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RESUMO GERAL

Aloysia triphylla (L"Hérit) Britton € planta medicinal e aromati€bjetivou-se
desenvolver um protocolo de micropropagacad deyphyllg visando avaliar
condicbes experimentais para o0 crescimento vegetad producdo de
constituintes volateifm vitro. O trabalho foi desenvolvido em duas etapas. Na
primeira etapa avaliou-se: 1) diferentes fontesxg#antes (segmentos apicais e
nodais), inoculados nos meios de cultura MS, B5 RMN2) orientacdo de
inoculagdo (horizontal e vertical); 3) melhor mei® cultura para o subcultivo
(MS, WPM e B5); 4) concentracdes de nitrogénio @éionMS e 5) constituintes
volateis das plantuldn vitro e ex vitra Independente do meio de cultura, para o
estabelecimento, o primeiro e segundo segmentagsag@resentaram maiores
altura e nimero de brotos. Na fase de subcultiinpeulacdo no meio WPM
proporcionou melhor desenvolvimento de brotos edygéo de citral.
Concentracdes de nitrogénio acima de 60 mM afetarasttesan vitro de
constituintes volateis e o crescimento vegetatige dlantulas. Folhas d&.
tryphylla apresentaram diferencas quantitativas nos teordisndaeno e citral

em plantulas cultivadai® vitro, em campo e em casa de vegetagdo. Portanto,
para o estabelecimento vitro de A. tryphyllaindica-se o uso do primeiro e
segundo segmentos nodais inoculados no meio WPMad¢ade subcultivo, os
explantes devem ser inoculados na posicdo horizo@ameio WPM. A
concentracdo de 15 mM de nitrogénio favorece ocoresito e a producgéo de
constituintes volateign vitro. O substrato comercial Plantnfaproporcionou
100% de sobrevivéncia das mudas da fase de adanat. Na segunda etapa
avaliaram-se a influéncia de fatores quimicos codiferentes concentracdes
das citocininas BAP (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 my & TDZ (0; 0,125; 0,250; 0,375

e 0,5 mg [') e doses de sacarose (5, 10, 20, 30 e 40)gH fatores fisicos
como: intensidades luminosas de 13, 28, 47 e 69 mﬁcs‘l. Observou-se
efeito negativo das citocininas no crescimentoraizamento das plantulas, no
entanto as dosagens minimas aumentaram o teortrdé raas plantulas. A
concentracdo de 40 g'Lde sacarose proporciona melhor crescimento e
producaoin vitro de citral. Plantulas cultivadas na intensidadeinosa de 69
pumol m?s* acumularam maior biomassa da parte aérea e riaganto, para

o cultivo in vitro de A. tryphyllarecomenda-se a inoculacdo de explantes em
meio de cultura WPM suplementado com 40 fyde sacarose e mantidos na
sala de crescimento sob intensidade luminosa den6®l m?s® para melhor
crescimento e producda vitro de limoneno e citral. Ndo h& necessidade de
suplementacéo de BAP ou TDZ para a proliferacdoroios.

Palavras-chave: planta medicinal, constituintes volateis, vitro, meio de
cultura.



ABSTRACT

Aloysia triphylla (L'Herit) Britton is a aromatic and medicinal plarmhe
objective was to develop micropropagation methodé.ofryphyllaand volatile
productionin vitro. The study was conducted in two stages. In tis¢ $tage was
evaluated: 1) different sources of explants (apiead nodal segments)
inoculated on MS, WPM and B5 culture media; 2) arplbrientation in culture
(horizontal and vertical); 3) best culture mediuon $ubculture (MS, B5 and
WPM); 4) nitrogen concentrations of MS medium ah&datile constituentn
vitro andex vitro of plants. Regardless of the medium, to estalpigstine first
and second nodal segments showed greater heightskaoot number. In
subculture phase WPM medium enhanced shoot gromdhcidral production.
Nitrogen concentrations above 60 mM affected sysithef volatile constituent
and vegetative growth. Leaves &. tryphyllashowed quantitative differences
of limonene and citral in plants cultivated vitro, field and greenhouse.
Therefore, for explant establishmentfoftryphyllaindicates the use of the first
and second nodal segment cultured on WPM mediurbcuBure phase the
explants must be inoculated in horizontal posittonWPM. The concentration
of 15mM nitrogen was suitable for shoot growth anthtile productiorin vitro.
The substrate Plantm&kprovided 100% survival of plants in acclimatizatio
phase. In the second stage was evaluated thenp#ugf chemical factors such:
concentrations of cytokinins BAP (0; 0.5; 1.0; 125) mg I;l), TDZ (0; 0.125;
0.250; 0.375; 0.5 mg'LY) and sucrose levels (5, 10, 20, 30 and 40"y And
physical factor such: light intensities of 13, 28, and 69 pmol ihs™. It was
observed negative effect of cytokinins on growthd anoting, however low
dosages increased citral content in plantlets. @dwcentration of 40 gt
sucrose was found suitable for growth and citraldpction in vitro. Light
intensity of 69 umol M s' accumulated more shoot and root biomass.
Therefore, foiin vitro culture ofA. tryphyllarecommend inoculation of explants
in WPM medium supplemented with 40 g kucrose with light intensity of 69
pumol m? s* for better growth and citral and limone productiowitro. No need
for supplementation of BAP or TDZ for shoot profd&on.

Keywords: medicinal plant, volatile constituents,vitro, culture medium.
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17
1-INTRODUGCAO GERAL

Ha décadas, as plantas medicinais eram utilizadaenaa por
comunidades rurais e tribais. Recentemente, a m@opor medicamentos
tradicionais tem aumentado consideravelmente. @Gcerde uso das plantas
medicinais pode ser atribuido ao alto custo de déowm sintéticos e, para
pesquisadores surge como uma perspectiva de nmgasdderivadas de planta
(KADIR et al, 2012; KUMAR et al 2013).

Aloysia triphylla (L"Hérit) Britton, popularmente conhecida como
cidrdo, € uma planta aromatica e medicinal, cu@bkas acumulam 6éleo
essencial rico em neral e geranial, além da praseac limoneno, cineol,
geraniol,B-cariofileno e espatulenol, aos quais se devenr@sripdades anti-
hipertensiva, sedativa, digestiva e diurética gees.

A produgdo de metabdlicos secundérios por plantascendi¢Bes
naturais é limitada por diversos fatores, tais cooomdicGes ambientais,
ecologicas e climaticas. O cultivia vitro de plantas tem sido uma tecnica
eficiente na producéo de metabdlicos secundariopppcionando rendimento e
composi¢do quimica mais homogénea do 6leo esseiadégth de promover
plantas geneticamente idénticas, em curto periederdpo, livre de infeccdes e
variagBes sazonais (REIS et al., 2009; SHEKHAWAHREBRHAWAT, 2010;
ZUZARTE et al., 2010). Neste sentido, o desenvadrito de um protocolo de
micropropagacao, assim como o estudo de parame&@aodem influenciar a
organogénese, as condicbes de multiplicacdo e atclimgdo das plantas, se faz
necessario para maximizar a producao de biomadsaleo essencial.

Na literatura ndo foram encontrados relatos sobrpropagacdo e
producdo de constituintes volaters vitro da espécie. Portanto, objetivou-se
desenvolver um protocolo de micropropagacad\deiphylla, visando avaliar
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condicbes experimentais para 0 crescimento vegetati producdo de

constituintes volateim vitro.

2-REFERENCIAL TEORICO

2.1-Aspectos gerais da espécie

Aloysia triphylla (L"Hérit) Britton, pertence a familia Verbenaceége,
uma planta nativa da América do sul, originaria Pleru, e popularmente
conhecida como cidréo ou erva-luisa (DIAZ et @072 RAGONE et al., 2007).
Suas sinonimias botanicas $appia citriodora Kunth, Lippia triphylla (L'Her.)
Kuntze, Aloysia citriodora Palau, Verbena triphylla L'Héritier, Zapania
citriodora Lam.,Aloysia sleumerMold (GATTUSO et al., 2008).

O géneroLippia é representado por cerca de 200 espécies de ervas,
arbustos e pequenas arvores. A maioria delas éammapte utilizada na
medicina tradicional (ARGYROPOULOU et al., 2007).

Trata-se de um arbusto perene, com caule eretmifigado, que pode
alcancar mais de 1,5 m de altura. Suas folhas isdples, de 8-12 cm de
comprimento, consisténcia cartacea, glabras em sarabaaces, com bordos
serreados no apice, reunidas em vértice de trésalam um intenso aroma de
limdo. Na superficie foliar encontram-se tricomaapitados e peltados,
responsaveis pela sintese do 6leo essencial deieesfias flores sdo pequenas,
de coloracdo branca ou levemente rosada, e disposteanicula (GOMES et
al., 2009; LORENZI et al., 2002; ROJAS et 2012).

Suas folhas retem muito bem seu aroma citral, medeyois da
secagem, tornando-se um componente indispensagel‘podpourris” muito
empregados para aromatizar residéncias na Eurdgam Ao seu uso como
perfume, o citral também é empregado na sinteséomiena (perfume de
violeta), beta-caroteno e vitamina A (LORENZI et 2aD02).
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Figura 1. A- Planta déloysia triphylla (L Hérit) Britton. B- Detalhe da folha de
Aloysia triphylla. Espécie pertencente ao horto de Plantas Medicimal d
DAG/UFLA, Lavras, 2013.

A. triphylla é uma planta medicinal, cultivada no sul do Brasil
adaptavel a climas temperados (DIAZ et al., 208Ra luminosidade e uma
umidade relativa do ar moderada, pode ser favoparal a sintese e acumulagéo
de 6leo essencial. E pouco resistente a geadak sehivada em diversos tipos
de solo, desde que ndo sejam excessivamente sdfinasa planta termdfila,
podendo se desenvolver em altas altitudes (EL-HAWA® al., 2012;
MOURAO, 2012).

A semente é pequena, e as condicbes ambientaiBrakil ndo
produzem sementes viaveis, sendo sua propagadéadeapor estaquia. No
entanto, isso s6 é possivel durante a primaveraerdm, época que as folhas
estdo presentes na planta, pois no final do invaesrfolhas caem e a planta entra
em dorméncia (EL-HAWARY et al., 2012). Utiliza-samos com 7 a 10 cm de
comprimento com 1 a 2 nés, devendo-se retirar laagoAs plantas devem ser
podadas durante o ano, para o crescimento de réaterais. A espécie é
sensivel a oides, podriddes de raizes e a mosnaabrA colheita deve ser
realizada em pleno desenvolvimento vegetativo esada floracéo, cuja época
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ocorre maior producio de biomassa e de teor deipis ativos (MOURAO,
2012).

Em vista da heterogeneidade das amostras cometaiasspécie, a
producdo agricola tém-se concentrado em aperfeicpanducdo de biomassa e
rendimento do 6leo essencial, para atender os @adi® exigéncia do mercado
(GIL et al., 2007).

2.2-Atividades bioldgicas e usos populares ddoysia triphylla

A. triphylla é empregada na culinaria, especialmente paradagio de
licores, sendo também empregada como planta ortahnema industria de
perfumes (GOMES et al., 2009). Na aromaterapiangregada no tratamento
do sistema nervoso e para acnes (BRANT et al.,)2009

Levantamentos etnofarmacoldgicos apontam o usé.dgiphylla na
medicina popular em diversos paises, sendo emmegadoda a América do
Sul, principalmente na forma de infusdo e decoccao antiespasmadico,
sedativo, expectorante e digestivo. Na Bolivia tmké utilizada como anti-
hipertensivo e no Equador para alivio de dores at®ega, estados febris e
diuréticos, sendo também utilizada, tradicionalmena Asia para tratar
espasmos gastrointestinais e resfriado (ROJAS.,e2@Gl2); em Porto Alegre,
Brasil, seu uso é comum para ins6nia e ansiedadRNAT et al., 1999).

Os efeitos espamoliticos do extrato aquoso li@filiz deA. triphylla
(EAL) foram estudados por RAGONE et al. (2007) arodkno isolado de rato.
A inibicdo ndo competitiva do influxo de Tagode explicar o efeito
espamolitico déA. triphylla. Outro mecanismo sugerido foi o da ativacdo dos
canais de K o qual pode ser consequéncia do aumento de GM&ee leva a
hiperpolarizacao e ralaxamento. Dois flavonéidearfoidentificados por CLAE

nos EAL.: vitexina e isovitexina, sendo que a vit@xcontribuiu para a inibi¢cao
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ndo competividade da acetilcolina, mas nédo pandluxo de C3, sugerindo que
outros constituintes podem estar relacionados atioeéspasmolitico dé\.
triphylla (RAGONE et al., 2007). O efeito inibitério de catdes uterinas do
extrato hexanico dA. triphylla e citral também foi demonstrado por PONCE-
MONTER et al. (2010) em isolados de Utero de rattadas com estrogénio.
Ensaio farmacolégico realizado em camundongos @bmachos (25-30 g)
utilizando 50 mg/Kg de peso corporal de extratosioaq e alcodlico de
A.triphylla demonstraram efeitos analgésico, antiinflamatdantipirético e
antioxidante diferenciados. O extrato alcodlico destrou maior atividade
antiinflamatéria, analgésica e antioxidante, entpamom extrato aquoso
demonstrou maior atividade antipirética (EL-HAWARYal., 2012).

A atividade antiinflamatéria do extrato hexanicoAletriphylla e citral
também foi demonstrada por PONCE-MONTER et al. (20&m ensaios
vitro ein vivo com ratos utilizando extratos hexanicos de foll@a.driphylla
A administracdo oral do extrato (100-800 mg/Kg)iteakt (100-800 mg/Kg)
demonstraram atividade anti-inflamatéria, sendo gaedose mais alta nédo
produziu injdria gastrica.

Efeitos sedativos e cardiovasculares em ratos fashservados por
RAGONE et al (2010), em ensaiom vitro e in vivg com uso de extratos
aquosos de folhas de triphylla. O extrato (1 mg/kg + diazepan) produziu um
importante efeito sedativo, por um mecanismo do bpnzodiazepina, en
vivo ndo alterou a frequéncia cardiaca, nmgitro, induziu um inotropismo
negativo cardiaco, o que pode contribuir para atbisao transitdria, e da
suporte ao uso daA. triphylla como coadjuvante no tratamento de problemas
cardiacos e ansiedade.

Estudosin vivoindicaram que o do 6leo essencialAl&iphylla possui
efeito antidrypanossomaem ratos. O Oleo essencial de cidrdo reduziu

significativamente 85,4% do pico de parasitemia eonpse de 250 mg Kg
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além de reduzir o nUmero de amastigotas e infisratflamatorios no coracéo
(ROJAS et al., 2012).

Estudosin vitro com camarfes sub-adultokitbpenaeus vannamei
Crustacea, Penaeidae) demonstraram que concestragioea de 30 uLtdo
Oleo essencial dA. triphylla induziram anestesia e melhoraram a capacidade
antioxidante contra espécies reativas de oxigépiis& h em camardes
(PARODI et al, 2012).

O 6leo essencial d&. triphyllatambém demonstrou promissores efeitos
para o tratamento da candidiase. A atividade angfiéa foi demonstrada contra
levedurasC. albicans C. dubliniensisC. glabrata C. krusej C. guillermondij
C. parapsilosisandC. tropicalis as quais séo resistentes ao fluconazol (150 mg
mL™). Os valores da faixa da concentrac&o inibitérinima (CIM) foi de 35 a
140 pg mL* e da concentragéo fungicida minima (CFM) de 182200 pg mL
! O tempo de morte na CFM conta albicans(3 x 16 UFC mL?) foi de 140
min (OLIVA et al., 2011).

2.3-Composicao quimica volatil déloysia triphylla

GOMES et al. (2009) observaram que o 0leo essedeidl.triphylla
pode sofrer influéncia da intensidade luminosas pténtas cultivadas a pleno
sol tiveram maior producdo de 6leo essencial quaotdeparadas aquelas que
receberam sombreamento com tela. Temperaturasdalevambém diminui o
teor médio do 6leo essencial Adriphylla. BRANT et al(2009), observaram
que nas temperaturas mais baixas do dia os teeradled essencial foram
superiores ao material coletado nas horas maidejderdia .

O génerdlLippia possui uma rica diversidade genética, o que pemnite
sintese de uma variedade de constituintes quinggoglantas cultivadas em
diferentes partes do mundo (ARGYROPOULOU et &007). Variacbes
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intraespecificas no rendimento e composicao quidaadleo essencial de folhas
e flores foram observadas em acessos.dephylla coletadas em seis diferentes
regifes da Argentina (GIL et al., 2007). O consitl quimico majoritario do
Oleo essencial da.triphyllaé o citral [neral (1) e geranial (2)] e o limondB),
além de conter a presenca de 1,8-cineol (4), grdh), p-cariofileno (6),
espatulenol (7), dentre outros constituintes (Glale 2007), como o 6-metil-5-
hepten-2-ona (8), cujas férmulas estruturais edimonstradas na figura 2.
Analises de componentes principais (PCA) que cenaidm as diferencgas entre
a ocorréncia e a porcentagem relativa dos conmggisliquimicos nos acessos
permitiram a esses autores identificarem trés auipts. O quimiotipo 1 foi
caracterizado pela presenca de 1,8-cineol, baotode citral (neral e geranial) e
alta porcentagem de-pineno e ar-curcumeno; 0 quimiotipo 2 por alta
porcentagem de sabinermis-tujona e citronelal, porém baixo teor de limoneno
e 0 quimiotipo 3 foi considerado com perfil quimicais representativo d&
triphylla, com baixo teor ou auséncia de 1,8-cineol, ciladreecis-tujona (GIL

et al., 2007).
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(1) ) ®) 4

() (6) () (8)

Figura 2. Constituintes quimicos majoritarios deodkessencial dA.triphylla: citral
[neral (1) e geranial (2)], limoneno (3), 1,8-@hé4), geraniol (5)p-cariofileno (6),
espatulenol (7), 6-metil-5-hepten-2-ona (8). FOABAMS (2007).

DIAZ et al. (2007) também observaram variabilidagémica no éleo
essencial d@. triphylla em folhas coletadas na Argentina, Marrocos, Targui
Colémbia. Os principais constituintes no acessémgntina foram mircenona
(37%) ea-tujona (17%); no Marrocos, 1,8-cineol (12%); nadiua, limoneno
(19%), geranial (19%) e neral (8%) e na Colbmbierah (22%) e geranial
(36%). Estes mesmos autores também encontraramerdjfss no teor e
composi¢ao quimica do 6leo essenciahdeiphylla cultivadas em duas regifes
da Colémbia, Bolivar e Cundinamarca, detectandce 2116 constituintes nos

Oleos, respectivamente, porém, em ambos o citral donstituinte majoritario.
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Similar a outros estudos, o 6leo essencial dasagotiteA. triphylla
cultivadas em Botucatu (Brasil) apresentaram comncipais constituintes
geranial (29,54 %), neral (27,01 %), limoneno (35%9), acetato de geranila
(4,0 %) e geraniol (3,96 %). Essa espécie posts tdores de monoterpenos e
baixos de sesquiterpenos (FIGUEIREDO et2004). Ja na infusdo das folhas,
CARNAT et al. (1999) identificaram de citral (1,2bm um teor de 77%,
espatulenol (7) (3,95%), 1,8-cineol (4) (3,44%)ndheno (3) (1,34%)p-
cariofileno (6) (0,73%) e geraniol (5) (0,40%).

Em andlises empregando microextracdo por faseasdidadspace
SPME), KIM e LEE (2004) identificaram a presencaldeconstituintes er.
triphylla. Geranial e neral foram os componentes majorgagio-pineno, p-
pineno,B-cariofileno e curcumeno como minoritarios. An&isnantioméricas
identificaram a presenca depineno, limoneno e canfora nas formas (+), (9 e (

), respectivamente.

2.4-Micropropagacéo

A validacéo cientifica e comercializacao de plamaslicinais requerem
um sistema eficiente de producado vegetal e quéerpreialmente, seja livre de
variacBes ambientais, sazonais e somaticas e atdds por fungos e bactérias
gue afetam as propriedades bioldgicas, além dediepro valor econdmico das
espécies (GOVINDARAJ et al., 2008).

A micropropagacdo é uma das técnicas mais efefieggopagacdo em
larga escala de espécimes que apresentem um gedétipteresse, pois permite
a producgéo de plantas geneticamente idénticaspemgeriodo de tempo, livre
de infeccBes e variacbes sazonais e, em se tra@edplantas aromaéticas
proporcionam rendimento e composi¢do quimica do éksencial uniformes
(ZUZARTE et al, 2010; REIS et al2009).



26

No entanto, para se desenvolver um protocolo deopricpagacdo de
uma espécie, é necessario estabelecer a plamtuiteo e avaliar parametros que
influenciam a organogénse, tais como o tipo de ree@ origem do explante
(COSTA et al.,, 2007; JESUS et al.,, 2010; SUZUKI1@0 Em vista disso,
procura-se utilizar explante que melhor expressapacidade de totipoténcia
das células vegetais e 0 meio nutritivo que maiajsste a espécie em estudo
(GOLLE et al, 2012).Peltophorum dubiuniSpreng.) Taub., foi estabeleciita
vitro com o apice caulinar inoculado ao meio de cultu® (BASSAN et al
2006); j& pard&ugenia involucrataitilizou-se segmentos nodais inoculados em
meio ¥2 MS ou WPM (GOLLE et al2012).

A regeneracdo e crescimento de brotos a partiredeag axilares sao
intensificados com adicdo de citocininas no meiccdiéura (FLORES et al
2009), e em plantas arométicas pode favorecer dgupdo de biomassa e de
Oleos essenciais (ASMAR et.,aR011). O tidiazuron (TDZ) vem sendo muito
utilizado na micropropagacdo como regulador decorento de espécies
lenhosas, portanto sua atividade citocinica é igadh quando adicionados em
pequenas concentracdes no meio de cultura (GRAGA &001). No entanto,
0 BAP (6-benzilaminopurina) tem sido a citocininaaisn utilizada na
micropropagacdo (ASMAR et al.,, 2011). ERfaffia glomerata,o TDZ
promoveu maior nimero de brotacdo que o BAP (FLORESI., 2009),
enquanto que erialus domestica Borkh e Eucalyptus dunailBAP induziu
maior nimero de brotos em relacdo ao TDZ (GRACAILe2001; MORALES
et al., 1999).

O nitrogénio € um macronutriente muito importaet&sando associado
com o controle de crescimento, diferenciacdo e agériese. No meio nutritivo
pode ser fornecido na forma de nitrato, aménio maécidos (WERNER et al
2010). O meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 196&)ntém dois sais

de nitrogénio, o nitrato de amonio e potassioimaado uma concentragdo de
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60 mM, considerado um nivel elevado para muitasé@sp lenhosas
(VINTERHALTER et al, 2007). EmVanilla planifolia Jacks., 15 mM de
nitrogénio no meio MS favoreceu um maior nimeroaiees, altura de brotos e
matéria fresca (MORAES et.aR012); eSalvia stenophylldBurch. ex Benth.
apresentou melhores resultados para estas castcteyiquando aumentou de
2,5 vezes a dosagem padrdo em molar (MUSARURWA,£G12).

Com relagdo a fixacdo de carbono, e condi¢des Higccin vitro, os
tecidos fotossintetizam em taxas muito baixasamtotnecessitam de uma fonte
exégena de carboidratos, que devem ser adicioralameio de cultura em
niveis étimos, pois concentra¢des inadequadas padenferir negativamente
na sobrevivéncia e no desenvolvimento das plaftasacarose € a principal
fonte de carbono no cultivia vitro, provavelmente por ser o hidrato de carbono
mais comum na seiva do floema de muitas plantasUGAAN, 2012;
NICOLOSO et al., 2003; PIVETTA et al., 2010; SCHNIL et al, 2007). Em
Pfaffia glomerata(Spreng.) Pedersen, a sacarose foi a melhor fentaxbono
para o desenvolvimenia vitro (NICOLOSO et al 2003), pardragaria vesca
a presenca de sacarose no meio de cultivo foi fuedtal para o enraizamento
in vitro (CALVETE et al., 2002) e emCaularthron bicornutuno nivel 6timo
de sacarose para o desenvolvimento da parte aéega fei estimada entre as
doses de 13 a 29 g'l(PIVETTA et al, 2010).

Algumas desordens fisioldgicas podem ocorrer darana
micropropagacao, como a vitrificacdo ou hiperididcie, o qual se caracteriza
como um fendmeno que afeta o cultivovitro, deixando brotos com aspecto
translicido, inchados, baixa porcentagem de massa suas folhas apresentam
colaracao verde claro, alongadas, tirgidas e safsse fendmeno ocorre como
consequéncia de varios fatores como elevada umidadssso de fatores

nutricionais (mineral e carboidratos), elevadoseisivde reguladores de
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crescimento e baixa intensidade de luz (ABREU.e2803; VASCONCELOS
et al., 2012).

Por fim, a luz interfere na fisiologia e morfologia planta, e sua
adaptacéo a diferentes intensidades luminosassgodaessencial para determinar
seu potencial de crescimento. A qualidade da luzmieropropagacdo é
fundamental para multiplicagéo, enraizamento eceresnto da plantén vitro
(BRAGA et al, 2009; PASA et al 2012; RESENDE et al2011).

2.5-Producéo de constituintes volateis vitro

A produgdo de metabdlicos secundérios por plantascendi¢Bes
naturais é limitada por diversos fatores, tais cooomdicfes ambientais,
ecoldgicas e climéticas. Sendo assim, a propagdedplantasin vitro vem
surgindo com alternativa para producdo desses iop¢SHEKHAWAT e
SHEKHAWAT, 2010).

Al-Qudah et al. (2011), comparando o teor de Olssercial de
Teucrium poliumL. cultivadain vivo e in vitro, verificou uma producéo de
0,55% e 0,40%, respectivamente, e queaariofileno, constituinte majoritario
da espécie, foi encontrado em teor mais elevadatro do que amostras de
plantas cultivadas em campo, concluindo a poss#tai de producéa vitro do
Oleo essencial da espécie.

Em Lavandula pedunculatéMiller) Cav., verificou-se que em termos
gualitativos ndo ocorreram diferengas entre plantasopropagadas daquelas
cultivadas em campo, no entanto quantitativamelgeroou-se diferencas entre
os dois métodos de propagacgdo, no entanto os toamss considerados

majoritarios em campo foram também detectadosemmes significativos no
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cultivo in vitro, mostrando que a micropropagacao é uma técniciergt para
producao de constituintes volateis (ZUZARTE et2010).

Na micropropagacdo deéalvia officinalis L. detectou-se os trés
constituintes mais comuns no 6leo essencial decespés-tujona, transtujona
e canfora, com teores de 21,18%-13,14%, 7,1098%3,6 7,10 %-13,68 %,
respectivamente, para plantas cultivadlasvitro e planta matriz, além de
diferengas quantitativas, verificou-se também difeas qualitativas dos
constituintes do 6leo essencial (AVATO et 2D05).

ARRIGONI-BLANK et al. (2011), comparando o teor de 6leo essencial
de quatro gendtipos ddentha arvensi&. propagadas de forma convencional e
micropropagadas, verificaram que os constituintegortarios encontrados
pelos dois métodos foram 0s mesmos, e que a paegomposto com diversas
propriedades biolégicas, foi encontrado com aumeido7% nas plantas
micropropagadas.

Comparacdes feitas no teor de 6leo essencidldlissa officinalisLam.
cultivadasex vivoe in vivo, com ou sem adi¢do de reguladores de crescimento,
mostrou que em plantas micropropagadas no meialtdega MS suplementado
com o regulador de crescimento influenciaram pasitente o teor dos
constituintes majoritarios, principalmente o te@ deraniol, composto de

grande valor comercial na industria de aromas \(8llet al, 2005).



30

REFERENCIAS

ABREU, I. N. de; PINTO, J. E. B. P.; BETOLUCCI, 5. V. et al Propagacao
in vivoein vitro deCissus sicyoide, uma planta medicinahcta Amazonica,
Manaus, v. 33, n. 1, p. 1-7, jan./mar. 2003.

AL-QUDAH, T. S.; SHIBLI, R. A.; ALALLI, F. Q.In vitro propagation and
secondary metabolites production in wild germarf@ieccrium poliuni.). In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v. 47, n. 4, p. 496-505, Aug.
2011.

ARGYROPOULOU, C.; DAFERERA, D.; TARANTILIS, P. AEASSEAS, C,;
POLISSIOU, M. Chemical composition of the esserdgibfrom leaves of
Lippia citriodoraH.B.K. (Verbenaceae) at two developmental stages.
Biochemical Systematics and Ecology. 35, n. 12, p. 831-837, Dec. 2007.

ARRIGONI-BLANK, M. D. F.; COSTA, ANDREA SANTOS; FORECA, V.
O.; BARRETO, P.; BLANK, ARIE FITZGERALD. Microprogagao ,
aclimatizacao , teor e composi¢do quimica do &serecial de gendtipos de
horteld japonesdrevista Ciéncia Agrondmica Fortaleza, v. 42, n. 1, p. 175-
184, jan./mar. 2011.

ASMAR, S. A.; RESENDE, R. F.; ARARUNA, E. C.; MOR3J T. P.; LUZ, J.
M. Q. Citocininas na multiplicacéo vitro de hortela-pimentaNlentha x
PiperitaL .). Revista Brasileira Plantas Medicinais Botucatu, v. 13, p. 533-
538, 2011. Especial.

AVATO, P.; FORTUNATO, I. M.; RUTA, C.; D’ELIA, R. Gandular hairs and
essential oils in micropropagated plantSafvia officinalisL. Plant Science
Columbus, v. 169, n. 1, p. 29-36, Jul. 2005.

BASSAN, J. S.; REINIGER, L. R. S.; ROCHA, B. H. GEVERO, S.C. R. P;;
FLORES, A. V. Oxidacéo fendlica, tipo de explantaeios de cultura no
estabelecimento in vitro de canafistiPeifophorum dubiuniSPRENG.)
Taub.).Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 16, n. 4, p. 381-390, out./dep620



31

BRAGA, F. T. et alQualidade de luz no cultivia vitro deDendranthema
grandiflorumcv. Ragél: caracteristicas morfofisiol6gicaSiéncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 33, n. 2, p. 502-508, mar./abr. 2009.

BRANT, R. DA S.; BRASIL, J. E. P. P.; KELLY, S. B.; SILVA, A. DA;
ALBUQUERQUE, C. J. B. Teores do 6leo essencialideéio [Aloysia

triphylla ( L ~ Hérit ) Britton ( Verbenaceae )] em diferemteorarios de colheita
e processamentos pos-colhe@#ncia e AgrotecnologialLavras, v. 33, p.
2065-2068, 2009. Especial.

CALVETE, E. O.; KAMPF, A. N.; SUZIN, M. Concentragéle sacarose no
enraizamentdn vitro de morangueirddorticultura Brasileira , Vitoria da
Conquista, v. 20, n. 2, p. 186-191, jun. 2002.

CARNAT, A.; CARNAT, A. P.; FRAISSE, D.; LAMAISON,.JThe aromatic
and polyphenolic composition of lemon verbena Eé@terapia, v. 70, n. 1, p.
44-49, Feb. 1999.

COSTA, ANDREA S.; ARRIGONI-BLANK, M. D. F.; BLANKARIE F.;
MMENDONCA, A. B. de; AMANCIO, VERONICA, F.; LEDOANA da S.
Estabelecimento de alecrim-pimeirtavitro. Horticultura Brasileira , Brasilia,
v. 25, n. 1, p. 68-72, jan./mar. 2007.

DIAZ, O. L.; DURANG, D. C.; MARTINEZ, J. R.; STASHEKO, E. E.
Estudio comparativo de la composicién quimica dealteites esenciales de
Aloysia triphyllaL “ HER BRITTON cultivada en diferentes regiones d
columbia.Scientia et Technicav. 13, n. 33, p. 351-353, Mayo 2007.

EL-HAWARY, S. S.; YOUSIF, M. F.; ABDEL MOTAAL, A. A, ABD-
HAMEED, L. M. Bioactivities, phenolic compounds aindvitro propagation of
Lippia citriodora Kunth cultivated in EgyptBulletin of Faculty of Pharmacy,
Cairo, v. 50, n. 1, p. 1-6, June 2012.

FIGUEIREDO, R. O.; STEFANINI, M. B.; MING, L. C.; MRQUES, M. O.;
FACANALI, R. Essential oil composition d&loysia triphylla(L’ Herit) Britton



32

leaves cultivated in Botucatu, Sao Paulo, Bragita Horticulturae (ISHS),
Botucatu, n. 629, p. 131-134, Jan. 2004.

FLORES, R.; NICOLOSO, F. T.; MALDANER, J.; GARLET, M. .
Benzilaminopurina ( BAP ) e thidiazuron ( TDZ ) m@pagacao in vitro de
Pfaffia glomerata Spreng .) PederselRevista Brasileira de Plantas
Medicinais, Botucatu, v. 11, n. 3, p. 292-299, 2009.

GATTUSO, S.; GIL, A.; BANDONI, A.; FERRARO, G.; GATUSO, M.
Morpho-histological and quantitative parameterthancharacterization of
lemon verbena Aloysia citriodorapalau ) from ArgentingStatistics v. 7, n. 4,
p. 190-198, 2008.

GAUCHAN, D. P. Effect of different sugars on shoegeneration of maize (
Zea mayd. .). Kathmandu University Journal of Sience, Engineeringand
Technology v. 8, n. 1, p. 119-124, Feb. 2012.

GIL, A.; BAREN, C. M. van; LEO LIRA, P. M. DI; BANDNI, A. L.
Identification of the genotype from the content andhposition of the essential
oil of lemon verbenaAloysia citriodoraPalau).Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Bueno Aires, v. 55, n. 21, p. 8664-8669, Sepd.720

GOLLE, D. P.; REINIGER, L. R. S.; CURTI, A. R.; LBQE. A. B.
Estabelecimento e desenvolvimeirtwitro deEugenia involucratdDC.:
influéncia do tipo de explante do meio nutriti@éncia Florestal Santa Maria,
v.22,n. 1, p. 207-214, 2012.

GOMES, P. A.; SOUZA, M. F. DE; SOUZA JUNIOR, |. @e; CARVALHO
JUNIOR, W. G. O, FIGUEIREDO, L. S. de; MARTINS, E. R. Influéncia do
sombreamento na producéo de biomassa , 6leo esisewngiantidade de
tricomas glandulares em cidréhbippia citriodoralLam .).Biotemas
Florianopdlis, v. 22, n. 4, p. 9-14, dez. 2009.



33

GOVINDARAJ, S.; KUMARI, B. D. R.; CIONI, P. L.; FLMINI, G. Mass
propagation and essential oil analysig\ademisia vulgarisJournal of
Bioscience and Bioengineeringv. 105, n. 3, p. 176-183, Mar. 2008.

GRACA, M. E. C.; FILHO, A. N. K.; MEDEIROS, A. C.BS.; TAVARES, F.
R. Efeitos das citocininas benzilamino purina didduron , na multiplicacéo “
in vitro ” de brotacdes deucalyptus DunniMaid . Boletim de Pesquisa
Florestal, Colombo, v. 43, p. 107-112, jul./dez. 2001.

JESUS, A. M. S.; CARVALHO, S. P. de; VILLA, F.; PRRAL, M.;
CARVALHO, M. Desenvolvimentan vitro de brotacdes de cafeeiro em
diferentes meios de cultura e reguladores de cnestd de plantéBcientia
Agraria, v. 11, n. 6, p. 431-436, nov./dez. 2010.

KIM, N.-S.; LEE, D.-S. Headspace solid-phase migt@etion for
characterization of fragrances of lemon verbexiaysia triphyllg by gas
chromatography-mass spectromeflyurnal of Separation Sciencev. 27, n.
1-2, p. 96-100, Jan. 2004.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. DE A.; GOMES, O. Plantdgdicinais do Brasil:
nativas e exoticas. Nova Odessa: Instituto Plamtate Estudos da Floral, 2002.
p. 512.

MORAES, C. P. de; LEAL, T. de S.; PANOSSO, A. RQW&ZA, M. C. de.
Efeitos da escarificacdo quimica e da concentrde&utrogénio sobre a
germinacéao e o desenvolvimeiovitro de Vanilla planifolia Jack ex Andr.
(Orchidaceag: Vanilloideae ) Acta Botanica Brasilica v. 26, n. 3, p. 714-
719, jul./set. 2012.

MORALES, C. F. G.; LOMBARDI, S. R. B.; SOARES, P; FORTES, G. R.
de L. Efeito do bap e tdz na calogénese e orgaesgém internodios de
macieira cv . gala RWRevista Brasileira de AgrociénciaPelotas, v. 5, n. 3,
p. 174-177, set./dez. 1999.



34

MOURAO, I. Plantas arométicas e medicinais conr@sse para secagem,
produzidas no modo de producao bioldgico: limonetea principe, equinacea e
hipericdo do Gerés. (Parte Hortofruticultura e Floricultura-Agrotec

Viana do Castelo, p. 32-36, jun. 2012.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for ragicowth and
bioassays with tobacco tissue cultufdsysiologia Plantarum v. 15, n. 3, p.
473-497, July 1962.

MUSARURWA, H. T.; KOEGELENBERG, L.; MAKUNGA, N. PChemical
variation in essential oil profiles detected udmegdspace solid-phase
microextraction gas chromatography spectrometrgsponse to potassium,
nitrogen, and water available to micropropagatedisl ofSalvia stenophylla
(Burch. ex Benth.)JJournal of Plant Growth Regulation, v. 31, n. 2, p. 207-
220, Sept. 2012.

NICOLOSO, F.; ERIG, A.; RUSSOWSKI, D.; MARTINS, €. Efeito de
concentragdes e fontes de carboidratos no creswrderplantas de ginseng
brasileiro Pfaffia glomerataSpreng.) Pedersen) cultivadas in vittééncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 27, n. 1, p. 84-90, jan./fev. 2003.

OLIVA, M. L.; CAREZZANO, M. E.; GALLUCCI, M. N.; DBMO, M. S.
Antimycotic effect of the essential oil 8ioysia triphyllaagainst Candida
species obtained from human pathologiestural Product Communications,
Westerville, v. 6, n. 7, p. 1039-1043, July 2011.

PARODI, T. V. et al. The anesthetic efficacy of engl and the essential oils of
Lippia alba and Aloysia triphylla in post-larvaedasub-adults oEitopenaeus
vannameiCrustacea, Penaeida€pmparative Biochemistry and Physiology.
Toxicology & Pharmacology: CBR v. 155, n. 3, p. 462-468, Apr. 2012.

PASA, M. da S. et al. Qualidade de luz e fitorregiores na multiplicagéo e
enraizament vitro da amoreira-preta “xavanteCiéncia Rural, Santa Maria,
v. 42, n. 8, p. 1392-1396, ago. 2012.



35

PIVETTA, K. F. L.; MARTINS, T. A.; GALDIANO JUNIORR. F;

GIMENES, |; FARIA, R. T. de; TAKANE, R. J. Crescimento inngtde
plantulas deCaularthron bicornutunem diferentes concentragcfes de sacarose.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 40, n. 9, p. 1897-1902, set. 2010

PONCE-MONTER, H.; FERNANDEZ-MARTINEZ, E.; ORTIZ, M.;
RAMIREZ-MONTIEL, M. L.; CRUZ-ELIZALDE, D.; PEREZ-HRNANDEZ,
N.; CARINO-CORTEZ, R. Spasmolytic and anti-inflamiory effects of
Aloysia triphyllaand citral, n vitro andin vivo studiesJournal of Smooth
Muscle Researchv. 46, n. 6, p. 309-319, Jan. 2010.

RAGONE, M. I.; SELLA, M.; CONFORTI, P.; VOLONTE, M5.;
CONSOLINI, A. E. The spasmolytic effect Afoysia citriodora, Palau ( South
American cedr “ on) is partially due to its vitexiut not isovitexin on rat
duodenumsJournal of Ethnopharmacology, v. 113, n. 2, p. 258-266, Sept.
2007.

RAGONE, MARIA I.; SELLA, M.; PASTORE, A.; CONSOLINIA. E.
Sedative and cardiovascular effect\dysia citriodoraPalau , on Mice and
Rats.Latin American Journal of Pharmacy, La Plata, v. 29, n. 1, p. 79-86,
2010.

REIS, E. S.; PINTO, J. E. B. P.; SILVA ROSADO, L;CORREA, R. M.
Teor e composicao quimica do 6leo essencidelissa officinalisl. in vitro
sob influéncia do meio de culturacta Scientiarum. Agronomy, Maringa, v.
31, n. 2, p. 331-335, maio 2009.

RESENDE, S. V.; CREPALDI, I. C.; PELACANI, C. R.f/8TO, A. L.
Influéncia da luz e substrato na germinacéo e debgmento inicial de duas
espécies d€alliandra Benth ( MIMOSOIDEAE - LEGUMINOSAE )
endémicas da chapada diamantina, Bdkéaista Arvore, Vicosa, MG, v. 35,
n. 1, p. 107-117, jan./fev. 2011.

ROJAS, J.; PALACIOS, O.; RONCEROS, S. Efecto deltacesencial de
Aloysia triphyllaBritton (cedrén) sobre 8lrypanosoma cruzn ratones.



36

Revista Peruana de Medicina Experimentalis y Salu@ublica, Lima, v. 29,
n. 1, p. 61-68, mar. 2012.

SCHMILDT, E. R.; AMARAL, J. A. T.; SCHMILDT, O. Sarose na fase de
enraizamentin vitro de mamoeiro “tainung 01Scientia Agraria, Curitiba, v.
8,n. 1, p. 25-31, 2007.

SHEKHAWAT, M. S.; SHEKHAWAT, N. S. Micropropagatiasf Arnebia
hispidissimalLehm). DC. and production of alkannin from calargd cell
suspension culturécta Physiologiae Plantarumv. 33, n. 4, p. 1445-1450,
dez. 2010.

SILVA, S. da; SATO, A.; LAGE, C. L. S. et al. Essiahoil composition of
Melissa officinalisL. in vitro produced under the influence of growth regulators.
Journal Brazilian Chemical Society Campinas, v. 16, n. 6b, p. 1387-1390,
2005.

SUZUKI, R. M.; ALMEIDA, V. de; PESCADOR, R.; FERREA, D. M.
Germinagé&o e crescimeritovitro deCattleya bicolorLindley ( Orchidaceae ).
Hoehneg Agua Funda, v. 37, n. 4, p. 731-742, dez. 2010.

VASCONCELOS, A. G. V. de; TOMAS, L. F.; CAMARA, R;;
WILLADINO, L. Hiperidricidade: uma desordem metaigél Ciéncia Rural,
Santa Maria, v. 42, n. 5, p. 837-844, maio 2012.

VINTERHALTER, B.; NINKOVIC, S.; ZDRAVKOVIC-KORAC, S;
SUBOTIC, A.; VINTERHALTER, D. Effect of nitrogen ka on the growth of
Ceratonia siliqual. Shoot culturesArchives of Biological SciencesBelgrade
v. 59, n. 3, p. 217-222, 2007.

WERNER, E. T.; MILANEZ, C. R. D.; MENGARDA, L. H. GVENDRAME,
W. A.; CUZZUOL, G. R. F. Meios de cultura , regubaels de crescimento e
fontes de nitrogénio na regulacédo da calogénegpauldrasil Caesalpinia
echinataLam .).Acta Botéanica Brasileira, Feira de Santana, v. 24, n. 4, p.
1046-1051, 2010.



37

ZUZARTE, M. R,; DINIS, A. M.; CAVALEIRO, C.; SALGUHIRO, L. R;;
CANHOTO, J. M. Trichomes, essential oils and imovipropagation of
Lavandula pedunculatéLamiaceae)lndustrial Crops and Products,
Amsterdan, v. 32, n. 3, p. 580-587, Nov. 2010.



38

ARTIGO 1

PROPAGACAO E PRODUCAO DE CONSTITUINTES VOLATEIS IN
VITRO DE CIDRAO

Giselly Mota da Silva Suzan Kelly Vilela Bertoluccit José Eduardo Brasil
Pereira Pinto' Joyce Pereira Alvarenga

'Setor de Plantas Medicinais, Departamento de Admicy Universidade
Federal de Lavras, Caixa Postal 3037, Lavras, MER? 87200-000

Email: gisellymota@yahoo.com.br

Preparado Segundo a Norma NBR 6022:2003



39

RESUMO

Aloysia triphylla (L"Hérit) Britton, € uma planta aromatica, meditira
caducifolia. A micropropagacdo é uma alternativapdeducao initerupta da
espécie. Objetivou-se avaliar pardmetros de crestone producdo de
constituintes volateis vitro de A. triphylla, para se iniciar um protocolo de
micropropagacdo para espécie. Para o pré-estaheldo da espécie testou-se
diferentes fontes de explante, o segmento apicabdal (1°, 2° 3° e 4° ),
inoculados em trés meios de cultura: MS, B5 e WPd&teriormente, verificou-
se a melhor orientacdo de inoculacdo dos expldfmszontal e vertical),
melhor meio para o subcultivo da espécie, conogiesa de nitrogénio e
aclimatizacdo das plantulas, assim como o teocc@rgposi¢do dos constituintes
volateis das plantulam vitro e ex vitra Para o estabelecimento, o 1° e 2°
segmento nodal apresentaram brotos mais desemvslviddependentes do
meio. Explantes inoculados na orientagdo horizamtatiram maior quantidade
de brotos e maior acimulo de biomassa seca da aarta. O meio WPM
proporcionou um melhor subcultivo, com brotos n@gsenvolvidos e maior
acumulo de biomassa seca da parte aérea. A cang&mile 15 mM favoreceu o
crescimento de brotos, enquanto que 60 mM propuocianaior area foliar.
Ocorreu 100% de sobrevivéncia das plantulas adliadds. Analises por HS-
CG-EM detectaram a presenca de 6-metil-5-heptema2-em quantidades
elevadas na frac@o volatil de plantulas desenvadvido meio MS, tanto do
estabelecimento quanto no subcultivo. Enquantoagualantulas desenvolvidas
no meio WPM produziram maiores teores de citrautnento dos niveis de
nitrogénio no meio diminuiu os teores dos consttes majoritarios. O cultivo
in vitro é favoravel para produc¢éo dos constituintes majoois, nas condicdes
avaliadas. Portanto, para o estabelecimantdtro de A. triphylla indica-se o
uso do 1° e 2° segmentos nodais inoculados ao deeicultura WPM. Para
melhor desenvolvimento de brotos no subcultivo, eaplantes devem ser
inoculados na posicdo horizontal no meio de culivi@V para obtencdo de
guantidades significativas de citral, limoneng@-eariofileno na fracéo volatil.
Na fase de aclimatizac&o deve-se utilizar o sulestramercial Plantmé&xpara
melhor sobrevivéncia das mudas.

Palavras-chave:Aloysia triphylla, meios de cultura, segmento nodal, fracao
volatil, headspaceCG/EM.
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PROPAGATION AND VOLATILE PRODUCTION OF LEMON
VERBENA IN VITRO

ABSTRACT

Aloysia triphylla (L'Herit) Britton, is an aromatic plant, medicinahd leaves
dropping off. The objective was developed micropigation method and
volatile production ofA. triphylla in vitro. Establishment phase were tested
different explant sources and different media. Afteere tested explant
orientation (horizontal and vertical), medium forubsulture, nitrogen
concentration and acclimatization as well as theertt and volatile composition
in vitro andex vitroof plants. Thel® and 2 © nodal segments showed suitable for
establishment independent of the medium. Horizopteition of explant was
found greater amount of shoots and dry biomassnaglation. In subculture
phase WPM medium gave optimal shoot growth andbéygnass. The 15 mM
nitrogen concentration favored shoots growth anileld® mM provided greater
leaf area. There was 100% survival of plantletsagtlimatization phase.
Analysis by HS-GC-MS detected presence of 6-meiHyepten-2-one in high
amounts in the volatile fraction of plantlets depad in MS medium, both the
establishment and in the subculture. While plasttitveloped in WPM medium
produced higher levels of citral. Increase levelsnibrogen in the medium
decreased levels of major constituents. ifheitro is favorable for production
of the major constituents. In vitro establishmehage ofA. triphylla indicates
the use of the 1° and 2° nodal segments culturéd/Bkl. Explant cultured in
the horizontal position on WPM was found suitabte §hoot growth in
subculture phase and significant quantities of akitrlimonene andp-
caryophyllene in the volatile fraction. Acclimatizmn phase should use
substrate Plantmakfor best plantlets survival.

Keywords. Aloysia triphylla culture media, nodal segment, the volatile
fraction, headspace-CG/EM.
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1-INTRODUCAO

Aloysia triphylla (L"Hérit) Britton (Verbenaceae) é uma planta que
ocupa importante lugar no mercado de ervas, deasdwopriedades medicinais
do 6leo essencial acumulado em suas folhas, ricoexal e geranial, além da
presenca de limoneno, cineol, geranidicariofileno e espatulenol. A esses
constituintes conferem-se as atividades anti-tepsiva, sedativa, digestiva e
diurética da espécie (GIL et al., 2007; ROJAS et 2012). E empregada
também no fabrico de licores, perfumes, na culnadomo ornamental,
bactericida, inseticida e na aromaterapia (GOMES&.e2009; BRANT et a)
20009).

A propagacao déA. triphylla, é realizada por estaquia, o que s6 é
possivel durante a primavera e o verdo quando lhasfa@stdo presentes na
planta, pois no final do inverno as folhas caempgaata entra em dorméncia.
Com isso, a micropropagacao torna-se um métodortenie de propagacédo da
espécie e, consequentemente uma alternativa padugdio de constituintes
volateis (EL-HAWARY et al 2012).

A micropropagacéo é uma das técnicas mais efefiegsopagacéo em
larga escala de espécimes que apresentem um gedétipteresse, pois permite
a producéo de plantas geneticamente idénticasuemmeriodo de tempo, livre
de infeccBes e variacbes sazonais e, em se tra@edplantas aromaéticas
proporcionam rendimento e composicdo quimica maisidgénea do Oleo
essencial (ZUZARTE et al.,, 2010; REIS et al., 2009 entanto, para se
desenvolver um protocolo de micropropagacdo de espacie, € necessario o
controle de inlmeras variaveis como o estabele¢ordm plantulan vitro, que
depende de parametros que influenciam a organgg@iseomo o tipo de meio
e origem do explante (COSTA et al., 2007; JESUS&.eR010; SUZUKI et al.,
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2010); bem como as condi¢des de multiplicacéo dimatizacdo das plantulas
(FLORES et al., 2011).

Embora existam inameros trabalhos relacionados mmepso de
desenvolvimentan vitro com espécies da familia Verbenaceae, ndo foram
encontrados na literatura relatos sobre a propagagiioducdo de constituintes
volateis in vitro de A. triphylla. Portanto, objetivou-se avaliar diferentes
posicdes dos explantes iniciais, orientacdo deulagdo de segmentos nodais
estabelecidos e meios de cultura no crescimentetatd¢p e producdo de

constituintes volateim vitro deA. Triphylla

2-MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratémo Qlltura de
Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento deicAitnra (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG. Exsisdiaram depositados no
herbario do departamento de biologia da Univergdeeteral de Lavras, sob o
registro 19677.

As plantas matrizes foram cultivadas em vasos odotesubstrato
comercial Plantmax® e mantidas em casa de vegetsitdda nas coordenadas
geograficas 21° 14'S e 45° 00 W, a 918 m de aétitddcoleta dos explantes
foram feitas durante a primavera. Apés a inoculaigiins os tratamentos foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodol2iehoras de luz,
temperatura de 25 * 2 °C e intensidade luminog0genol m’s™.

As determinacdes das biomassa secas da parte(B&RA) e da raiz
(BSR) nos experimentos foram realizadas por secagerastufa de circulagédo
forcada de ar a 40 °C, até peso constante, as (@ expressas em

miligramas (mg).
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2.1 Efeito da posicdo dos explantes iniciais em eliEntes meios de cultura

no estabelecimento in vitro déA. triphylla

Para o estabelecimenio vitro de A. triphylla foram avaliadas como
fontes de explantes os segmentos apical e caudimadais (primeiro, segundo,
terceiro e quarto nés), coletados de plantas adéis em casa de vegetacao.

Apoés a coleta, os explantes foram desinfestadosamm corrente por
30 minutos, seguido de contato direto com formdm&.A. por 30 minutos. Em
camara de fluxo laminar, os explantes foram imeesoaima solugdo de élcool
etilico a 70%, por 15 segundos, seguido de umg&olde hipoclorito de sddio
a 0,4 %, por 10 minutos e, finalmente, lavadosaivezes em agua destilada e
autoclavada.

A seguir, os explantes foram inoculados em tubosndaio com 15 mL
de meio de cultura. Foram avaliados trés meios:(MSRASHIGE; SKOOG,
1962), B5 (GAMBORG et al., 1968) e WPM (LLOYD; MC®N, 1980),
contendo 3%, 2% e 2% de sacarose, respectivamEmntetodos os meios
acrescentaram-se 0,6 % de agar e o pH foi ajugtach 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem.

O delineamento experimental utilizado foi o intaiemte casualizado
constituidos de trés repeticdes, com trés tubcandaio contendo um explante
por repeticdo. Empregou-se o delineamento em esgdéi&mrial 5 x 3, sendo
cinco segmentos (apical, 1°, 2°, 3° e 4° nés)semié&os de cultura (MS, B5 e
WPM). Foram avaliadas as variaveis de comprimentonero de brotos e

analise quimica dos constituintes volateis, utildm100 mg de folha seca.
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2.2- Orientacdo de inoculagcdo do segmento nodal émeros de gemas no
crescimentoin vitro de A. triphylla

Apds o estabelecimentin vitro, visando avaliar a influéncia da
orientagdo do explante, segmentos nodais com 1 empléntulas pré-
estabelecidas, com 1 e 2 gemas, foram inoculadaaseos com 30 mL do
meio de culturas MS, contendo 3% de sacarose,citoede 0,6 % de agar e o
pH foi aferido em 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.

Os tratamentos consistiram na combinacdo de driastardes de
inoculagdo (horizontal e vertical) com 1 e 2 gem8&s. delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquitorial 2 x 2, com seis
repeticbes constituidas de quatro frascos poriggoet

Aos 30 dias avaliaram-se as seguintes variaveisers de brotos, nos
e raizes, comprimento do maior brotacdo e da nraiare biomassa seca da

parte aérea a raiz.

2.3- Efeitos de diferentes tipos de meios de culamo crescimentoin vitro
deA. triphylla

Verificada a melhor orientacdo de inoculacdo ddap, testou-se o
melhor meio para o subcultivo da espécie. Inocs®uhorizontalmente,
explantes contendo duas gemas em trés meios degacuMlS, B5 e WPM,
contendo 3%, 2% e 2% de sacarose, respectivamgmntetodos os meios
acrescentaram-se 0,6 % de agar e o pH foi afendo5g + 0,1 antes da
autoclavagem.

O delineamento foi inteiramente casualizado, sentlivados sete

repeticbes com dois frascos contendo dois explaRtésavaliado o nimero de
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brotos, comprimentos do maior broto e da maior, li@massa seca de brotos e
raizes, porcentagem de hiperidricidade e, analiseniga dos constituintes
volateis, para os quais foram utilizados 100 mg fdkhas secas. Este
experimento foi realizado duas vezes, a fim deiooaf os resultados obtidos,
sendo os resultados expressos pela média + desiaq

2.4- Efeito do nitrogénio no teor dos constituintesolateis em folhas deA.
triphylla

Visando validar a hipétese de que a concentracaoitdegénio do meio
MS tenha causado estresse metabdlico para a pmdegéonstituintes volateis,
segmentos nodais de plantulas Ae triphylla cultivadasin vitro, foram
inoculadas verticalmente em tubos de ensaio cootéhdnL do meio de cultura
MS modificado para as seguintes concentra¢festdegfnio: 15, 30, 60 e 120
mM, aos quais foram adicionados 3% de sacaroses@gdo de 0,6 % de agar e
o pH aferido em 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado
constituidos de seis repeticées, com oito tubosndaio contendo um explante
por repeticdo. Aos 45 dias de desenvolvimento, i@vade nlumero e
comprimento das brotacdes, niUmero e comprimentgaiass, comprimento e
diametro de folhas, biomassa seca da parte aéedaes e analise quimica dos
constituintes volateis em 70 mg de folhas secas.

2.5- Aclimatizagéo
Dez plantulas enraizadas com 30 dias de desenwattonobtidas na

etapa de propagacd#o vitro, foram retiradas dos frascos de cultivo, lavadas em

agua corrente e transferidas para tubetes plasteo$3 cm contendo o
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substrato comercial Plantnfaxe mantidos em casa de vegetacdo. ApOs trés
meses, realizou-se coleta das folhas para anabisecahstituintes volateis, e
posterior comparacdo quantitativa e qualitativeséesonstituintes com folhas
de plantas desenvolvidas vitro e no horto de plantas medicinais da UFLA,
cultivada em latossolo vermelho. Para o culiivovitro utilizou-se o meio de
cultura WPM

2.6-Andlise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de variancias emédias
comparadas ao teste de Skott-Knott a 5% de praothatdd. O programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2002) foi utilizado para o processaroattus
dados.

2.7-Analise da frac¢éo volatil por HS-CG/EM

Amostras de folhas da&. triphylla foram coletadas de plantulas aos 30
dias de desenvolvimento e cultivadasvitro nos meios MS, WPM e B5 e de
plantas aclimatizadas. As amostras foram secasstufaale circulacdo de ar a
39°C.

As andlises quimicas foram re-aliadas no Laboxattei Fitoquimica do
DAG/UFLA. Para extracdo da fracdo volatil de triphylla empregou-se a
técnica deheadspaceestatico. Para isso, utilizou-se do extrator/aradst
headspaceautomatico CombiPAL Autosampler Syste(@TC Analytic AG,
Switzerlangl acoplado ao sistema de CG/EM. Apéds procedimerdes
otimizacdo das condicdes operacionais foram eseides os seguintes

parametros: temperatura de incubacdo da amosti®@EC durante 30 min,
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temperatura de seringa a 110 °C. Foram utilizaddsgad secas, que foram
acondicionadas em vial patsadspacede 20 mL, vedados com septo de
silicone/PTFE; 500uL da fase de vapor foram injetados na coluna
cromatogréfica. A fracdo volatil foi analisada enm uum sistema de
cromatografia em fase gasosa Agife@B890A acoplado a um detector seletivo
de massas AgilefitMSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia, EUA),
operado por ionizagdo de impacto eletrdnico a 70ee¥modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisigmassas de 40-460z
Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida-5¥?S (30 m de comprimento

x 0,25 mm de didmetro interno x 0,pF de espessura do filme) (California,
EUA). O gas hélio foi utilizado como gas de arrasim fluxo de 1,0 mL/min;

as temperaturas do injetor e a linha de transfexrara o MS foram mantidas
em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A temperatigial do forno foi de 60
°C, isotérmico por 1,5 min, seguido por uma rampaedperatura de 3 °C/min
até 240 ° C, seguida de uma rampa de 10 °C/mi7€C. A injecdo foi
realizada no modsplit a uma razdo de injecdo de 1:50. As concentrac@s do
constituintes presentes na fracdo volatil foramresgas pela porcentagem de
area relativa dos picos cromatograficos.

Os constituintes da fracdo volatil foram identifioa por comparacdo
dos seus indices de retencdo relativos a co-injgedona solucdo padréo ge
alcanos (@C,, Sigma-Aldrictf, St. Louis, USA) e por comparacdo dos
espectros de massas do banco de dados da bibllt8FAEPA/NHI (NIST
SPEECH GROUP WEBSITE2008) e de literatura (ADAMS, 2007). O
indice de retencdo foi calculado usando a equacgépogta por KOVATS
(1965) e para as atribuicBes foram consultadosésdie retencdo de literaturas
(ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito de diferentes fontes de explantes e meiade cultura no

estabelecimentan vitro de A. triphylla

Os segmentos apicais ndo desenvolveram nas cosdigdeitro
avaliadas (Figura 1A-vide pagina 47). Provavelmeate funcédo da fragilidade
dos tecidos apicais, houve uma resposta celulagstesse e injarias fisicas
causadas pelos processos de desinfestacdo durassepsia dos explantes,
ocasionando a estimulacdo da atividade da enzimigalBnina amonialiase
(PAL), a qual esta relacionada a biossintese deastos fendlicos, que podem
dificultar o estabelecimento inicial do cultivo vitro (GOLLE et al, 2012).
Esses resultados foram divergentes dos encontpatdoBASSAN et al. ( 2006),
durante o estabelecimeritovitro de canafistulaReltophorum dubiun$preng.),
uma espécie também lenhosa, em que o apice camowrou ser mais ficiente
que o segmento nodal.

N&o ocorreu interacdo significativa entre posicds segmentos nodais
e 0s meios de cultura. Para a posicdo do segmentiinar nodal houve
diferencas estatisticas significativas (Tabela Observou-se que os
comprimentos e nimero de brotos foram maiores egsentos do primeiro e
do segundo nds. Esses brotos atingiram um compiénmeédio de 3,33 e 2,67
cm e um nimero de 1,81 e 1,51 brotos em médiagctgpmente, para o
primeiro e o segundo segmento nodal (Figura 1B-pélgna 47).

Esses resultados podem estar relacionados aodajoe] o terceiro e 0
quarto segmentos nodais estejam localizados nugiaoreanais lenhosa da
planta, o que pode ter dificultado o desenvolvimesh explante. Resultados
similares foram observados por COSTA et al. (208@)avaliarem 0os mesmos

meios de cultura no estabelecimentd.igpia sidoides<Cham.
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Tabela 1 Comprimento e numero de brotos de segmentos sattdletados em
diferentes posi¢cbes dos ramos caulinares no estilmentoin vitro de A. triphylla
UFLA, Lavras, 2013.

Segmentos Altura de brotos Numero de brotos
1° 3,33 a 18la
20 2,67a 151a
3° 1,37b 0,99b
40 0,94 b 0,70b

"Médias seguidas de mesma letra mindsculas na caléoadiferem significativamente
entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de sigifiia.

Figura 1. Plantulas d&. triphylla cultivadasin vitro. A- segmento apical. Bsegmentc
nodais. C1- Segmento nodal com duas gemas irdesilaa horizontal
vertical. C2-Segmento nodal com uma gema inoculadas na horize
vertical. D- Efeito de diferentes.

No entanto, observou-se que 0s meios de cultuerseram 0s mesmos
efeitos sobre as varidveis analisadas, apresentagwio média 1,55
brotos/explante, os quais atingiram uma altura snédi 2,67 cm. Resultados
similares foram observados por COSTA et al. (208@)avaliarem 0os mesmos
meios de cultura no estabelecimentd.ipia sidoidesCham



50

Os constituintes e as porcentagens de area retiiveacao volatil das

folhas de plantulas d&. triphylla cultivadas nos meios MS, B5 e WPM estéo

apresentados na Tabela 2. Foram identificados Bdtitgintes quimicos que

representaram mais de 98% da composicao quimitagio volatil.

Tabela 2 Constituicdo quimica de plantulas Aletriphylla no estabelecimentia vitro
em diferentes meios de cultura (MS, B5 e WPM). UFLAvras, 2013.

MEIOS DE CULTURA

COMPOSTOS IR? MS B5 WPM
Area % + DP
6'me“"sr']';epte”'2' 987 20,93+0,90  14,20+1,16  11,82+0,33
Mirceno 991 0,64+0,11 0,60+0,08 0,49+0,02
limoneno 1029 27,01+0,53 26,97+2,38 21,93+0,45
o-ocimeno 1047 0,64+0,04 0,73+0,23 nd
b”tlﬁr;?i"l"go de 1098 1,0340,06  0,84:0,07  0,55+0,06
linalol 1101 1,89+0,06 1,66+0,03 1,73+0,21
Z-isocitral 1165 tr tr 0,43+0,05
epoxido de 1176 1,33+0,05 1,29+0,07  1,140,02
rosefurano
trans-verbenol 1183 nd nd 0,65+0,07
neral 1242 3,27+1,12 8,69+0,81 11,92+1,67
geranial 1271 4,72+1,80 12,47+1,06 16,86+2,05
'Soﬁ;‘gn"f‘;" de 1367 0,61#0,06  0,54+0,01  0,53%0,07
acetato de nerila 1386 3,33+0,36 2,53+0,04 2,7%+0,2
a-cedreno 1416 nd nd 0,44+0,03
B-cariofileno 1424 14,18+1,53 12,68+0,54 12,33+1,20
o-humuleno 1460 0,52+0,14 0,56+0,05 0,56+0,07
a-curcumeno 1486 7,40+0,68 5,83+0,39 5,64+0,72
a-zingibereno 1497 1,62+0,42 1,31+0,19 1,25+0,05
biciclogermacreno 1500 1,19+0,48 1,23+0,20 1,0830,3
-curcumeno 1515 3,99+0,69 3,04+0,32 2,99+0,16
d-cadineno 1519 0,71+0,01 0,63+0,04 0,59+0,06
espatulenol 1584 0,78+0,00 0,63+0,01 0,59+0,02
oxido de 1590 2314039  2,1840,06  2,07+0,24
cariofileno
a-mwrolol 1649 0,61+0,10 0,59+0,00 0,54+0,02
Total identificado 98.79 99.28 98,97
(%)

®indice de retencio relativo a série n-alcanesGf) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. nd = ndo detectado; tr = tragd(01%); DP: desvio padran<3).
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Os constituintes majoritarios da fracdo volatil gpas trés meios de
cultura avaliados foram o 6-metil-5-hepten-2-ondinmneno, o citral (neral +
geranial) e @-cariofileno. Desses constituintes, os teores debl-5-hepten-2-
ona e de citral apresentaram as diferencas maisssipas. No meio MS o teor
de 6-metil-5-hepten-2-ona (20,93%) foi maior emtsemeios analisados e o de
citral o menor (8,00%). Por outro lado, os meids 8 WPM apresentaram
teores de 6-metil-5-hepten-2-ona de 14,20% e 11,&2Huanto o de citral foi
de 21,16% e 28,78%, respectivamente. Portantoredest meios avaliados o
WPM foi o que proporcionou maior teor de citral.

O citral é o constituinte majoritario do 6leo essehde A. triphylla
(ARGYROPOULOU et al., 2007; CARNAT et al., 1999)u&nto a composicao
majoritaria da fracdo volatil, os resultados de MR®POULOU et al. (2007)
corroboram parcialmente com os do presente eskgf®s autores observaram
um teor de 63,2% de citral (38,7% de geranial 6%4de neral) e 5,8% de
limoneno no 6leo essencial de triphylla durante seu estadio vegetativo,
entretanto os teores de 6-metil-5-hepten-2-onadfinabaixo de 0,5%.

Existem evidéncias que 6-metil-5-hepten-2-ona mateum produto de
reacoes oxidativas do citral (DEMYTTENAERE et 2000). Provavelmente, a
maior forca ibnica e/ou concentracdo de nitrogégo meio MS pode ter
provocado um estresse metabdlico na plantula endadeado a oxidagdo do

citral a 6-metil-5-hepten-2-ona.

3.2- Orientacdo de inoculagcdo do segmento nodal @meros de gemas no

crescimentoin vitro de A. triphylla

Para as caracteristicas numero de brotagbes, numermnos e
comprimento da raiz principal ndo houve diferengigmificativas em funcao

dos fatores testados (Tabela 3). A orientacda@botal do segmento nodal no
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meio de cultura induziu maiores nimeros de broto®€ Quanto ao sistema
radicular, os explantes inoculados na posicéo cargmitiram raiz de maior
comprimento médio; esse resultado pode esta rakdiocom o transporte polar
das auxinas, pois a orientacéo vertical pode tad@rum gradiente longitudinal

das auxinas, da parte aérea para a regido badépeiplante.

Tabela 3 NUmero de brotos (NB), nimero de nés (NN) e camgmto da maior raiz
(CRP-cm) deA. triphylla com 30 dias de cultivo, em fungdo da orientagdexgante.
UFLA, Lavras, 2013.

ORIENTACAO NB NN CRP
HORIZONTAL 4,70 a 110a 2,56 b
VERTICAL 3,71b 9,2 b 3,80 a
NUMERO DE GEMAS

1 GEMA 3,75b 8,43 Db 30a
2 GEMAS 4,65 a 11,82 a 3,7a

"Médias seguidas de mesma letra mindscula na celiiaadiferem significativamente
entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de sigifiia.

Explantes contendo duas gemas emitiram maior nidetwrotacdes e
nés, com média de 4,65 cm e 11,82, respectivamidntentanto, as quantidades
de gemas utilizadas apresentaram o mesmo efeit@ solcomprimento do
sistema radicular.

O efeito da orientacdo de inoculacdo e numero dmagenas
caracteristicas comprimento da maior brotacdo, &#93m seca da parte aérea e
raiz, estdo demonstrados na tabela 4 e vide FitQrépagina 48). Explantes
com duas gemas, independente da orientacdo ddagaouapresentaram brotos
com maior altura. No entanto, observando o efesmlado dos explantes
contendo uma gema, verificou-se que a inoculacdoposicdo vertical
apresentou brotos com maior altura que aqueleshdas@los de explantes
inoculados horizontalmente. ASSIS (2010), encontr@ior comprimento de
plantulas deAnacardium othonianurRizz. em explantes inoculados na posi¢ao
horizontal.
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Tabela 4. Altura do maior broto (AMB-cm), biomassa secgdee aérea (BSPA - mg)
e da raiz (BSR - mg) d&. triphylla com 30 dias de cultivo, em fun¢do da orienta¢do do
explante e numero de gemas inoculadas (G). UFLdsa 2013.

" ORIENTACAO
VARIAVEIS N°GEMAS HORIZONTAL VERTICAL

AMB 1 3,54 Bb 4,97 Ba
2 6,22 Aa 6,16 Aa

BSPA 1 152 Aa 80 Bb
2 141 Aa 115 Aa

BSR 1 10,76 Ba 12,76 Ba
2 28,48 Aa 19,74 Ab

"Médias seguidas de mesma letra mindscula na limhai@scula na coluna, n&o diferem
significativamente entre si pelo teste de Skotti#ad% de significancia.

Quando inoculados explantes com uma gema na posiegal,
obteve-se menor acimulo de biomassa seca (12, Tampém se verificou que
nessa posicao as raizes emitiram da parte infdacexplante e, ndo da parte
nodal, como observado com os explantes inoculadogosicdo horizontal, o
gue pode também esta relacionado com o transpaetegas auxinas.

Assim, a inoculacdo de explantes com duas gempssigio horizontal,

proporcionou o desenvolvimento de plantulas comhorek caracteristicas
morfolégicas.

3.3 Efeitos de diferentes tipos de meios de culture crescimentain vitro de
A. triphylla.

O cultivoin vitro de A. triphylla foi afetado pela hiperidricidade (Tabela
5). Dentre os meios estudados o meio B5 foi o quesantou a maior
porcentagem de hiperidrificacdo (49,54%). Apesatedeapresentado o maior
ndmero de brotos (8,41), estes apresentaram-semiwend curto, folhas frageis

e baixo acimulo de biomassa seca da parte aérea.
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Tabela 5. Namero de broto (NB), altura do maior broto (AMBY; comprimento da
raiz (CR-cm), biomassa seca da parte aérea (BSRia)raiz (BSR) e porcentagem de
hiperidricidade (H) em brotag6es #e triphylla com 30 dias de cultivo, em fungéo de
diferentes meios de cultura. UFLA, Lavras, 2013.

MEIO NB AMB TR BSPA BSR H (%)

MS 4,03 c 6,18 a 3,24b 71,31b 4,93 Db 15,71
WPM  6,57b 6,20 a 6,14 a 100,88 a 9,53 a 23,72
B5 8,41a 46 b 4,04 b 71,30 b 6,57 b 49,54

"Médias seguidas de mesma letra mindsculas na ¢aléoadiferem significativamente
entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de sigaifita

Explantes inoculados nos meios MS e WPM desenwartvdarotos com
taxas de hiperidricidade mais reduzidas, 15,71%83,d22 respectivamente,
proporcionando o crescimento de plantulas maisreggs. Porém, o meio
WPM mostrou-se mais eficiente para o subcultivoAderiphylla, pois além da
melhor resposta para o crescimento da parte aérebgém apresentou melhor
crescimento da raiz. Somam-se ainda, o melhor raidebrotos em relagdo ao
meio MS e maior acimulo de biomassa seca da pEnea 100,88 mg), o que é
um indicativo de menor susceptibilidade de hipdi@gcdo. EmLavandula
angustifolia Mill., uma espécie de base lenhosa, o0 meio WPM sapteu
resultados inferiores para nimero e altura de tieta (MACHADO et al.,
2013). No entanto em plantas lenhosas c@uffea arabical.(café) eRubus
brasiliensisMart.(amoreira-preta), 0 meio WPM apresentou nrethoesultados
para niumero de brotacdes e desenvolvimento radicakpectivamente (JESUS
et al, 2010; LEITZKE et al., 2009).

O meio WPM é bastante utilizado na promog¢édo danag@nese de
espécies lenhosas, provavelmente por apresentad&@®éca idnica dos meios
MS e B5, bem como elevado nivel de S e baixos sigeiNH" e NO;. De
gualquer modo, a compara¢do de diferentes meiosutfera é uma tarefa
complexa devido as interacdes entre os nutrientesrais, o potencial osmaotico
do meio e as exigéncias nutricionais de cada p(&ERNER et al., 2010).
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Com relacdo a analise da fracéo volatil dos segmemidais contendo
duas gemas e inoculados na posicdo horizontal fordentificados 27
constituintes correspondendo a mais de 97% da csigfwototal (Tabela 6). A
composi¢cdo qualitativa da fracdo volatil foi simikquela observada para o
experimento que avaliou diferentes meios de -cultiEatretanto, houve
alteracdes significativas nos teores dos constésiguimicos, principalmente
guanto ao teor de limoneno no meio MS, que paraxpkntes horizontais foi
de 46,31%.

Comparando os explantes inoculados na posicao dmbeiz nos trés
meios, observou-se que os teores de citral maativenenores no MS (8,63%),
intermediario para o B5 (18,82%) e superiores mal&PM (32,72%). Uma
diferengca marcante observada para esses explamtgaef o teor de citral foi
maior no meio WPM e o de limoneno no meio MS.

A comparacado das analises da primeira repetic@&xperimento com a
segunda indicou diferencas quantitativas e quiahitatda fracéo volatil. Quanto
as diferencas quantitativas destaca-se a reducamerda de 50%, no meio
WPM, do teor de citral. Em termos qualitativos patslenol estava presente no
meio B5 da 12 repeticdo do experimento, e auseatsegunda. No geral,
plantulas desenvolvidas no meio MS e WPM, apresamtaaltos teores de

limoneno e citral, respectivamente.
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Tabela 6. Comparagdo da constituicdo quimica de plantulas. dephylla cultivadasin
vitro (30 dias), a partir de explantes com duas gemasulados na orientagéo
horizontal, em diferentes meios de cultura (MSeB&PM) . UFLA, Lavras, 2013.

a MS B5 WPM
COMPOSTOS IR Area % 1 DP
1-octen-3-ol 977 1,14+0,36 1,24+0,19 3,57+1,63
6-metil-5-hepten-2-ona 987 14,41+1,58 11,14+0,51 67%#2,35
Mirceno 991 0,92+0,06 0,72+0,10 0,67+0,06
Limoneno 1028 46,60+1,08 34,5943,36 33,5043,27
B-ocimeno 1047 0,46+0,13 tr tr
butanoato de linalila 1098 0,53+0,05 0,58+0,06 B0669
Linalol 1101 1,59+0,16 1,56+0,16 1,45+0,27
Z-isocitral 1165 nd 0,34+0,11 nd
Epoxido de rosefurano 1176 0,55+0,13 0,67+0,03 N33
trans-verbenol 1183 nd 0,50+0,18 0,46+0,04
pseudolimoneno 1229 0,49+0,02 0,36+0,66 0,86+0,22
Neral 1242 3.56+0,58 9,64+3,22 7,24+1,13
cis-geraniol 1255 0,74+0,14 0,75+0,12 1,28+0,23
Geranial 1271 5,27+0,95 14,93+5,18 11,34+1,45
isobutirato de linalila 1366 0,57+0,05 0,51+0,66 6530,12
acetato de nerila 1386 1,89+0,12 1,85+0,17 1,78+0,4
a-cedreno 1415 nd nd 0,35+0,00
B-cariofileno 1424 9,48+0,60 11,37+0,13 12,96+0,095
a-humuleno 1459 0,31+0,02 0,30+0,55 0,46+0,09
a-curcumeno 1486 4,34+0,35 3,79+0,35 5,99+0,51
a-zingibereno 1497 1,66+0,25 1,24+0,37 1,54+0,17
biciclogermacreno 1499 1,07+0,13 0,81+0,29 1,8540,5
B-curcumeno 1515 2,81+0,30 2,26+0,64 2,57+0,37
d-cadineno 1518 0,4510,04 tr tr
Oxido de cariofileno 1590 nd nd 0,350,00
a-muurolol 1648 0,68+0,06 0,61+0,05 1,40+0,08
espatulenol 1584 0,32+0,04 tr 0,42+0,04
Total identificado (%) 99,84 99,78 99,48

%ndice de retencgao relativo a série n-alcanesQ4g) em coluna HP-5MS na ordem de

eluicao.

nd = ndo detectado; tr = traco@,01%); DP: desvio padran=6).

Assim como, na analise quimica dos compostos vsléata brotos pré-
estabelecidos, o 6-metil-5-hepten-2-ona foi detkrtam grandes quantidades
no Oleo essencial dé. Triphylla ARGYROPOULOU et al. (2007), nao
observaram a presenca deste constituinte em gadatidexpressivas no 6leo
essencial dé. triphylla. KIM e LEE (2004), ndo detectaram a presenca de 6-
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metil-5-hepten-2-ona, ao analisar diferentes tigesfibora de HS-SPME, em
amostras de folhas deA. triphylla . GIL et al., (2007), ao analisar o 6leo
essencial de diferentes clones da espécie, detediemetil-5-hepten-2-ona em
baixo teor.

3.4- Efeito do nitrogénio no desenvolvimento de btos e teor dos
constituintes volateis em folhas d@. triphylla.

As diferentes concentracBes de nitrogénio adiciamiado meio de
cultura MS influenciaram o desenvolvimerrovitro de A. triphylla. O nimero
e o comprimento das brotacdes diminuiram lineareneéntmedida que se
aumentou a concentracdo de nitrogénio no meio i@Af1 e 2). As
concentracbes de 15 e 30 mM induziram a emissdol,8é e 1,77
brotos/explante, respectivamente. Plantulas culisanestas mesmas condicdes

apresentaram os maiores comprimentos das brotég@8se 4,23 cm).

25 -

5 y=-00203x+1,9774 R*=0,9852

Nuamero de brotos

O T T T T T T T
15 30 45 50 75 20 105 120

Concentracoes de nitrogéenio (mM)

Grafico 1. Numero de brotos dA.triphylla cultivadas er
diferentes concentragdes de nitrogénio: 15, 3@& 6R(
mM. UFLA, Lavras, 2013. *Significativo pelo teste F



58

y=-00%x+47822 R2=0,9908
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Compriment o das brotacoes
(cm)
2
1

Concentracoes de nitrogeénio (mM)

Grafico 2. Comprimento (cm) de brotos d&.triphylla,
cultivadas em diferentes concentragbes
nitrogénio: 15, 30, 60 e 120 mM. UFLA, Lavr
2013. *Significativo pelo teste F.

No entanto, para a analise biométrica das folhaseroou-se uma
resposta quadratica (Grafico 3 e 4). As folhasgaim seu valor maximo de
comprimento e largura, na concentracdo estimadé7de mM (22,71 mm) e
52,6 mM (7,86 mm), respectivamente. Esse resulpadiz ser favoravel para
obtencdo de maiores rendimentos de constituintéstei®, jA que o Oleo
essencial da espécie estd acumulado em suas f@Biaset al, 2007). Na
concentragdo de 60 mM, as plantulas apresentaraancotoracéo verde mais
escura (Figura 2D-vide pagina 48). A concentragdd2D mM de nitrogénio,
provavelmente afetou o ganho de biomassa paraéaiespois 0 comprimento e
largura das folhas apresentaram valores inferices,93 e 1,71 mm,
respectivamente.
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Grafico 3 Comprimento (mm) de folha de brotos
A.triphylla, cultivadas em diferent
concentracdes de nitrogénio: 15, 30, 60 €
mM. UFLA, Lavras, 2Q@3. *Significativo pels
teste F.
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Gréfico 4. Largura (mm) de folha de brotosAl&iphylla,
cultivadas em diferentes concentraces
nitrogénio: 15, 30, 60 e 120 mM. UFLA, Law
2013. *Significativo pelo teste F.

59

Plantulas cultivadas com 15 mM de nitrogénio, adaram maior

biomassa na parte aérea, com média de 94,06 mgntdato, a concentracéo
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usual do meio MS (60 mM), nao favoreceu a prodiddide de biomassa pela

parte aérea da plantula (Figura 5).

100 3
90 1
y=-0,5857x+96,163R2=0,9174
—30
(=]
870 4 .

':60 4
50 |
40 A
30
20 . . . . . .

15 30 45 60 75 20 105 120

Biomassa seca da parte

Concentracoes de nitrogenio (inM)

Grafico 5 Biomassa seca da parte aérea (mg) de brot
A.triphylla, cultivadas em diferentes concentragoe
nitrogénio: 15, 30, 60 e 120 mM. UFLA, Lawi
2013. *Significativo pelo teste F.

O meio MS maodificado para niveis de nitrogénio,lié&m influenciou o
sistema radicular das plantulas, sendo a concé@atrde 15 mM que melhor
favoreceu o desenvolvimento de raizes, com maionend, comprimento e
biomassa seca. A medida que a concentracdo degéritm foi aumentada,
observou-se menor desenvolvimento do sistema fadicdecrescendo até a
inibicdo completa de emissao de raizes com a do&2@mM (Graficos 6,7 8).
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Grafico 6. Numero de raizes éetriphylla, cultivadas er
diferentes concentracdes de nitrogénio: 15, 3
e 120 mM. UFLA, Lavras, 2013. *Significati
pelo teste F.
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Gréfico 7. Comprimento da raiz principal de brodesA.triphylla,

cultivadas em dédrentes concentracdes de nitrogé
15, 30, 60 e 120 mM. UFLA, Lavras, 20
*Significativo pelo teste F.
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Gréfico 8. Biomassa seca da raiz (mg) de brotog\.thiphylla,
cultivadas em diferentes concentra¢des de nitiog
15, 30, 60 e 120 mM. UFLA, Lavras, 20
*Significativo pelo teste F.

Esses resultados sao divergentes dos encontraddSADASHIRO et
al. (2007), ao trabalhar comechmea blanchetianagnde a maior altura de
brotos foi verificada na concentracdo de 30 mM&ntplas desenvolvidas na
concentracdo de 15 mM emitiram folhas mais larbasentanto os resultados
estdo de acordo quanto ao desenvolvimento do sistadicular, esses autores
encontraram 0 maior nimero e tamanho de raiz n® rgae continha a
concentracdo de 15 mM. MUSARURWA et al. (2012),ivavam maior
brotacdo, maior peso seco de brotos e menor nudermizes em Salvia
stenophyllaa medida que se aumentava a concentracdo deémitbogio meio
de cultura MS, até uma dosagem 6tima, que foi 2&v da concentracao
padrdo. De acordo com esses autores, altas comg@edr de nitrato podem

afetar a desenvolvimento de raizes.
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A fracéo volatil para diferentes concentragfesittegénio no meio MS

estd demonstrada na Tabela 7. Foram identificaBlosoBstituintes quimicos,

gue representaram mais de 99% da composicdo quilaitacao volatil.

Tabela 7.Constituicdo quimica de plantulas Aletriphylla cultivadasin vitro (30 dias),
a partir de explantes inoculados em meio MS conerelites concentragbes de

nitrogénio (15, 30, 60 e 120 Mm). UFLA, Lavras, 301

Concentracgdo de Nitrogénio (Mm)

COMPOSTOS IR? 15 30 60
Area % + DP

E-3-penten-2-ona - 9,93+2,10 9,1740,23 7,84+1,52
1-octen-3-ol 978 0,79+0.14 nd nd
6-metil-5-hepten-2-ona 987 5,53+0,05 6,06+0,06 F0680
mirceno 991 0,39+0,04 nd nd
limoneno 1028 25,314+2,38 35,1945,19 45,024+2,14
linalol 1101 1,32+0,01 1,29+0,01 1,40+0,22
trans-verbenol 1183 0,58+0,10 nd nd
pseudolimoneno 1229 0,58+0,01 nd nd
neral 1242 11,92+0,43 10,34+2,15 7,65+0,66
cis-geraniol 1255 0,92+0.02 0,84+0,04
geranial 1271 20,09+0,55 17,3743,61 12,90+1,61
isobutirato de linalila 1366 0,52+0,02 nd nd
acetato de nerila 1385 1,47+0,07 1,36+0,15 1,7#0,0
B-cariofileno 1423 12,04+0,50 9,98+1,54 8,35+0,16
a-humuleno 1459 0,39+0,07 nd nd
o -curcumeno 1496 3,30+0,22 3,05+0,34 2,9040,24
a -zingibereno 1496 1,02+0,11 0,93+0,07
biciclogermacreno 1498 0,47+0,01 tr nd
B -curcumeno 1515 1,00+0,12 1,57+40,21 1,65+0,07
6xido de cariofileno 1589 0,70+0,06 0,63+0,03 0@88
Total identificado (%) 99,48 99,24 99,99

®indice de retencio relativo a séni@lcanos (¢C,) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. nd = ndo detectado; tr = tragd(01%); DP: desvio padran<3).

O Grafico 9 apresenta o efeito das diferentes curagbes de

nitrogénio sobre os constituintes majoritarios. is@r-se que a medida que o

nivel de nitrogénio foi aumentando no meio de calto teor desses contituintes
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diminuia, com inibi¢&o total de citral @-cariofileno em 120 mM. No entanto, o

6-metil-5-hepten-2-ona foi detectado em todas asamragées utilizadas.

015 W30 Os0 O120

S000000 4
5000000 4
4000000 4
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1000000 J:i_'_' |_i_‘ |_i
] I =B

Gréfico @ Comparacao do teor de constituintes volateis majms en
folhas deA.triphylla cultivadas em diferentes concentracde
nitrogénio (15, 30, 60 e 120 mM). UFLA, Lavras, 301

Os perfis cromatograficos apresentados na Figdenionstram o efeito
téxico para a biossintese de constituintes volatmsisado em plantulas de
A.triphylla pela adicdo de altas concentragdes nitrogénimeio de cultura.
Nota-se uma drastica reducéo na altura dos piocosatograficos eluidos até 6,5
minutos e auséncia de picos apés esse tempo dedefanesmo a concentracao
usual de nitrogénio do meio de cultura MS (60 mhgp é adequada para a
producdo de constituintes volaters vitro por plantulas deA.triphylla, pois
também reduziram a altura dos picos cromatografieas relacdo aos

cromatogramas correspondentes as concentracdésngl £ 30 mM
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3.5- Aclimatizagéo

A porcentagem de sobrevivéncia das plantas acliadds foi de 100%.
As plantas apresentaram-se vigorosas e com ummsistadicular bem
desenvolvido (Figura 2E-vide pagina 48). Esses ltehas indicam que,
plantulas deA.triphylla podem ser aclimatizadas sem uso de reguladores de
crescimento, e que o0 substrato comercial Plantm@&x®ficiente para o
crescimento dessa planta.

A comparagédo da fracdo volatil em diferentes cdrefigde cultivo de
plantas deA. triphylla esta demonstrada na tabela 8. Foram identific8dos
constituintes quimicos, que representaram mais/ée ®a composi¢do quimica
da fragéo volatil.

Verificou-se consideraveis diferencas quantitatigagualitativas dos
constituintes volateis majoritarios. O limoneng@regentou baixo teor em
plantas cultivadas no campo (1,0610,25%), ndo feiectado nas plantas
aclimatizadas em casa de vegetacdo, mas no cuitividro foi detectado em
teores bastante expressivos (37,88+0,87%). O ditpabsentou os seguintes
teores: 18,21%, 34,23% e 16,42%, em condi¢cdesrdpaiacasa de vegetacao e
in vitro, respectivamente. @-cariofileno, foi mais expressivo nas condicdes de

cultivo in vitro.
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Tabela 8. Comparacao da constituicdo quimica de plantas. dephylla cultivadas em
campo, em casa de vegetacao @tro (meio WPM). UFLA, Lavras, 2013.
Casa de

COMPOSTOS IR® campo vegetacao In vitro
Area % + DP
1-octen-3-ol 977 nd 0,24+0,01 1,33+0,22
6-metil-5-hepten-2-ona 987 11,9540,55 8,64+0,29 57120,41
mirceno 991 nd nd 0,82+0,01
limoneno 1029 1,06+0,25 nd 37,88+0,87
a-ocimeno 1047 nd nd tr
butanoato de linalila 1098 1,63+0,09 1,72+0,08 #0623
linalol 1101 nd 0,47+0,02 1,68+0,02
Z-isocitral 1165 nd 0,77+0,02 tr
epoxido de rosefurano 1176 1,65+0,05 2,24+0,05 HDEA
trans-verbenol 1183 nd 1,27+0,02 0,33+0,02
2-metilenobornano 1219 0,95+0,03 tr nd
pseudolimoneno 1229 nd nd 0,35+0,03
neral 1242 7,08+0,09 12,62+0,26 6,53+0,08
cis-geraniol 1255 nd nd 0,73+0,04
geranial 1271 11,13+0,18 21,61+0,24 9,89+0,10
isobutirato de linalila 1367 0,77+0,02 0,76%0,2 536,01
acetato de nerila 1386 7,17+0,15 7,78+0,04 2,0®@:0,0
a-cedreno 1416 0,98+0,06 0,43+0,01 0,25+0,01
B-cariofileno 1424 10,49+0,09 7,79+0,14 11,37+0,13
a-humuleno 1460 0,81+0 0,66+0,03 0,34+0,02
nao identificado 1466 1.02+09 0,43+0,01 nd
a-curcumeno 1486 16,77+0,18 10,63+0,20 4,04+0,25
a-zingibereno 1497 nd 1,07+0,03 1,61+0,05
biciclogermacreno 1500 3,90+0,16 nd 1,09+0,06
B-curcumeno 1515 2,49+0,03 3,72+0,07 2,88+0,11
d-amorfeno 1517 1,84+0,04 nd 0,44+0,02
S-cadineno 1527 0,73%0,01 0,51+0,01 nd
o -cadineno 1542 0,52+0,04 0,33+0,02 nd
espatulenol 1584 5,47+0,13 1,92+0,03 nd
6xido de cariofileno 1590 8,54+0,21 6,79+0,06 0694
a-muurolol 1649 2,05+0,07 1,33+0,01 0,22+0,01
Total identificado (%) 98,97 97,93 98,77

%ndice de retencéo relativo a séni@lcanos (GC,) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. nd = ndo detectado; tr = tragd(01%); DP: desvio padran<3).

De modo geral, o cultivin vitro ofereceu condi¢des para a sintese de

limoneno e B-cariofileno em plantulas dé\. triphylla. Enquanto que, as
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condicbes em casa de vegetacdo proporcionaram reigtase de citral nas

plantas.

4-CONCLUSAO

» Para o estabelecimeritovitro de A. triphyllaindica-se o uso do 1° e 2°
segmentos nodais inoculados ao meio de cultura W#tivl,produzir
maior teor de citral.

» Para melhor desenvolvimento de brotos no subcultbg explantes
devem ser inoculados na posicdo horizontal no meicultura WPM
para obtencdo de quantidades significativas dalciéilém de teores
consideraveis de limonen@ecariofileno na fragéo volatil.

» Concentracdes de nitrogénio acima de 60 mM apaseefeito inibidor
na sintese de constituintes volat@isvitro e afetam o crescimento das
plantulas.

» Na aclimatizacao indica-se o substrato comercaitRiax®.

» Folhas deA. tryphyllaapresentam consideraveis diferencas quantitativas
nos teores de limoneno e citral em plantas culéisaan campo, casa de

vegetacao e cultivad@s vitro.

AGRADECIMENTOS: FAPEMIG, CNPq e CAPES, pelo auxilio financeiro e
concessao de bolsas de estudo.
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RESUMO

A micropropagacdo € uma alternativa para a produgioercial de plantas
medicinais, no entanto alguns fatores de ordervafisiquimica podem afetar a
etapa de desenvolvimento e enraizamento das @éntBbrtanto, objetivou-se
estudar a influéncia de fatores quimicos e fisic@mscimento e producado de
constituintres volateim vitro de Aloysia triphylla. Dentre os fatores quimicos
foram avaliadas duas citocininas nas concentragddés 0,125; 0,250; 0,375 e
0,5 mg Lt paraTDZe0,0,5;1,0; 1,5e 2,0 m‘ﬂ; phara BAP e doses de sacarose
5, 10, 20, 30 e 40 g']L O fator fisico avaliado foi intensidades lumiro$a3s;

28; 47 e 69 umol ths?). Observou-se um efeito negativo das citocininas n
crescimento e enraizamento das plantulas. A adlesacarose de 40 ¢' Ino
meio de cultura proporcionou menor porcentagemrdeod hiperidrificados e
melhor desenvolvimento das plantulas. Plantulasgivedias na intensidade
luminosa de 69 pmol fs* acumularam maior biomassa seca da parte aérea e
raizes. No entanto, a adicdo de reguladores deimeso na dosagem minima
utilizada aumentou o teor de citral nas plantuRessultado similar ocorreu com
uso de sacarose a 30 mg le na exposicéo das plantulas a uma intensidade de
69 umol nf.s' de luz. Portanto, para o cultivim vitro de A. triphylla
recomenda-se a inoculagdo de explantes em meigltdeacWWPM suplementado
com 40 g [! de sacarose, os quais devem ser mantidos ndesal@scimento
com 69umol m?s* de luz para o melhor crescimento e producéo denémo e
citral. Ndo h& necessidade de suplementagédo dedBAHDZ para proliferacao
de multiplas brotacdes.

Palavras-chave: micropropagacédo, plantas medicinais, citocininasase e
constituintes volateis.
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EFFECT OF CHEMICAL AND PHYSICAL FACTORS IN VITRO
CULTIVATION OF Aloysiatriphylla (L'Herit) Britton

ABSTRACT

Micropropagation is an alternative to productionnoédicinal plants; however
some physics and chemistry factors can affect lglagtowth and rooting. The
objective was study the influence of chemical ahgspcal factors in the growth
and volatile production dfloysia triphylla in vitro Among the chemical factors
were evaluated two cytokinins types at concentnatiof 0, 0.125, 0.250, 0.375
and 0.5 mg [! TDZ and 0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 mg'Lof BAP and sucrose
levels 5, 10, 20, 30 and 40 ¢ .LThe physical factor was light intensities (13, 28
47 and 69uM m2.sh). It was observed negative effect of cytokininggowth
and rooting of plantlet. Sucrose supplemented Wty L* on culture medium
resulted in a smaller percentage hyperhydricityothand better plantlet growth.
Shoots growth in light intensity of 68M m?.s* accumulated more shoots and
roots dry biomass. However, supplementation of tiiovegulators used in
minimum dosage increased citral content in plantlesimilar result occurred
with 30 g L* sucrose and plantlet exposure to an intensity9oiMd m?.s* of
light. Therefore, foiin vitro culture ofA. triphylla indicates the inoculation of
explants in WPM supplemented with 40 g sucrose with 69M m?s® light
for better growth and limonene and citral produttiBor micropropagation the
results demonstrated that is not necessary supptatien of BAP or TDZ for
multiple shoots proliferation.

Keywords: micropropagation, medicinal plants, cytokininsgraigse and volatile
constituents.
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1-INTRODUCAO

Aloysia triphylla(L"Hérit) Britton, conhecida popularmente comoréil
ou erva-luisa, € uma planta medicinal muito utilzacomo antiespasmadico,
sedativo, expectorante e digestivo (RAGONE gt24l07; ROJAS et al2012).

E um arbusto perene, que pode alcancar mais deetrbs de altura, suas folhas
sdo simples e exalam um intenso aroma de limaddaeo acamulo de 6leo

essencial rico em citral, ao qual se deve suasripodamles medicinais (GIL et

al., 2007; GOMES et al2009).

A micropropagac¢do tem auxiliado na producédo corakrmte plantas
medicinais, através da propagacdo de mudas homemyé@&nee qualidade, na
conservacao de germoplasma, além de selecionar&ifge de interesse para a
indUstria farmacéutica (FLORES et al., 2009; MOSAY012). No entanto,
alguns fatores no processo de micropropagacaoesimdamental importancia
para as fases de multiplicacédo e enraizamentoyais g&o indispensaveis para
obtencéo de novas mudas. Dentre os fatores est&ioonutritivo, o balanco
hormonal e a disponibilidade de luz (PASA et 012).

Quanto aos meios nutritivos, seus componentes podefner
modificacBes especificas para cada espécie. rauitivitro necessita de uma
fonte exdgena de carboidratos, os quais sdo adii@nao meio de cultivo a um
nivel 6timo, pois acima ou abaixo do qual poderfate no crescimento da
planta. Os niveis de sacarose no meio nutritiMoéniciam o desenvolvimento e
diferenciacdo nos tecidos da plantula (LONDE et 2012; PIVETTA et al.,,
2010; SCHMILDT, et al., 2007).

Em muitas culturasn vitro, o crescimento e emissdo de brotos sao
intensificados com a adi¢cdo de citocininas ao ndeiccultura. As citocininas

estimulam a divisdo celular, quando em concenteagevadas, induzem a
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proliferacdo de brotacdes e inibem a formacédo tkesg FLORES et al., 2009;
MACHADO et al., 2011).

No entanto, alguns componentes do meio de culamao niveis de
sacarose e reguladores de crescimento, podem cailgamas desordens
fisiolégicas nas plantas. A hiperidricidade, amieriente chamada de
vitrificag&o, € uma desordem fisiolégica que ocomwecultivoin vitro, deixando
as plantas com uma aparéncia inchada, coloracde etaro, folhas translicidas
e baixa relacdo numero de células/ é&rea. (VASCONIEL 2012;
WHITEHOUSE, 2002).

A qualidade da luz é outro fator importante na opecopagacao, sendo
fundamental para as fases de multiplicacdo, eamranto e crescimento da
plantain vitro (BRAGA et al., 2009; PASA et al., 2012). Diferentatensidades
luminosas causam mudancas fisiolégicas e morfaddgica plantas, e seu
potencial vai depender de sua adaptacdo a essesndifs niveis (RESENDE et
al.,, 2011). Além de que, a iluminacdo adequadaenttia na sintese de 6leo
essencial (GOMES et.aR009).

Portanto, objetivou-se estudar fatores quimicosndentracGes de
citocininas e sacarose) e fisicos (intensidaderlas#) no cultivo e producédo de
constituintes volateim vitro deAloysia triphylla.

2-MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Gldtura de
Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento deicAitnra (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG. Exsasdbram depositados no
herbario do Departamento de Biologia da Universid&ederal de Lavras e

corresponde ao ndimero 19677.
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Apés a inoculacdo, todos os tratamentos foram chasitem sala de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas de luzpdéeatura de 25 + 2 °C e
intensidade luminosa de 6@mol m? s’ (excecdo para o experimento que
avaliou diferentes niveis de luz).

As determinacdes das biomassa secas da parte(B&RA) e da raiz
(BSR) nos experimentos foram realizadas por secagerastufa de circulagédo
forcada de ar a 40 °C, até peso constante, as @ expressas em

miligramas (mg).

2.1-Efeito de citocininas no cultivo e producdo deonstituintes volateisin
vitro de A.triphylla.

Segmentos nodais de aproximadamente 1 cm de coemamforam
inoculados horizontalmente em tubos de ensaio ndatd5 mL do meio de
cultura WPM suplementado com 2% de sacarose, (jé %gar e de diferentes
concentracBes de reguladores de crescimento. Qipéfdrido para 5,7 + 0,1
antes da autoclavagem.

Os reguladores de crescimento avaliados foram TiDidigzuron) e
BAP (6-benzilaminopurina) em experimentos individzgdos. Para o TDZ
avaliaram-se as concentracdes de 0; 0,125; 0,2805 @ 0,5 mg Lt e parao
BAP 0; 0,5;1,0; 1,5 e 2,0 mg'L

O delineamento experimental utilizado foi o intaiemte casualizado
constituido de cinco repeticBes, com quatro tubesedsaio contendo um
explante por repeticdo. As variaveis de respostasTt nimero e comprimento
das brotagbes, numero e comprimento das raizescemagem de
hiperidricidade e necrose, biomassas seca da péarga e raizes e analise
guimica dos constituintes volateis. Para as arsatisémicas utilizaram-se 100

mg de folhas d@. triphylla cultivadasin vitro com BAP e 30 mg com TDZ.
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2.2-Efeito de diferentes concentracbes de sacaros® crescimento e

producao de constituintes volateign vitro de A.triphylla.

Visando diminuir a porcentagem da hiperidricidades rplantulas,
segmentos nodais foram inoculados horizontalmemte teébos de ensaio
contendo 15 mL do meio de cultura WPM, suplementaio 0,6% de agar e 5,
10, 20, 30 e 40 g'tde sacarose. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1satfee
autoclavagem.

O delineamento foi inteiramente casualizado sentllivados seis
repeticbes com seis tubos de ensaio, contendo pharg® por tubo. Foram
avaliados a porcentagem de hiperidricidade de §rattura da maior brotacéo,
ndimero de brotos, comprimento da maior raiz, bicemseca de brotos e de
raizes e, andlise quimica dos constituintes vala@hpregando-se 65 mg da

amostra.

2.3- Avaliacdo das condi¢des de luminosidade na ssgeracdo de segmentos

nodais deA. triphylla.

O efeito das condigBes de luminosidade foi avaliatibzando-se
segmentos nodais de plantulas com 30 dias de @uitiwitro. Os explantes
foram inoculados em tubos de ensaio com 15 mL dio me cultura WPM,
contendo 2% de sacarose, acrescido de 0,6 % deeagaH aferido em 5,7 +
0,1 antes da autoclavagem.

Apés inoculacdo, o material foi levado para salacdescimento e
mantido nas seguintes condi¢des de luminosidade2& 317 e 69 pumol st
oriundas de lampadas fluorescente branca. Aosatbadialiou-se o nimero e o

comprimento das brota¢des, o nUmero e o comprindagagaizes, o nimero de
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folhas, as biomassas seca da parte aérea e das eai@nalise quimica dos
constituintes volateis, a partir de 80 mg da amostr

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb com seis
repeticdes contendo seis tubos de ensaio com plang& por repeticéo.

2.4-Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de varianara. ¢s parametros
quimicos empregou-se a analise de regressao @ pa@erimento de parametro
fisico as médias foram comparadas ao teste de -BRott a 5% de
probabilidade. Para variaveis necrose (BAP), nindergaiz (BAP e TDZ) e
biomassa seca da raiz (TDZ, BAP e sacarose), asdarhm transformados em
VY + 0,5. O programa estatistico SISVARFERREIRA, 2002) foi utilizado

para o processamento dos dados.

2.5-Analise da frac¢éo volatil por HS-CG/EM

Amostras de folhas da&. triphylla foram coletadas de plantulas aos 30
dias de cultivoin vitro em diferentes niveis de reguladores de crescimento
sacarose e luz. As amostras foram secas em estuiecdlacéo forcada de ar a
39+1 °C.

As analises quimicas foram re-aliadas no Laboatfei Fitoquimica do
DAG/UFLA. Para extracdo da fracdo volatil de triphylla empregou-se a
técnica deheadspaceestatico. Para isso, empregou-seo extrator/andostra
headspaceautomatico CombiPAL Autosampler Syste(@TC Analytic AG,
Switzerlangl acoplado ao sistema de CG/EM. Apéds procedimerdes
otimizacdo das condicdes operacionais foram eseides os seguintes

parametros: temperatura de incubacdo da amostid @EC durante 30 min,
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temperatura de seringa a 120 °C. Foram utilizadd®ad secas, que foram
acondicionadas em vial patsadspacede 20 mL, vedados com septo de
silicone/PTFE, até a analise; 500 da fase de vapor foram injetados na coluna
cromatogréafica. A fracdo volatil foi analisada enm uum sistema de
cromatografia em fase gasosa Agife@B890A acoplado a um detector seletivo
de massas AgilefitMSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia, EUA),
operado por ionizagdo de impacto eletrdnico a 70ee¥modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisigmassas de 40-460z
Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida-5¥?S (30 m de comprimento

x 0,25 mm de diametro interno x 0,k de espessura do filme) (California,
EUA). O gas hélio foi utilizado como gas de arrasim fluxo de 1,0 mL/min;

as temperaturas do injetor e a linha de transfexrara o MS foram mantidas
em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A temperatigial do forno foi de 60
°C, isotérmico por 1,5 min, seguido por uma rampaedperatura de 3 °C/min
até 240 °C, seguida de uma rampa de 10 °C/min 73€°Q. A injecdo foi
realizada no modsplit a uma razdo de injecdo de 1:50. As concentrac@es do
constituintes presentes na fracdo volatil foramresgas pela porcentagem de
area relativa dos picos cromatograficos.

Os constituintes da fracdo volatil foram identifioa por comparacdo
dos seus indices de retencdo relativos a co-injgedona solucdo padréo ge
alcanos (@C,, Sigma-Aldrictf, St. Louis, USA) e por comparacdo dos
espectros de massas do banco de dados da biblgt8GdEPA/NHI (NIST,
2008) e de literatura (ADAMS, 2007). O indice dengéo foi calculado usando
a equacdo proposta por (KOVATS, 1965) e para atbuaides foram
consultados indices de retencao de literaturas (MBA2007; DAVIES, 1990).
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Efeito de citocininas no cultivan vitro de A.triphylla.

Independente da concentracdo de citocinina aval@meervou-se a
emissdo de brotos axilares em todos os trataméhitpsra 1A). Os explantes
inoculados aos meios com adi¢cdo de TDZ emitiranonmaimero de brotos em
comparacdo ao tratamento controle (0 md) lque emitiu em média 2
brotos/explante (Gréfico 1). O maior nimero de dsptem média 4,5
brotos/explante, ocorreu na maior concentracidaaiza(0,5 mg L).

Figura 10. Plantulas d&loysia triphyllacultivadasin vitro. A- diferentes conceracde
de TDZ. B- diferentes concentracdes de BAP. diferentes niveis (
sacarose. D- diferentes intensidades luminosas.
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Gréfico 1. Namero de botos detriphylla cultivadas em diferent
concentracdes de TDZ: 0; 0,125; 0,250; 0,375 en@
L™ UFLA, Lavras, 2013. *Significativo pelo teste F.

Ja, a adicdio de 0,5 mg'lde BAP ao meio de cultura proporcionou um
aumento no nimero de brotacdes em relagéo ao koffigura 1B-vide pagina
82). O nimero maximo de brotos (3,52 brotos) ftimexlo na concentragéo de
0,64 mg ['. No entanto aumentando as dosagens ocorreu urésdeup na
emisséao de brotos segundo o modelo quadraticalaeécar seu menor valor na
concentracdo de 2,0 mg'l(Gréfico 2). Portanto, o TDZ mostrou-se mais
eficiente que o BAP na emissdo de brotos Aentriphylla. FLORES et al. (
2009), verificaram que os meios acrescidos cquvilde TDZ proporcionaram
maior emisséo de brotacdes em plantulas do acBB¥o de Pfaffia glomerata,
que aqueles onde foram adicionados a mesma coac@&otde BAP.
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Gréfico 2. Numero de botos d&triphylla cultivadas er
diferentes concentracdes de BAP: O; ; 0,5;
15 e 2,0 mg L UFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste F.

No entanto, a adicdo de TDZ ao meio de culturaczabgperidricidade
nos brotos (Grafico 3). As maiores porcentagenshigeridricidade foram
observadas na menor (0,125 mg) le na maior concentracéo (0,5 mg) lde
TDZ avaliadas, com médias de 85,8% e 86,5%, ragpemnte. Assim, como
para as variaveis de respostas numero e comprimeaso brotacGes, a
porcentagem de hiperidricidade apresentou um cdampento cubico. Na dose
de 0, 250 mg L de TDZ ocorreu reducdo da porcentagem de brotos
hiperidrificados, aumentando novamente a cada Org5L" adicionado ao
meio. Plantulas desenvolvidas na auséncia de TRZhigeridrificaram. De
acordo com VASCONCELOS et al2012), reguladores de crescimento
adicionados aos meios de cultura podem desencaddéperidricidade dos

brotos, principalmente quando empregadas em altazotracdes.
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Gréfico 3 Porcentagem de hiperidricidade em boto:
A.triphylla cultivadas e diferentes concentract
de TDZ: 0; 0,125; 0,250; 0,375 e 0,5 mg.L
UFLA, Lavras, 2013. *Significativo pelo teste F.

A adicao de TDZ e BAP reduziu o crescimento dosdsr¢Graficos 4 e
5). Na auséncia de TDZ os brotos alcancaram emaméda altura de 8,4 cm,
com a adic&o de 0,125 m¢ de TDZ ao meio os brotos cresceram a uma altura
média de 3,2 cm, e na maior concentrac&o (0,5 M@4& brotos chegaram, em
média, a 1,0 cm de altura. A suplementacao de BAReio de cultura também
inibiu 0 alongamento das brotacdes Ale triphylla, 0 qual apresentou um
comportamento linear decrescente com o aumentoaeentracdes de BAP. A
adicdo dessas duas citocininas ao meio de cultamabém reduziu o
comprimento de brotos defaffia glomerata(FLORES et al., 2009) e, em

Alpinia purpurata,0 TDZ induziu brotos poucos alongados (VICTORICalkt
2008).
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Grafico 4. Altura de brotos (cm) déA.triphylla cultivadas er
diferentes concentragbes de TDZ: 0; 0,125; 0
0,375 e 05 mg L UFLA, Lavras, 201!
*Significativo pelo teste F.
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Gréfico 5. Altura de brotos (cm) detriphylla cultivadas er
diferentes concentragfes de BAP: 0; 0,5; 1,C

e 2,0 mg [*. UFLA, Lavras, 2013. Significativc
pelo teste F.

A adicao de citocinina também influenciou o acundgdbiomassa seca

da parte aérea. Na auséncia de TDZ as plantulasuderam em média 55,5 mg
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de biomassa seca, reduzindo de 46,1 mg para 15,5asgdoses minima e

maxima de TDZ avaliadas (Gréfico 6).

70~
60 1 y=193,37x2- 177,095+ 57 443 R*=0,8115
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O T T
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.

Biomassa seca da parte

Concentracoesde TDZ (mg L)

Gréfico 6. Biomassa seca da parte aérea de plardakatriphylla
cultivadas em diferentes concentragbes de TD.
0,125; 0,250; 0,375 e 0,5 mg'LUFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste F.

Com relacdo ao BAP, a biomassa seca da parte aka@asceu
linearmente a medida que suas concentracdes fonamrdadas no meio de
cultura (Grafico 7). MURTI et al. (2012), verificoque o0 aumento na
concentracdo de TDZ proporcionou maior acimuloidmassa seca em brotos
deFragaria x ananassgdmorango). ASMAR et al. (2011), também observaram
um aumento na massa seca de plantulagleigha piperital., a0 aumentar a

concentracéo de BAP no meio de cultura.
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Gréfico 7. Biomassa seca da parte aérea de plardakatriphylla
cultivadas em diferentes concentracdes de BAP;5;
1,0, 15 e 20 mg L UFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste F.

A adicao de ambas citocininas ao meio causou red®slguns brotos
(Graficos 8 e 9), pois na auséncia desses regeladuiio houve plantulas
necrosadas. No entanto, a medida que as concergrdedTDZ e BAP ao meio
foram aumentadas, aumentaram-se as porcentagemotds necrosadodlo
entanto, o TDZ na maior dose utilizada (0,5 mg) lapresentou maior
porcentagem de brotos necrosados (44,1%), enqgaatao BAP, a ocorréncia
de necrose ocorreu nos dois maiores niveis adidimaos quais atingiram
porcentagem de necrose de 18,5% e 34,5% nas dodes g [* e 2,0 mg L[,

respectivamente.
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Gréfico 8. Necrose em botos deAdriphylla cultivadas er
diferentes concentragbes de TDZ: 0; O,
0,250; 0,375 e 0,5 mg'L UFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste F.
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Grafico 9. Necrose em botos de Aetriphylla cultivadas er
diferentes concentragdes de BAP: 0; 0,5; 1,0; &
mg L. UFLA, Lavras, 2013. Significativo pelo tes:
F. Dados transformados emY + 0,5 A tabel:
demonstra a correspondéncia entre 0s ve
transformados e observados.
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O numero e a biomassa seca de raizes por plantgértarfoi afetado
pela adicdo de TDZ e BAP ao meio (Gréficos 10 e Mh)auséncia do TDZ e
BAP ocorreu emissdo, em média, de 4,5 e 1,3 rafmas plantula,
respectivamente. No entanto, para ambas as ciasinhouve reducdo na
emisséo de raizes nas doses de 0,125 heg0,250 mg 'de TDZ e 0,5 mg &
de BAP. Nas demais doses de TDZ e BAP avaliadagehioibicdo na emisséo

de raizes.

25 y=23,04%% - 19,84% + 4,236 R2=0,933
o]
z
o
)
£
Z,
0 T T T 1
0 0,125 0,25 0,375 0.5
Concentracdes de TDZ (mg L)
Valor transformado Valor observado (%)
2,2 = 4,5
1,4 = 1,4
0,9 = 1,3
0,7 = 0
0,7 = 0

Grafico 10. Necrose em botos deAdriphylla cultivada:
em diferentes concentra¢bes de TDZ: 0; 0
0,250; 0,375 e 0,5 mg 'L UFLA, Lavras
2013. *Significativo pelo teste FDado:
transformados emVY + 0,5 A tabel:
demonstra a correspondéncia entre os ve
transformados e observados.
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y=0,5771%%-1,7903%+ 1,3006 R2=09873

Numero de raiz
[ R S N

e e e
== O TS o
1

0 0.5 1 1.5

12

Concentracoes de BAP (mg L)

Valor transformado Valor observado (%)
1,9 = 3,1
1,6 = 2,2
0,9 = 0,3
0,7 = 0
0,7 = 0

Grafico 11. Numero de raizes em botos Adriphylla
cultivadas em diferentes concentragbes de :BAP
0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg™L UFLA, Lavras
2013. *Significativo pelo teste F.Dados
transformados emY + 0,5. A tabela demonst
a correspondéncia entre os valores transforn
e observados.

Consequentemente, resultados similares ao numebootictes foram
observados para biomassa seca das raizes (Graficesl3). Esses resultados
indicam que altas concentracBes de TDZ e BAP inibeiormacao de sistema
radicular em plantulas dA.triphylla. Corroborando com o presente estudo,
MURTI et al (2012) observaram que a emissdo de raizes emulpléinde
Fragaria x ananassa (morango) foram aumentandoraidvel 6timo de TDZ, a
partir desse nivel um aumento na concentracdo degskador passou a inibir a

emissdao de raizes.
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y=14,62982-13,874x +3,1971 R2=0,9461
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Grafico 12. Biomassa seca de emizde plantulas
A.triphylla cultivadas em diferentes concentrac
de TDZ: 0; 0,125; 0,250; 0,375 e 0,5 md.L
UFLA, Lavras, 2013.* Significativo pelo teste F
Dados transformados ewy + 0,5.
2 -
Eﬁ y=1,0057%2 - 3,019%4x+2,0909 R2=0,9856
5 15
Z 1
é
2 0,5 1
E 0 T T T 1
=
& 0 0.5 1 L5 2
Concentracoes de BAP (mg L)
Valor transformado Valor observado (%)
1,6 = 2,1
1,1 = 0,8
0,7 = 0
0,7 = 0
0,7 = 0

Grafico 13. Biomassa seca de raizes de plantulas.tdehylla

cultivadas em diferentes concentracbes de BA
0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg 'L UFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste FDados transformados
\Y + 0,5 A tabela demonstra a correspondéncia
os valores transformados e observados.
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Andlises quimicas por HS-CG/EM demonstraram difgasn na
composi¢ado quimica qualitativa e quantitativa adisals secas de plantulas de
A. triphylla cultivadas em diferentes concentracfes de TDZ e @4belas 1 e
2). Para o TDZ foram identificados 7 constituingegmicos que representaram
mais de 95,72% da composicao quimica da fracadilvola

Tabela 1 Constituicdo quimica de plantulas ée triphylla cultivadasin vitro em
diferentes concentragdes de TDZ (0; 0,125; 0;2587®e 0,5 mg £). UFLA, Lavras,
2013.

Concentracdes de TDZ (mg ?)

COMPOSTOS IR® 0 0,125 0,250 0,375 0,5
Area % + DP

6-metil-5-hepten- 987 tr tr nd nd nd
2-ona
limoneno 1029 42,16+1,20 32,07+0,44 37,60+5,75 4483 4545,69
neral 1241  9,84+1.02 13,87+0,07 11,06%2,31 7,4*1,0 tr
geranial 1271 21,08+2.53 35,63+2.03 28,88+5,45 2241 I/5 17,06+3,78
B-cariofileno 1424 15,59+0,78 10,81+0,78 15,48+1,307,77+0,81 19,04+1,30
o-curcumeno 1486  8,12+0,77 5,27+0,06 6,99+0,71 PEBx  9,42+0,92
B-curcumeno 1515 Nd tr nd nd 5,21+0,15
Total 96,79 97,65 100 100 95,72

identificado (%)
%indice de retencao relativo a série n-alcangsQ4) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP: desvio padrao £ 2). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).

Os constituintes majoritarios das cinco concentgagie TDZ avaliadas
foram o limoneno, o citral (neral + geranial) e pecariofileno. Desses
constituintes, verificou-se que o teor de citratoacentracao de 0,125 m'd 2]
0,250 mg [* de TDZ (49,5£2,10% e 39,94+7,76%), aumentou egrasente
em relagdo aos tratamentos controle e demais ciacées de TDZ
(17,06+3,78% a 30,92+3,55%). Nos tratamentos supitaados com TDZ, nas
doses superiores a 0,125 m'd], lobservou-se diminiucdo dos teores de neral e

geranial com o aumento das doses, sendo que na dwie de TDZ (0,500
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mg.L") o teor de neral foi reduzido para quantidadesotrg 0,01%). O
contrario ocorreu com o teor decariofileno nos tratamentos suplementados
com TDZ, na menor concentracdo de TDZ o teor dessstituinte foi menor
(15,59+0,78%) e na maior concentracdo foi observadmaior teor def-
cariofileno (19,04+1,30%).

A andlise da fracdo voléatil para diferentes conesdies de BAP esta
demonstrada na tabela 2. Foram identificados 14titoimtes quimicos, o dobro
encontrado nas plantulas desenvolvidas no meio esdat TDZ, que

correspondem a mais de 95,70% da composicéo total.

Tabela 2 Constituicdo quimica de plantulas ée triphylla cultivadasin vitro em
diferentes concentracdes de BAP (0; 0,5; 1,0; 2®eng.l"). UFLA, Lavras, 2013.
Concentragdes de BAP (mg 1)

COMPOSTOS IR? 0 0,5 1,0 15 2,0
Area % + DP

1-octen-3-ol 977 2,41+0,62 1,84+0,72 2,37+0,24 tr r t
S:L“ne;"'s'hepte”' 987  4,62+0,83  4,46+164 3,80+0,19  4,01:0,07 4,96
limoneno 1029 37,69+4,16 27,75+7,68 36,84+0,48 2&H5 33,59+1,88
linalol 1101 nd tr nd nd tr
pseudolimoneno 1229 nd nd nd nd tr
neral 1242 11,78+1,63 17,50+4,37 13,03+0,17 12,98*1 14,98+1,18
cis-geraniol 1255 nd nd nd nd tr
geranial 1271 20,934+3,16 28,0846,30 22,99+0,68 &B21 26,81+2,35
acetato de nerila 1386 tr tr nd nd tr
B-cariofileno 1424 13,43+1,20 11,90+0,18 13,18+0,883,64+1,93 12,99+1,29
a-curcumeno 1486 4,98+0,31  4,22+0,23  4,51+0,35 tr 860,30
biciclogermacreno 1498 tr tr tr nd nd
B-curcumeno 1515 1,53+0,12 tr 1,96+0,47 nd nd
éxujo_de 1590 tr tr nd nd nd
cariofileno
Total 97,56 95,75 98,69 95,70 97,07

identificado (%)

%ndice de retencgao relativo a séni@lcanos (GC,) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP: desvio padram & 2). nd = ndo detectado; tr = trag®(01%).
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O maior teor de citral foi observado na menor cotregédo utilizada
(0,5 mg L'l), com uma teor médio de 45,58%. Esse resultadsefmielhante ao
encontrado nos niveis de TDZ, onde o maior teorianéé citral foi detectado
na menor concentracdo do regulador de crescimdntbcando que as
citocininas em baixa concenytracdes podem favor@séntesén vitro de citral
em plantulas dé. triphylla.

Apesar de detectadospoucos constituintes na ade&eguladores ao
meio de cultura, verificou-se a presenca dos doides considerados

majoritarios em quantidades expressivas.

3.2-Efeito de diferentes concentracbes de sacarosea reducdo da

hiperidricidade e desenvolvimento de plantulas da.triphylla.

A dosagem de 20 g“Lde sacarose intensificou a porcentagem de
plantulas hiperidricas (Grafico 14). A partir destancentracdo a porcentagem
de hiperidricidade decresceu, indicando que a dosagaxima utilizada (40 g L
") proporcionou maior nimero de plantulas sem essardem fisioldgica. Esse
resultado corrobora com WHITEHOUSE et al. (2002)e @gfirmaram que o
aumento nos niveis de carboidratos podem minimirar efeitos da
hiperidricidade.
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100 - ¥=0,0051%% - 0456652 + 10,029x+ 24,803 R2=0,9923

Hiperidricidade (%)

0 T T T T T T 1
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h

Concentracies de sacarose (g L)

Grafico 14 Porcentagem de hiperidricidade em brotos
A.triphylla cultivadas em diferentes concentracdes de sacds
10, 20, 30 e 40 g [*. UFLA, Lavras, 2013. Significativo pelc

teste F.

Outras caracteristicas foram observadas, no sewtid@ssegurar a
melhor dosagem de sacarose no desenvolvinientitro da espécie. Verificou-
se que os explantes emitiram maior quantidade desrcom o aumento na
concentracéo de sacarose até 20" ¢Gréafico 15). A partir desta concentracéo a
emissao de brotos foi reduzida, isso pode ser devikiperidricidade, pois esta

desordem proporciona uma maior liberacdo de biMASCONCELOS et al.,
2012).



Nuamero de brotacoes

Gréfico

[
h

[

h

[¥¥]

—_

Lh

[=]

y=0,000223 - 0,012622+ 0,231+ 1,6559 R2=0,915¢

¢ *

10 15 20 25 30 35 40

h

Concentracoes de sacarose (g L)

15. Numero de brotacdes deriphylla cultivadas er

diferentes concentracdeg dacarose: 5, 10, 20, 3
40 g L™ UFLA, Lavras, 2013. Significativo ao nf'
de 5% pelo teste F.

98

As plantulas apresentaram respostas quadraticas gsawvariaveis de

respostas altura da maior brotacdo, biomassa seqarte aérea, nUmero de

raizes e comprimento da raiz principal, havendo tendéncia de aumento nas

maiores concentracées avaliadas. No que se refeatiuen das brotacGes

(Grafico 16 e Figura 1C-vide pagina 82), a alturaxima foi estimada na
concentracdo de 36,6 g'LDe acordo com VASCONCELOS et(@012), a

hiperidricidade causa encurtamento nos entren@saodo hipertrofias no caule,

0 que pode explicar a menor altura dos brotos rersores concentracdes de

sacarose.
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Graficol6. Altura da maior brotacdo ddriphylla cultivada:

em diferentes concentragfes dacarose: 5,

20, 30 e 40 g L™ UFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste F.

Quanto a biomassa seca da parte aérea (GraficoptBrijtulas com
menor média de peso seco (49 mg) foi encontrademeentracdo mais baixa (5
g L"), o que pode ser devido a grande porcentagemottesthiperidrificados, e
a maior média de biomassa seca (154,9 mg) foi adima dosagem de 34,1 g
L™ Este resultado é similar aqueles observados porON@SO et al
(2003).Estes autores verificaram gBanax ginsengC.A. Meyer acumulou
maior biomassa na presenca de 30'g No entanto na dosagem de 404 L
ocorreu um pequeno decréscimo no acumulo de biemdessarte aérea das
plantulas (149,7 mg), mesmo com baixas porcentatgemmperidricidade. Para
PIVETTA et al (2010), o excesso de sacarose pode prejudicar abolisimo
das plantulas, pois inibe a sintese de clorofieduzindo a capacidade

fotossintética das culturas.
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Grafico 17. Biomassa seca de plantulas A¢riphylla
cultivadas em diferentes concentragbes d
sacarose: 5, 10, 20, 30 e 40 gL UFLA,
Lavras, 2013. *Significativopelo teste F.

O numero de raiz também foi influenciado pelo aumea dosagem de
sacarose (Gréfico 18), sendo crescente com o aagnmentoncentracdo desse
carboidrato no meio até 33,86 g.INo entanto, aumentando as doses para 40 g
L, ocorreu diminuicdo na emissdo de raizes. SCHMIL&Tal. (2007)
observaram que concentracdes de carbono abaixcima @as concentracdes
consideradas 6timas, podem ocorrer inibicdo na do@min vitro de raizes

adventicias d€arica papayal. hibrido ‘Tainung 01'.
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Gréfico 18. Numero de raizes em plantulasAdeiphylla
cultivadas em diferentes concentracbes d
sacarose: 5, 10, 20, 30 e 40 g.LUFLA, Lavras
2013. *Significativo pelo teste F.

O aumento na concentragdo de sacarose N0 meiorgimpml maior
desenvolvimento da raiz principal (Grafico 19), conédia de 1,7 cm de
comprimento na menor concentracdo (5,0 ¢ atingindo 6,3 cm na dosagem
méaxima utilizada (40 g 1), sendo o maior comprimento estimado na
concentracéo de 37,62 ¢ (6,4 cm), o que provavelmente pode ser devido ao
efeito do carbono em proporcionar crescimento doilds (CALVETE et al.,
2002). Esse resultado pode ter afetado a biomassa das raizes, pois se
verificou que quanto maior a concentracdo de saearo meio, maior acumulo
de biomassa do sistema radicular foi observaddi@@rao0).
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19 Comprimento da raiz principal de plantulas
A.triphylla cultivadas em diferges concentracgt
de sacarose: 5, 10, 20, 30 e 40 g LUFLA,
Lavras, 2013. *Significativo pelo teste F.

y=0,6965% - 4,3457 R2=0,965
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Valor transformado Valor observado (%)
1,0 = 0,5
1,3 = 1,2
3,0 = 8,0
4’4 = 19,2
4,8 = 22,5

Grafico 20. Biomassa seca de raizes de plantulastdphylla

cultivadas em diferentes concentragdes de sac
5, 10, 20, 30 e 40 g [*. UFLA, Lavras, 201:
*Significativo pelo teste FDados transformados
VY +0,5.
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Como em todas as concentragdes de sacarose asdl@ase a presenca
de pléantulas hiperidrificadas (H) e n&o hiperiddflas (NH), a fim de
estabelecer possiveis diferencas quimicas em fudesia desordem fisioldgica,
as amostras das plantulas foram separadas em HpaufdHhs andlises quimicas.

Com relagéo a andlise da fracdo volatil para plastdesenvolvidas em
diferentes concentracdes de sacarose, foram idedids 13 constituintes
guimicos que representaram 100% da constituicamicgaida fracdo volatil
(Tabela 3). Os constituintes majoritarios encatdsana ordem de eluicao,
limoneno, neral, geranialfecariofileno.

A comparacdo das andlises em plantas ndo hiparattifs com as
hiperidrificadas, identificaram diferencas qualitas e quantitativas da fracé@o
volatil. Houve reducéo de cerca de 50% nos teoee6-mhetil-5-hepten-2-ona
entres plantulas normais e hiperidrificadas, carsitdo as concentracdes de 10
a 40 g ' de sacarose. Na concentracdo de 5 glé sacarose esse constituinte
n&o foi detectado nas plantas hiperidrificadas cbizcentracdo de 5 mgtlde
sacarose também ndo foi detectado a presenca dmialenas plantas
hiperidrificadas. Ainda na menor concentracoaatila (5 g [') ndo se detectou
a presenca de neral em ambas as plantulas. E gaatiferencas quanlitativa
verificou-se a deteccdo dus-geraniol em plantulas ndo hiperidrificadas na
concentracdo de 10 g'Le dop-curcumeno nas plantulas hiperidrificadas na

concentracéo de 40 g'L
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Tabela 3 Constituicdo quimica de plantulas d& triphylla normais (N) e
hiperidrificada (H) cultivada@ vitro em diferentes concentragdes de sacarose (5; 10,

20,30e40gt).

CONCENTRACAO DE SACAROSE (g L)

PLANTA CONSTITUINTES IR ® 5 10 20 30 40
Area%
N E-3-penten-2-ona 5,78 nd nd nd 1,52
H . 12,99 2,93 nd nd nd
N 1-octen-3-ol 977 3,72 4,20 3,29 nd nd
H 7,52 3,53 nd 0,95 0,87
N 6-metil-5-hepten-2- 987 7,6¢€ 8,46 7,5¢ 4.4C 4,47
H ona nd 3,86 3,13 2,82 2,49
N limoneno 1028 49,70 42,62 43,12 40,44 35,83
H 60,5¢ 50,8 35,3¢ 34,9¢ 30,11
N linalol nd 2,18 nd nd nd
H 1101 nd nd nd nd 0,82
N nera 1242 nd 8,5C 8,7¢ 13,3t 13,27
H nd 8,32 13,25 14,30 11,48
H cis-geraniol 1255 n_d 1,_18 _nd _nd _nd
N geranial 1271 6,39 14,21 14,51 25,48 23,07
H nd 14,68 25,21 29,84 24,00
N acetato de neri 1386 nd 1,2z nd nd nd
H nd nd nd 1,64 1,31
N B-cariofilenc 1424 19,1¢ 10,81 16,2¢ 12,4¢ 15,1«
H 11,3( 11,3( 17,2( 11,4: 18,1:
N a-curcumeno 1486 7,54 4,58 6,48 3,87 4,80
H 4.5¢ 4 5¢ 5,8¢ 4,0z 5,3€
N biciclogermacren - - - - -
H 1499 nd nd nd nd 2,77
N B-curcumen nd 2,02 nd nd 1,8¢
H 1515 nd nd nd nd 2,6€
Total identificado N (%) 100 100 100 100 100
Total identificado H (%) 10C 10C 10C 10C 10C

®indice de retencio relativo a série n-alcanesGf) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP: desvio padram& 1). nd = ndo detectado; tr = trag®(01%).

Entre as diferencas quantitativas mais consides&estacam o maior
teor de citral (N- 38,83%, H-44,14%). O limonenc48,70%, H-60,56%) e o
B-cariofileno (N- 19,19%, H-11,30%) foram detectader® maior teor em
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plantulas cultivadas com 5 g'lLde sacarose, e a concentragdo de 10'g L

favoreceu um maior teor para o 6-metil-5-heptema-o

3.3- Avaliacéo das condi¢bes de luminosidade na meracdo de segmentos

nodais deA. triphylla.

As plantulas deA. triphylla sofreram influéncia das diferentes
intensidades luminosas para a maioria das vari@eilsadas (Tabela 4). Para
nimero de brota¢des ndo houve diferencas sigivésapara as intensidades de
luz avaliadas. No entanto, as maiores plantulasvigiquelas desenvolvidas nas
duas maiores intensidades (47 eu@®l m2s®) com altura média de 6,8 e 7,0
cm, respectivamente (Figura 1D- vide pagina 82nténsidade de 6@mol m
2 s também proporcionou maior nimero de folhas portplas, o que pode ser
favoravel, ja que o 6leo essencial da espécie amstinulado em suas folhas
(GIL et al.,, 2007). Nesta intensidade também homaior acumulo de
biomassa seca da parte aérea, com peso médio deg221

Tabela 4 NUumero de broto (NB), tamanho do maior broto (F&tB), niUmero de folhas
(NF) e biomassa seca da parte aérea (BSPA) entbestaeA. triphyllacom 45 dias de
cultivo, exposta a diferentes intensidades lumiaoS&LA, Lavras, 2013

Intensidade luminosa (umol m“.s)  NB TMB NF BSPA

13 2,8¢ 4,1¢ 16,5¢ 85,6«
28 29¢ 541t 26,1 160,91
47 3,2¢ 6,8¢ 27,0t 167,41
68 3,2¢ 7,0¢ 304e 2214

"Médias seguidas de mesma letra mindsculas na caoldoadiferem significativamente
entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de sighifaia

As diferentes intensidades luminosas também infiaeam o
desenvolvimento radicular de plantulasAletriphylla, poisapresentaram efeito
semelhante aquele observado para o nimero de Hiabsla 5). Ndo houve

diferencas estatisticas para 0 numero de raizes.eManto, as maiores
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intensidades (47 e 6@mol m?s?) proporcionaram maior desenvolvimento da
raiz principal, com média de 4,2 e 4,5 cm de camgmto, respectivamente.

A intensidade de 6@mol mi%s® favoreceu maior acimulo de biomassa
seca do sistema radicular. As menores intensidagdemosas inibiram o
crescimento do sistema radicular Ae triphylla in vitra A luz utilizada na
cultura de tecidos é um dos fatores que interfeream multiplicacdo e
enraizamentdn vitro da plantula, e muitas vezes ndo favorece a indecao

desenvolvimento de raizes (PASA ef 2012; RADMANN et al., 2003).

Tabela 5.Numero de raiz (NR), comprimento da raiz princif@RP-cm) e biomassa
seca da raiz (BSR) de brotagbes Aletriphylla com 45 dias de cultivo, exposta a
diferentes intensidades luminosas. UFLA, Lavrag 320

Intensidade luminosa fimol m?.s%) NR CRP BSR
13,14 29a 28b 53c
27,79 3,6a 29b 11,3b
47,03 3,8a 4,2 a 17,2 b
69,00 39a 45 a 226 a

"Médias seguidas de mesma letra mindsculas na caoléoadiferem significativamente
entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de sighifiia.

A qualidade da luz na micropropagacdo € fundamemata
multiplicacdo, enraizamento e crescimento da plantéitro (BRAGA et al.,
2009; PASA et al., 2012pendo assim, a avaliacao de diferentes intensidizle
luz é um fator importante no crescimento e desenmehto do vegetativo, pois
seu éxito depende da sua adaptacdo a um determinadale luz (RESENDE
et al., 2011).

A analise da fracdo volatil identificou a presenigal9 constituintes
guimicos, representando mais de 98,95% da confmosital. Os constituintes
majoritarios foram limoneno, o citral (neral + gaed) e op-cariofileno (Tabela
6).
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Verificou-se que o teor de citral (25,46%; 30,038;45% e 36,18%),
respectivamente, apresentou uma tendéncia de amment o aumento dos
niveis de luz. O mesmo foi observado para o 6-rBetiépten-2-ona. Ja para os
constituintes minoritarios-zingibereno, biciclogermacreno fecurcumeno, a
medida que os niveis de luz aumentaram, seus tonesiiram discretamente.

De acordo com GOMES et.4R009), o cidrao é adaptavel a ambientes
luminosos, e uma luminosidade adequada influenciaeor de 6leo essencial

da planta.
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Tabela 6 Constituicdo quimica de plantulas ée triphylla cultivadasin vitro em

diferentes diferente intensidade de luz (13; 28469 umol m?s"). UFLA, Lavras,
2013.

NIVEIS DE LUZ ( umol m?s?)

COMPOSTOS IR? 13 28 47 69
Area%+DP
E-3-penten-2-ona a 0,43+0,13 1,38+0,07 0,62+0,16 6940),16
1-octen-3-ol 977 4,59+0,77 2,70+0,66 2,19+40,50 (066
G'me“"gr'lgepte”'z' 987  2,95:0,36  3,04+051  3,6840,33  5,23+1,02
mirceno 991 tr tr tr tr
limoneno 1029 31,69+1,21 32,01+1,95 33,30+3,51 34344
linalol 1101 1,23+0,05 1,1740,12 1,23+0,07 1,5140,4
trans-verbenol 1183 tr 0,59+0,01 0,74+0,11 0,7230,2
pseudolimoneno 1229 0,73%0,15 0,59+0,00 0,53+0,06 r t
neral 1242  9,35+0,48 11,1741,20 12,32+1,86 13,24Rx2,
cis-geraniol 1255 1,11+0,13 1,02+0,25 1,02+0,10 4600019
geranial 1271 16,11+1,35 18,86+2,52 21,13+2,86 2£2A9D1
acetato de nerila 1386  1,09+0,09 1,25+0,08 1,3%*0,11,25+0,07
B-cariofileno 1424 14,61+0,66 14,50+0,98 11,95+1,861,72+2,22
a-humuleno 1460 0,53+0,04 0,52+0,04 tr tr
a-curcumeno 1486 6,89+0,17 6,03+0,41 5,13+0,07 4675
a-zingibereno 1497  1,45+0,04 1,09+40,29 1,07+0,28 6480865
biciclogermacreno 1500 2,76%1,43 0,81+0,14 0,6630,2 nd
B-curcumeno 1515  2,25+0,33 1,49+0,38 1,12+0,44 j(0[0; 723
Oxido de cariofileno 1590  1,40+0,08 1,60+0,15 1608 1,30+0,07
Total "zoe/;‘)“f'cado 99,19 99,80 99,44 98,95

®indice de retencio relativo a série n-alcanesdf) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padrao £ 3). nd = ndo detectado; tr = tragoQ,01%).

a: identificacdo NIST.
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3.5- CONCLUSAO

Para o cultivdn vitro deA. triphyllaindica-se a inoculagéo de explantes
em meio de cultura WPM ausente de citocininas 40 g L'* de sacarose, os
guais devem ser mantidos na sala de crescimento @@pmol mZ.s* de luz,
para o melhor crescimento das plantulas e proddgd@levados teores de

limoneno e citral.

AGRADECIMENTOS: FAPEMIG, CNPq e CAPES, pelo auxilio financeiro e

concessao de bolsas de estudo.
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