de cultivo: a irradiancia, o fotoperiodo e a
qualidade da luz (HARTMANN et al., 2011).

Plantulas de Aloysia triphylla cultivadas in vitro com diferentes
intensidades luminosas 13, 28, 47 e 69 pmol ms™ acumularam maior biomassa
da parte aérea e raizes com uma intensidade de 69 pmol m?s™ (SILVA, 2013).
Zhang et al. (2009) observaram, em brotos de Momordica grosvenori cultivados
in vitro com 25, 50, 100 ou 200 pmol m™s™, que a intensidade de luz mais forte
aumentou a massa seca e fresca total das plantulas. Plantulas de Alocasia
amazonica regeneradas, sob intensidades luminosas de 15, 30, 60 e 90 pmol m

s 'mostraram melhor crescimento e desenvolvimento nas menores intensidades
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15 e 30 pmol m?s™ do que aquelas cultivadas sob intensidades mais elevadas
(JO et al., 2008).

Assim € possivel compreender que a intensidade da luz tem influéncia
no crescimento e desenvolvimento vegetal. Essa influéncia varia em funcéo das
variaveis analisadas como também entre as espécies. Desta forma, € importante
estudos desse fator no cultivo in vitro, a fim de conhecer o seu envolvimento, em
determinadas variaveis do desenvolvimento e promover ajustes na técnica,

principalmente, quando se trata do seu uso em escala comercial.
2.5 Uso de LED’s no cultivo in vitro

Na cultura de tecidos vegetais, a fonte de luz, geralmente, utilizada na
sala de crescimento é a lampada fluorescente branca-fria (KIM et al., 2004),
citada em 90% dos trabalhos cientificos (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999).
Poucos estudos tém sido realizados buscando compreender o efeito da qualidade
da luz no crescimento e desenvolvimento dos tecidos de espécies cultivados in
vitro. Entretanto ha demonstracdes de que a qualidade da luz influencia a
eficiéncia bioldgica dos fitorreguladores adicionados ao meio de cultura, bem
como o balango hormonal nos tecidos. Consequentemente, a qualidade da luz
surge como uma ferramenta na manipulagdo da indu¢do de balancos fisioldgicos
favordveis a respostas especificas no crescimento das plantas (MORINI;
MULEOQ, 2003).

Os Diodos Emissores de Luz (LEDs) tém alcancado larga aplicagdo
comercial, tendo sido avaliados na micropropagacédo de plantas nos ultimos
anos. Sua aplicacdo tem sido impulsionada com o aquecimento global e com a
preocupacdo ambiental, pois, cada vez mais, tem-se buscado o uso de
equipamentos mais eficientes e menos poluentes (ROCHA et al., 2010). O LED
tem o principio de funcionamento diferente das lampadas incandescentes e

fluorescentes em que o dispositivo semicondutor, com a passagem de corrente
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elétrica, pelo processo denominado de eletroluminescéncia, emite luz visivel
(CARVALHO, 2007).

Além disso, seu destague na micropropagacao deve - se ao seu potencial
para aplicacdo comercial e apresentar caracteristicas impares em relacdo as
fontes tradicionais, no processo de geracao de luz com baixa producéo de calor,
por longos periodos, comprimento de onda especifico, flexibilade de cores e
iluminacéo, reducdo do consumo elétrico e auséncia de substancias toxicas tais
como mercurio e longo periodo de vida util, podendo atingir até 100.000 horas
(CARVALHO, 2007; NHUT et al., 2003; NHUT; NAM, 2010; YEH; CHUNG,
2009).

Comparando a vida util das ldmpadas incandescentes de 1000 horas e
lampadas fluorescentes 8000 horas, os LEDs tém uma vida, significativamente,
maior de 100.000 h. Além de sua longa vida, os LEDs possibilitam a regulacéo
de intensidade e qualidade da luz, bem como uma elevada eficiéncia de
conversdo fotoelétrica. Essas vantagens tornam os LEDs perfeitos, para o
crescimento das plantas em ambiente controlado, como cultivo por cultura de
tecido em sala e cAmara de crescimento (YEH; CHUNG, 2009).

De acordo com Skin et al. (2008), os LEDs proporcionam alterac6es na
fisiologia, como o incremento da quantidade de pigmentos fotossintéticos e no
crescimento das plantas, aumentando a taxa de multiplicacdo dos explantes e
comprimento das brotagdes. Alvarenga et al. (2015) observaram, em plantulas
de Achillea millefolium L., cultivadas in vitro sob LED’s de espectros azul,
vermelho, branco, verde e ldmpadas fluorescentes branca fria, que as plantulas
cultivadas, sob lampada LED com espectro azul, obtiveram maior namero e
comprimento de raizes e maiores acumulos de matéria seca da parte aérea, raizes
e total.

Daud, Faizal e Danny Geelen (2013) analisaram o impacto da qualidade

da luz sobre a capacidade de enraizamento de Jatropha curcas L., tida como
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uma planta multiso pelo seu alto valor nutricional e medicinal, cultivada in vitro.
O LED vermelho foi o mais favoravel, induzindo uma resposta de enraizamento
de 65% do rebentos, que produziram, em média, 5,5 raizes por broto.

Heo et al. (2002) utilizaram tubos fluorescentes associados com diodo
emissor de luz nas cores azul, vermelho e vermelho distante e determinaram
caracteristicas de crescimento em agerato (Ageratum houstonianum Mill.),
cravo-de-defunto (Tagetes erecta L.) e salvia (Salvia splenders F.). Concluiram
que caracteristicas qualitativas ou quantitativas do crescimento e morfogénese
sdo influenciadas pela qualidade de luz. Os LEDs foram usados como luz
suplementar na iluminacdo convencional de agerato, cravo-de-defunto e salvia,
provocando o aumento do crescimento e da morfogénese das plantas cultivadas
in vitro com baixo consumo de energia.

Desta forma, os estudos relacionados com o uso de LED no cultivo in
vitro tem proporcionado ajustes consideraveis nesta tecnica de cultivo, visto que
permite a selecdo, por meio do uso de LEDs especificos, de caracteristicas
desejaveis para 0 sucesso da técnica, a qual varia entre as espécies.
Adicionalmente, ndo foram verificados estudos usando LEDs para o cultivo in
vitro do patchouli, 0 que torna o presente trabalho de grande relevancia para a

propagacao in vitro dessa espécie.
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RESUMO

Pogostemon cablin (Blanco) Benth (patchouli) é uma espécie aromaética, que
possui grande valor comercial em razdo do Oleo extraido de suas folhas.
Pesquisas relacionadas ao cultivo in vitro de plantas medicinais e aromaticas tém
demostrado diferentes respostas quanto ao crescimento vegetativo em funcdo da
intensidade luminosa e do controle do espectro de luz no cultivo. Objetivou-se
avaliar a influéncia da intensidade e qualidade luminosa no crescimento de
plantulas de patchouli cultivadas in vitro. O experimento foi conduzido com
diferentes intensidades luminosas 28, 51, 64, 76 e 113 umol m?™, com 4
repeticOes cada. Para qualidade luminosa, foram usadas ldmpadas de LEDs, com
6 tratamentos, LEDs de cor branca, vermelha, azul, azul e vermelha (1:3), azul e
vermelha azul (3:1) e vermelha e azul (7:7), com 4 repeti¢bes. Os explantes
foram de plantulas de patchouli micropropagadas in vitro, sendo utilizados
segmentos nodais de 1 cm, cultivados em tubos de ensaio com 15 mL de meio
basico MS. Apds 40 dias, foram avaliados numero de folhas, comprimento de
raiz, biomassa seca das folhas, caule, raiz e total e pigmentos fotossintéticos Os
dados obtidos foram submetidos & ANOVA pelo teste de Scott-Knott (p<0,05),
utilizando-se o software Sisvar®. O tratamento com intensidade de 76 pmol m
’s™ obteve melhores resultados para os parametros avaliados de crescimento.
Para os pigmentos fotossintéticos, os maiores teores foram observados com a
intensidade de 51 pmol m%™. A combinacio de LEDs de espectro azul e
vermelho (1:3) obteve os melhores valores para nimero de folhas, biomassa seca
do caule, folhas e total. As plantulas sob LED branca apresentaram melhores
respostas para pigmentos fotossintéticos. Faz-se necessario avaliar, ainda, a
influéncia desses regimes luminosos na composicao quimica volatil de plantulas
in vitro e aclimatizadas para que possa ser estabelecido um método de
micropropagacédo da espécie.

Palavras - chave: Patchouli. Qualidade Luminosa. Pigmentos fotossintéticos.
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ABSTRACT

Pogostemon cablin (Blanco) Benth (patchouli) is an aromatic species that
presents great commercial value due to the oil extracted from its leaves.
Researches have showed different responses concerning vegetative growth in
function of light intensity and control of the light spectrum during cultivation.
We aimed at evaluating the influence of the light intensity and quality over the
growth of patchouli plantlets cultivated in vitro. The experiment was conducted
with different light intensities, 28, 51, 64, 76 and 113 pmol m™s™, with four
replicates each. For light quality, we used LED, with six treatments, in the colors
white, red, blue, blue and red (1:3), blue and red (3:1), and blue and red (7:7),
with four replicates. The explants were of patchouli plantlets micro propagated
in vitro, using nodal segments of 1 cm, cultivated in test tubes with 15 mL of
basic MS medium. After 40 days, we evaluated the number of leaves, root
length, dry leaf, stem and root and total biomass, and photosynthetic pigments.
The data obtained were submitted to ANOVA by the Scott-Knott test (p<0.05),
using the Sisvar® software. The treatment with intensity of 76 umol m?s*
obtained the best results for the evaluated growth parameters. For the
photosynthetic pigments, the highest contents were observed in the intensity of
51 umol m?s™. The combination of blue and red (1:3) spectrum LEDs obtained
the best values for number of leaves and stem, leaf and total dry biomass. The
plantlets under white LED presented better responses for photosynthetic
pigments. It is necessary to evaluate also the influence of light regimes in the
volatile chemical composition of in vitro plantlets and acclimatized so it can be
established a micropropagation method of the species.

Keywords: Patchouli. Light quality. Photosynthetic pigments.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia tem ganhado relevancia, principalmente, por serem
comprovadas as propriedades medicinais que lhes eram atribuidas pelo
conhecimento popular. Além disso, a necessidade de alternativas aos
medicamentos sintéticos e, consequentemente, ao aumento na busca por
produtos naturais, elevou a importancia das plantas medicinais na agricultura.
Dentre as plantas medicinais, as plantas aromaticas constituem - se como um
grupo de destague, em razdo, principalmente, dos leos essenciais encontrados
nos seus diferentes 6rgdos (NUNES et al., 2006).

O Pogostemon cablin (patchouli) é uma espécie aromatica cujo 6leo
essencial destaca-se por ser um dos 18 principais 6leos essenciais de importancia
comercial no mundo, sendo amplamente empregado na indudstria de perfumes
(BIZZzO; HOVELL; REZENDE, 2009). A demanda por 0leo essencial de
patchouli estd a aumentando, nos mercados nacionais e internacionais, em
virtude de sua ampla utilizagdo pelas industrias de cosméticos, higiene oral,
perfumarias e farmacéutica (HU et al., 2006; ZHAO et al., 2005).

O aumento na demanda pelo 6leo essencial produzido pelo patchouli
tem intensificado a aplicacdo de métodos biotecnolégicos para obter plantas
altamente produtivas sob condig¢fes controladas de crescimento, para adquirir
genotipos homogéneos e livres de patdgenos (AVATO et al., 2005). Visto que a
propagacdo convencional desta espécie € por estaquia, apresenta problemas
como a suscetibilidade da planta a diversos tipos de virus e ao nematoide
Meloydogine incognita (KUKREJA; MATHUR; ZAIM, 1990), que
comprometem o rendimento do OGleo essencial do patchouli. Assim a
propagacdo in vitro aparece como uma alternativa viavel, para obtengdo de
plantas livres de patdgenos, possibilitando propagacdo em larga escala em um

periodo de tempo relativamente curto.
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Pesquisas relacionadas ao cultivo in vitro de plantas medicinais e
aromaticas tém demonstrado diferentes respostas quanto ao crescimento
vegetativo em funcdo da intensidade luminosa e do controle do espectro de luz
durante o cultivo (ALVARENGA et al., 2015; SILVA, 2013). Entretanto as
plantas tém diferentes respostas de crescimento quando expostas a diferentes
condicBes de luminosidade em cultivo. No cultivo in vitro de Agapanthus
umbellatus, maior nimero de folhas por brotacdo foi observado nas intensidades
de 70 umol m%s™ (FOGACA et al., 2007). Momordica grosvenori cultivada sob
50 umol m?s™ apresentou maior producéo de clorofilas e crescimento (ZHANG
etal., 2009).

O uso de Diodos Emissores de Luz (LEDs) tem sido considerado uma
alternativa para se verificar o efeito da qualidade de luz no crescimento e cultivo
in vitro. A utilizacdo de LEDs em cultura in vitro fornece respostas especificas
de crescimento. Em plantulas de Achillea millefolium, cultivadas in vitro, LEDs
com espectro azul proporcionaram maior acumulo de matéria seca, nimero de
raizes, porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia (ALVARENGA et al.,
2015). Para Jatropha curcas houve maior formagdo de raizes sob LEDs com
espectro vermelho (DAUD; FAIZAL; DANNY GEELEN, 2013).

Por apresentar interesse comercial, os estudos de cultivo in vitro com P.
cablin sdo necessérios, a fim de avaliar pardmetros que possam interferir no
crescimento das plantulas. Assim o objetivo do trabalho foi avaliar o
crescimento e produgdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de P. cablin
sob diferentes intensidades e espectros de luz com o uso do LED no cultivo in

vitro.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdo do Material Vegetal e Condigdes Experimentais

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras
(UFLA) — MG, no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura. O material vegetal utilizado como matriz foi
obtido de plantulas de Pogostemon cablin ja estabelecidas in vitro (FIGURA 1).
Gemas axilares dessas plantulas foram inoculadas em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 0,5 mg L ' de BAP. Apés a
inoculagdo, os tubos foram mantidos, em sala de crescimento, com lampadas
brancas frias fluorescentes e intensidade luminosa de 32 pmol m? st com
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro e temperatura de 25 + 2 °C por 90

dias.

Figura 1 - Plantulas de P. cablin micropropagadas
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2.2 Ensaio de Intensidade Luminosa

Para os experimentos de intensidade luminosa, foram utilizados
segmentos nodais de 1 cm (FIGURA 2), oriundos de plantulas pré-estabelecidas,
cultivadas em tubos de ensaio com 15 mL de meio basico MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). Ao meio, acrescentaram -se 0,6% de agar, 3% de sacarose € 0
pH foi ajustado para 5,7 £ 0,1, os tubos, contendo o meio de cultura, foram

autoclavados em temperatura de 127° C, por 15 min e 1,10 atm de pressao.

Figura 2 - Explantes de P. cablin utilizados nos experimentos de intensidade e
gualidade luminosa.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5
tratamentos, utilizando I&mpadas fluorescentes branca fria com 28, 51, 64, 76 e
113 pmol m-2s-1, aferidas por meio do medidor PRO CHECK + PAR PHOTON
FLUX SENSOR, MODELO QSO-S (DECAGON DEVICES - Pullman-
Washington-USA). Os tubos foram mantidos, em sala de crescimento, com
fotoperiodo de 16 horas de luz e de 8 de escuro, temperatura de 25 + 2 °C.
Foram utilizadas 5 repeticGes, sendo cada repeticdo com 4 tubos com uma
plantula/tubo totalizando 20 plantas analisadas por tratamento. As avalia¢fes do
experimento foram realizadas, ap6s 40 dias de cultivo in vitro, sendo avaliados
o namero de folhas, comprimento da maior raiz (cm), as biomassas secas dos
caules, folhas e raizes e os teores de clorofilas a, b e total. As determinacGes de

biomassa seca do caule (BSC), folha (BSF) e da raiz (BSR) foram realizadas por
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meio da secagem do material vegetal, em estufa de circulacdo forcada de ar a 40

+2 °C, até peso constante, as quais foram expressas em miligramas (mg).
2.3 Ensaio de Qualidade Luminosa

Para os experimentos de qualidade luminosa, foram utilizados
segmentos nodais de 1 cm, oriundos de plantulas pré-estabelecidas, cultivados
em tubos de ensaio com 15 mL de meio basico MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962). Ao meio, acrescentaram — se 0,6% de agar, 3% de sacarose e o pH foi
ajustado para 5,7 * 0,1, os tubos, contendo o meio de cultura, foram
autoclavados em temperatura de 127° C, por 15 min e 1,10 atm de pressdo.
Posteriormente, foram inoculados segmentos nodais, 0s quais eram mantidos sob
lampadas de LED (Light Emission Diode), com 42 pmol m™s™, com espectros
branco, vermelho, azul e combinagdes: vermelha e azul (1:1), vermelha e azul
(3:1), vermelha e azul (1:3). As condi¢bes da sala de crescimento eram
fotoperiodos de 16 horas de luz e de 8 de escuro, temperatura de 25 + 2 °C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), sendo 6 tratamentos, com 4 repeticdes com 5 tubos por repeticdo/tubo,
totalizando 20 plantas analisadas por tratamento. Ap6s 40 dias, foram realizadas
as avaliagcdes de crescimento e quantificacdo de pigmentos fotossintéticos. Os
espectros de luz foram aferidos com o espectrdmetro portatii SPECTRA PEN
Z850, (Qubit Systems-Kingston, Ontario-USA), sendo os perfis espectrais

registrados para cada tratamento apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Espectros de luz utilizados no experimento.
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O crescimento foi avaliado pelo nimero de folhas, comprimento de
parte aérea (cm), comprimento da maior raiz (cm), biomassas secas dos caules,
folhas e raizes e total. As determinacfes de biomassa seca do caule (BSC), folha
(BSF) e da raiz (BSR) foram realizadas por secagem em estufa de circulagdo
forcada de ar a 40 +2 °C, até peso constante, as quais foram expressas em
miligramas (mg). Com esses dados, foi determinada a relacdo raiz/parte aérea
(R/Pa), aplicando-se as formulas (BENINCASA, 1998):
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R BSR

Pa _ BSF + BSC

2.4 Quantificacdo dos Pigmentos Fotossintéticos

Para determinacdo de pigmentos fotossintéticos, foram utilizadas folhas
frescas, completamente expandidas, localizadas no terceiro no, 40 dias ap6s a
inoculagéo. A extracdo foi realizada, conforme metodologia descrita por Arnon
(1949), utilizando 0,20 g de matéria fresca homogeneizada em 20 mL de acetona
80%, seguida da leitura em espectrofotémetro, nos comprimentos de onda 645,
663 e 470 nm, para clorofila a, b e carotenoides, respectivamente. A
quantificagdo desses pigmentos fotossintéticos foi determinada conforme
Lichtenthaler e Buschmann (2001). Também foi calculada a razdo carotenoides
que foi baseada no trabalho de Jo et al. (2008) e a clorofila total (clorofila a + b).

Os resultados foram expressos em mg g™ matéria fresca.
2.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Toda a

analise foi realizada utilizando-se o software Sisvar® (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito da Intensidade de Luz

Na Figura 4 observa-se o aspecto morfolégico das plantulas nos
diferentes tratamentos. A intensidade de luz influenciou, significativamente, o
crescimento in vitro de P. cablin (FIGURA 5). Foi possivel verificar que a
espécie apresentou maior crescimento quando cultivada sob intensidades de luz
moderadas (51, 64, 76 pmol m-%-1). Todavia, para as plantas cultivadas sob 76
pumol m2s?, as variaveis nimero de folhas, biomassa seca de raiz, biomassa seca
total e razdo R/PA foram maiores (FIGURA 5 A E, Fe G).

Figura 4 - Plantulas de Pogostemon cablin, cultivadas in vitro, durante 40 dias,
sob diferentes intensidades luminosas (28, 51, 64, 76 e 113 pmol m’
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Figura5- Crescimento de Pogostemon cablin cultivadas em meio MS, sob
intensidades luminosas de 28, 51, 64, 76 e 113 umol ms™, durante
40 dias.
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Legenda: A= nimero de folhas; B = comprimento da maior raiz; C= biomassa seca das
folhas; D= biomassa seca do caule; E= biomassa seca da raiz; F= biomassa seca total;
G= razdo raiz/ parte aérea. Barras com a mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-
Knott a 5%. Barras verticais indicam erro padréo.



53

O maior crescimento, em condicbes moderadas de luminosidades,
corrobora com estudos de desenvolvimento da espécie no campo nos quais se
afirma que esta se desenvolve melhor em ambientes sombreados (JOY et al.,
2001). Alem disso, 0 aumento da razdo raiz/parte aérea, nas plantulas cultivadas

sob 76 pmol m?s*

, indica que, nessas condigdes, a espécie apresenta maior
investimento de fotoassimilados na raiz. Segundo Claussen (1996), a razdo
raiz/parte aérea mais elevada, em plantas de ambientes com intensidades de luz
intermediérias e altas, indica que a biomassa distribui-se mais para as raizes que
para os 6rgados fotossintetizantes.

Tal fato propicia maior absorcdo de agua e nutrientes, estratégia que
garante a planta maior capacidade de suportar as maiores taxas de fotossintese e
transpiragdo em condicOes de aclimatizagdo. Adicionalmente as plantulas
cultivadas sob 76 pmol m?s* tiveram aumentos no nimero de folhas,
comprimento radicular, biomassa seca de raiz, biomassa seca do caule e total
que sdo parametros de crescimento considerados de suma importancia, para o
cultivo in vitro, pois permitem plantulas e mudas com melhor desenvolvimento
ex vitro (CHANDRA et al., 2010).

Estudos realizados com Castanea sativa mostraram que, para essa
espécie, 0 maior comprimento de raiz foi observado com intensidade de 150
pumol m?s™ (SAEZ et al., 2015). Plantulas de Aloysia tryphylla cultivadas na
intensidade luminosa de 69 pmol ms™ acumularam maior biomassa seca de raiz
(SILVA, 2013). Foram observadas respostas diferentes em Achillea millefolium,
apresentando melhor resposta para biomassa seca da raiz na intensidade de 27
pumol m?s™ (ALVARENGA et al., 2015).

Condic0es de baixas irradiancias promovem a inibi¢éo do crescimento e
da produtividade por afetar as trocas gasosas (ZAVALA; RAVETTA, 2001). No
entanto, altas irradiancias, também, tém efeitos prejudiciais sobre o aparelho

fotossintético, principalmente, em plantas que se desenvolvem naturalmente em
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ambientes sombreados (LICHTENTHALER et al., 2007). Assim, para P. cablin,
0 aumento da intensidade luminosa pode ter promovido alteracfes fisiologicas
gue promoveram reducdo no seu crescimento. Resultados diferentes ja foram
observados para outras espécies cultivadas in vitro.

Em plantulas de Momordica grosvenori, por exemplo, a intensidade de
100 pmol m?s™ foi a mais adequada para o crescimento (ZHANG et al., 2009).
Fogaca et al. (2007) observaram em brotos de Agapanthus umbellatus um maior
numero de folhas por brotagdo nas intensidades de 70 umol ms™. Alvarenga et
al. (2015) relataram melhores respostas para crescimento em Achillea
millefolium com intensidade de 27 pmol ms™. Para Capsicum chinense Jacg. o
maior crescimento foi observado nas plantulas cultivadas sob intensidade de 28
umol m?s™ (BARRALES-LOPEZ et al., 2015). Isto demonstra as diferentes
respostas das plantas em relacéo a intensidade de luz mesmo quando cultivadas
em ambientes controlados.

Quanto a producdo de pigmentos fotossintéticos, também, verificou-se
influéncia significativa dos ambientes de luz (TABELA 1). Os teores de
clorofila a, b, total e carotenoide mostraram um aumento nas plantas cultivadas
nas intensidades de luz intermediarias 51, 64 e 76 pmol m?s™. Vale destacar,
também, que as plantulas cultivadas sob baixa intensidade de luz
(28 pmol m?s™) tiveram um aumento de carotenoide e na razio carotenoide e

clorofila total.
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Tabela 1 - Pigmentos fotossintéticos de Pogostemon cablin, cultivadas in vitro,
durante 40 dias, sob diferentes intensidades luminosas (28, 51, 64, 76
e 113 umol m?s™)
Intensidades de

; -1 Carot./

luz Clorofila (mg. g~ MF) Carot.

- Clorof. total
(umol m™s™) a b total

28 0,57°¢ 0,28°¢ 0,85¢ 0,352 0,41°
51 1,222 0,612 1,842 0,43° 0,23°
64 0,89° 0,572 1,46° 0,37 0,25°
76 0,86° 0,42° 1,28°¢ 0,23° 0,18°¢
113 0,69° 0,602 1,29°¢ 0,23 0,18°¢

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Scott- Knott a
5%. Carot.= carotenoides. MF= matéria fresca.

O aumento nos teores de clorofila b em ambientes com menores
intensidades de luz é uma caracteristica importante de adaptacdo da planta a
ambientes sombreados, pelo fato desse pigmento captar fétons com maiores
comprimentos de onda observados neste tipo de ambiente (TAIZ; ZEIGER,
2009). Além disso, o maior acimulo de clorofila total nas intensidades de luz
intermediaria pode ter ocorrido em virtude do efeito compensatério da espécie a
menor quantidade de irradiancia disponivel (ALMEIDA et al., 2004). Assim, 0
aumento nos teores de clorofila a e b, em ambientes de intensidades de luz
intermediarias, pode ter proporcionado maiores taxas fotossintéticas,
principalmente, quanto a captacdo de luz corroborando com o maior crescimento
observado nessas condi¢Bes. Resultados semelhantes foram observados para
Momordica grosvenori que, quando cultivada sob 50 pmol m™s™, apresentou
maior producdo de clorofilas e crescimento (ZHANG et al., 2009).

Por ter seu desenvolvimento, em condi¢Bes naturais, considerado mais

satisfatorio em ambientes semissombreado, as altas e baixas intensidades podem
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promover a inibicdo da sintese ou degradacdo de clorofilas. Desta forma,
promovem o aumento no contetdo de carotenoides observado em condicdes de
baixa intensidade de luz. Enquanto o aumento do acimulo de carotenoides sob
as intensidades intermediérias de luz confirma o melhor desenvolvimento do
aparato fotossintético observado para a espécie nessas condi¢oes.

A razéo entre carotenoides e clorofila total diminui com o aumento da
intensidade de luz (TABELA 1). Jo et al. (2008) reportaram gque houve aumento
da razdo entre carotenoides e clorofila com maior intensidade de luz, isto é, uma
medida de protecdo contra uma absorgdo excessiva de luz. Além disso, segundo
Jeon et al. (2005) e Pandey, Kang e Yeo (2005), o carotenoide pode dissipar o
excesso de energia e proteger a clorofila da foto - oxidacdo e reduzir a

fotoinibic&o.
3.2 Efeito da Qualidade de Luz

Os diferentes LEDs proporcionaram alteracbes no crescimento de P.
cablin in vitro. As plantas cultivadas sob os LEDs de luz branca e na
combinagdo 1A:3V apresentaram maiores comprimentos de raiz, biomassa seca
de folha, biomassa seca de caule e biomassa seca total (FIGURA 6). Nas plantas
cultivadas, sob luz monocromética vermelha, foi verificado maior comprimento
da parte aérea (FIGURA 6B), enquanto as plantas cultivadas, sob LED na
combinagdo 1A:3V, tiveram maior relagdo R/PA (FIGURA 6H), ocorrendo
maior investimento em raiz. Na Figura 7 pode-se observar o aspecto geral da

planta nos diferentes tratamentos.



Figura 6 -
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Crescimento de Pogostemon cablin cultivadas em meio MS, sob

LEDs branca, azul, vermelha, azul e vermelha (1:1), azul e
vermelha (3:1) e azul e vermelha (1:3), durante 40 dias.
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Legenda: A= nimero de folhas; B= comprimento da parte aérea; C= comprimento de
raiz; D= biomassa seca do caule; E= biomassa seca das folhas; F=biomassa seca da raiz;
G= biomassa seca total; H= razdo raiz/ parte aérea. Barras com a mesma letra ndo
diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%. Barras verticais indicam erro padréo.
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Figura 7 - Plantulas de Pogostemon cablin, cultivadas in vitro em meio MS, sob
LEDs branca, azul, vermelha, azul e vermelha (1:1), azul e vermelha
(3:1) e azul e vermelha (1:3), durante 40 dias.

Branco Vermelho Azul 1V/IA 3\,v'/|,.{ 1V/3A
(V) (A)

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que o crescimento P. cablin
exige a presenca de espectros de luz, na regido do vermelho, indicando possivel
envolvimento do fitocromo nos processos relacionados a seu desenvolvimento.
O fitocromo trata - se de um fotorreceptor que absorve luz mais fortemente na
regido do vermelho e vermelho-distante (MATHEWS, 2010). Além disso, em
comprimentos de onda, na regido do vermelho, esse fotorreceptor possibilita a
realizacdo de fotossintese de forma mais eficiente (SUN; NISHIO;
VOGELMANN, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2009). Tal envolvimento pode estar
associado a maior producdo de biomassa observada nos tratamento que
possuiam espectros de luz na regido do vermelho. Visto que o LED branco
possuia uma mistura de comprimentos de onda, incluindo o vermelho, sendo o
seu espectro semelhante ao da luz solar, ele, também, propiciou maior
crescimento relacionado a acdo do fitocromo (FOLTA; CHILDERS, 2008).

Além disso, o maior investimento radicular, observado nas plantas
cultivadas sob a combinacdo 1A:3V, também, estd associado a respostas
mediadas pelo fitocromo. Desta forma, o cultivo in vitro, nessas condi¢des, pode

promover pardmetros que beneficiam a planta no processo de aclimatizacao.
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Observa-se que plantas com sistema radicular bem formado permitem uma
aclimatizacdo mais rédpida e melhores taxas de sobrevivéncia em campo
(CHANDRA et al., 2010; GRUSZECKI et al., 2010).

O maior comprimento da parte aérea observado nas plantas cultivadas
sob o espectro monocromatico vermelho, também, pode ser atribuido a um
processo mediado pelo fitocromo. Este fotorreceptor atua ativando enzimas
como, por exemplo, as associadas a sintese de auxinas que € um horménio que
proporciona esse crescimento. Desta forma, a producdo deste hormoénio é
mantida em plantas cultivadas sob espectro de luz vermelho e degradada em
plantas cultivadas sob luz azul (MARKS; SIMPSON, 1999). Kim et al. (2004),
também, verificaram alongamento da parte aérea de crisantemos cultivados in
vitro, sob luz na faixa do vermelho.

Para outras espécies, também, foram verificadas respostas diversas
relacionadas ao cultivo in vitro com o uso de LEDs. Em plantulas de Achillea
millefolium, foi observada melhor resposta para comprimento e biomassa seca
de raiz em plantulas sob o espectro luminoso azul (ALVARENGA et al., 2015).
Para Jatropha curcas e Protea cynaroides, houve maior formacao de raizes sob
LEDs com espectro vermelho (DAUD et al., 2013; WU; LIN, 2012) .
Combinacdo de LEDs com espectro azul (30%) e vermelho (70%) induziram a
maior biomassa seca de morango cultivado in vitro (NHUT et al., 2003). Em
Saccharum officinarum foi observado melhor resultado, para biomassa seca
total, quando se utilizou combinagdo de LEDs azul (30%) e vermelha (70%)
(MALUTA et al., 2013). A partir desses estudos, verifica-se uma variagdo
interespecifica no cultivo in vitro sob LEDs.

O contetido dos pigmentos fotossintéticos, em plantulas de P. cablin,
variou em resposta aos diferentes LEDs (TABELA 2). A concentragdo de
clorofila a, clorofila b e clorofila total foi maior em pléntulas sob luz com

espectro branco e 3A:1V. Esse resultado demonstra o envolvimento da luz azul,
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na sintese de clorofila da espécie, pois por meio do espectro da luz LED branca,
observado na Figura 3, nota-se uma banda larga, principalmente, na regido do
azul.

O aumento nos teores de clorofila observados, nos tratamentos com
maior quantidade de luz, na regido espectral azul, pode estar relacionado a
influéncia desse comprimento de onda na biossintese de clorofila e de outros
pigmentos por meio da regulacdo genética (TSUNOYAMA et al., 2002).
Segundo Larcher (2003), as alteracbes na biossintese de clorofila pelas
alteracbes na qualidade espectral podem proporcionar vantagens quanto ao

crescimento dos vegetais.

Tabela 2 - Pigmentos fotossintéticos de Pogostemon cablin, cultivadas in vitro,
durante 40 dias, sob LEDs branca, azul, vermelha, azul e vermelha
(1:1), azul e vermelha (3:1) e azul e vermelha (1:3), durante 40 dias.

Fonte de luz Clorofila (mg. g*MF) Caroten./
(LED) Carotendides  Clorof.
a b total total
Branco 1.07°2 0.61° 1.69° 0.26° 0.15°
Vermelho 0.80° 0.31° 1.12° 0.30°% 0.26
Azul 0.99 0.48° 1.48° 0.24° 0.16°
Azul: Verm 0.68° 0.25° 0.94° 0.14° 0.14°
(1:1)
Azul:Verm (1:3) 0.77° 0.23° 1.01° 0.18" 0.17°
Azul:Verm (3:1)  1.00° 0.55°% 1.55 0.23" 0,14

*Meédias pelo Teste Scott-Knott a 5%. MF= matéria fresca.

Assim, esses resultados indicam que a espécie P. cablin se adapta,
cromaticamente, no sentido de melhorar o seu desempenho fotossintético,

embora ndo tenha sido observado aumento no crescimento, neste estudo, nos
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tratamentos com maiores acumulos de clorofila. Esses resultados podem estar
associados a uma defesa da planta, para evitar prejuizos no aparato
fotossintético, visto que a luz azul apresenta altas quantidades de energia o que
poderia estar comprometendo a atividade dos fotossistemas e,
consequentemente, do crescimento da planta.

Em Withania somnifera, foram observados maiores teores de pigmentos
fotossintéticos em plantulas sob uma combinacdo de LEDs azul e vermelha,
guando comparada a lampadas com espectro do vermelho e vermelho distante
(LEE et al., 2007). Lin et al. (2011) encontraram maiores teores de clorofila e
carotenoides em Dendrobium officinale cultivadas in vitro, quando utilizado
LED’s com espectro azul.

Vale salientar, também, que foi observada uma queda na producdo de
clorofila nas plantas cultivadas sob espectro de luz vermelho. Essa reducéo pode
estar ligada ao fato de que sob espectro de luz vermelha ocorre um desequilibrio
de energia que interfere no funcionamento dos fotossistemas | e Il e,
consequentemente, na produgdo de clorofila nesses fotossistemas
(TENNESSEN; SINGSAAS; SHARKEY, 1994).

O contetdo de carotenoides e a razdo carotenoides/clorofila total foram
maiores em plantulas cultivadas sob a luz monocromatica vermelha e branca
(TABELA 2). Isso indica que essas condigdes podem ter propiciado estresse
para a planta, visto que os carotenoides sdo pigmentos acessorios que absorvem
melhor na faixa do azul e ultravioleta protegendo a planta nessas situacdes
estressantes (OREN-SHAMIR et al., 2001). Vale salientar, também, que o
aumento dos carotenoides, nas plantas cultivadas sob luz branca, pode ter
propiciado melhor ajuste do aparato fotossintético e, consequentemente, maior
atividade fotossintética, o que pode ter contribuido para o maior crescimento

observado nessa condigé&o.
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Resultados contrarios foram observados por Yia et al. (2014) em
Cordyceps militaris que, quando cultivada sob LED vermelho, teve uma redugéo
no contedo de carotenoides, quando comparado aos LEDs branco, azul e
combinacdes de azul e vermelho. Assim, o patchouli, aparentemente, ajusta sua
sintese de pigmentos e, consequentemente, sua atividade fotossintética em
funcdo da qualidade de luz. Em determinadas situacdes (luz vermelha), esse
ajuste é feito como forma de protecdo para garantir a sobrevivéncia da espécie e,
em outros (luz branca), para propiciar maior crescimento. No entanto, por ser
um estudo pioneiro com o cultivo in vitro de patchouli, sob diferentes espectros
de luz, sdo necessarios mais estudos morfofisiol6gicos para elucidar o efeito da

gualidade de luz no seu desenvolvimento e fisiologia.
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4 CONCLUSAO

A intensidade e a qualidade de luz sdo fatores determinantes para o
cultivo in vitro de Pogostemon cablin. Esta planta possui maior crescimento na
intensidade de luz de 76 pmol m™?s™. Para os pigmentos fotossintéticos, os
maiores teores s&o observados na intensidade de 51 pmol m?s™. Assim, a partir
dos resultados obtidos, pode - se afirmar que baixas e altas intensidades de luz
ndo sdo apropriadas, para o crescimento in vitro de P. cablin, visto que a espécie
possui crescimento mais favoravel em condicdes de luz intermediérias.

As plantulas sob LEDs de espectro branco, vermelho e combinagfes de
azul e vermelho (1:3) proporcionam melhores respostas de crescimento,
enguanto que os pigmentos fotossintéticos foram maiores nas plantulas
cultivadas sob LED com espectro branco. Faz-se necessario avaliar, ainda, a
influéncia desses regimes luminosos na composic¢ao quimica volatil de plantulas
in vitro e aclimatizadas para que possa ser estabelecido um método de
micropropagacdo da espécie. Isto ndo foi possivel realizar neste estudo em razéo

da pouca disponibilidade de material vegetal disponivel.
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