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RESUMO GERAL

Hyptis suaveolené uma planta medicinal, cujo 6leo essencial passtidades
antimicrobinana e téxica para insetos. Objetivowasaliar condicdes para o
cultivo e producdo de constituintes volataisvitro de H. suaveolensNa
primeira etapa avaliou-se: 1) MS; MS/2 e MS/4 ertorfal com quatro
concentracBes de sacarose: 7,5; 15; 30 e 4br@.lgerminagéo de semenims
vitro; 2) MS/2 e MS/4 em combinacdo com 20; 25; 30; 85 45 g.I' de
sacarose no estabelecimento de segmentos apinagaés; 3) a orientacdo do
explante (horizontal ou vertical); 4) 2MS, MS, M¥2MS/4 no crescimento
vitro; 5) porcentagem de pegamento na aclimatizacdaondalss em casa de
vegetacdo. A germinacdo de sementes em MS e M&#2,16 e 30 g.L de
sacarose, respectivamente, apresentaram melharvdbsmento de plantulas.
No entanto, as concentracdes de 7,5 e 1% delsacarose tiveram o mais rapido
tempo médio de germinacéo (6 e 7 a 8 dias respentinte). Os meios MS/2 e
MS/4, ambos com 30 g'.lLde sacarose, foram os melhores meios para o
estabelecimento de segmentos apicais e nodais.ectagmente. Para
crescimentan vitro, 0 MS/2 proporcionou conjuntamente maior biomassa
de folhas e de raizes de plantulas, e as analisdsFCG-EM detectaram mais
compostos volateis para MS/4 e MS/2. A orientacéozbntal do explante
proporcionou melhores resultados. Houve 90% daeptagem de pegamento
na aclimatizacdo de plantulas com Tropstratd®HXa segunda etapa avaliou-
se: 1) TDZ e BAP, com 0; 1 e 2 m¢.km interacdo com 0; 0,5 e 1 mg.te
ANA; e 0; 0,05;0,1; 0,2e 0,4 mg?Lde BAP em interagdo com 0 e 0,25 mg.L
'de AIA; 2) densidades de fluxo de fétons (13; 2B;e469 pumol ni*s?); 3)
qualidades espectrais de luz [LED: azul, vermebmaarela, branca, verde,
azul:vermelha (4:10), azul:vermelha (10:4) e ammmelha (7:7); e luz
fluorescente com intensidade de 47 pmofst,]; 4) a influéncia de diferentes
ambientes na producdo de constituintes volateidn{plas originadas de
sementes cultivadai® vitro por 70 dias em MS com 15 ¢'lde sacarose,
plantulas originadas de segmentos vindos da cassgitacdo cultivadas
vitro em MS/4 com 30 glde sacarose por 60 dias, plantas com 90 dias
cultivadas em areia com fertirrigacdo em casa detaedo e plantas cultivadas
em canteiros com terra). Observou-se um efeito tivegaas citocininas e
auxinas na formacgéo de novos brotos. Plantula/adés em 47 e 69 umol m
%5 tiveram maior crescimenia vitro, mas a maior intensidade de luz inibiu a
sintese de alguns compostos volateis. A luz floemte causou maior inibicao
na producdo de constituintes volateis e no crestioneegetativo. LEDs azul,
vermelha, branca ou combinacdes de vermelha conh iaztementaram
variaveis de crescimento. A producdo de const#gintolateis é altamente
influenciada pelo tipo de ambiente de cultivo erdgerial propagativo.

Palavras-chave: Propagagécwitro. Fracao volatil. Planta medicinal.



ABSTRACT

The Hyptis suaveolenss a medicinal plant, its essential oil has anti-
microbial activities and toxic to insects.This st@med to assess conditions for
the cultivation and production of volatile constitisin vitro H. suaveolendn
the first step were evaluated: 1) MS, MS/2 and Mi®/4actorial with four
sucrose concentrations: 7.5; 15; 30 and 40 gfLseed germinatioim vitro; 2)
MS/2 and MS/4 in combination with 20; 25; 30; 38;ahd 45 g.Eof sucrose in
the establishment of the apical and nodal segm@&jtthe explant orientation
(horizontal or vertical); 4) 2MS, MS, MS/2 and MSthe growthin vitro; 5)
percentage of fixation in the acclimatization oddkings in the greenhouse. Seed
germination in MS and MS/2, with 15 and 30 §.bf sucrose respectively
showed better seedling development. However, theadrations of 7.5 and 15
g.L™ of sucrose had fast average time of germinatiorarfd 7 to 8 days
respectively). The means MS/2 and MS/4, both witty3.* of sucrose were the
best means for establishing the apical and nodpgheets, respectively.For the
growthin vitro, the MS/2 provided jointly higher dry biomass bétleaves and
roots seedlings and analysis by HS-GC-MS detectex molatile compounds
for MS/4 and MS/2. The explant horizontal orierdati provided better
results.There was 90% percentage of fixation odiraatization of seedlings
with Tropstrato HR. In the second stage were evaluated:1) TDZ and, BAR
0; 1 and 2 mg.L in interaction with 0; 0.5 and 1 mg-lof NAA and 0; 0.05;
0.1; 0.2 and 0.4 mg:Lof BAP in interaction with 0 and 0.25 mg-lof 1AA;2)
photon flux densities (13; 28; 47 and 69 umotst);3) spectral qualities of
light [LED: blue, red, yellow, white, green, blued (4:10), blue:red(10:4) and
blue:red(7:7); and fluorescent light with intensif 47 pmol nifs']; 4) the
influence of different environments on the prodostiof volatile constituents
(seedlings originated from seeds grawrvitro for 70 days in MS with 15 gt
of sucrose, seedlings originated from segments rgiintom greenhouse grown
in vitro in MS/4 with 30 g.L* of sucrose for 60 days, with 90 days grown in sand
with fertigation in greenhouse and plants growmaiised beds with soil).There
was a negative effect of cytokinin and auxin in fbemation of new shoots.
Seedlings grown at 47 and 69 pmofghhad a higher growtm vitro, but the
higher intensity of light inhibited the synthesissome volatile compounds.The
fluorescent light caused greater inhibition in tpeoduction of volatile
constituents and vegetative growth.LEDs blue, wddte or combinations of red
with blue increment growth variables.The productidnvolatile constituents is
highly influenced by the type of growing environrhand propagation material.

Keywords: Propagatioim vitro. Volatile fraction. Medicinal plant.
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1 INTRODUCAO GERAL

Desde os primérdios da humanidade as plantas meaiigao utilizadas
por seres humanos para tratar doencas. Plantasiosapesdo as principais
fontes de metabdlitos secundarios que sdo usadgu@mtos farmacéuticos,
agroguimicos, alimenticios e perfumes. A buscarmmos produtos quimicos
derivados de plantas com aplicacdes Uteis é impertdesde que seja pautada
no uso racional e sustentavel da biodiversidadeRRPUSAMY, 2009).

Técnicas de cultura de tecidos de plantas tém satta vez mais
aplicadas as plantas medicinais, em particular papgopagacdo em massa,
conservacdo de germoplasma, estudos de metabébmmdarios e para o
melhoramento genético (NALAWADE; TSAY, 2005). Espdwmente, a
micropropagacdo de plantas medicinais tem sido ndifla devido a
possibilidade de produzir um grande nimero de atamtomogéneas e com
elevada qualidade sanitéria, além da possibilidedeonservacdo das espécies
em bancos de germoplasma, garantindo a manutengabiadiiversidade
(NICOLOSO; MALDANER; FLORES, 2006).

Hyptis suaveolens(L) Poit (Lamiaceag® € um arbusto utilizado,
popularmente no Brasil, para o tratamento de domgfgccdes e gripes
(SANTOS et al.,, 2007). Além disso, diversos trabaliém evidenciado o
potencial fungitéxico do O6leo essencial dessa éspgGHAFFARI,
GHASSAM; PRAKASH, 2012; SHARMA; VERMA, 2004; TRIPAT
SHARMA; SHARMA, 2009).

A propagacéo del. suaveolens realizada principalmente por sementes,
0 que ocasiona alta variabilidade genética, afetandomposicdo quimica do
Oleo essencial e, possivelmente sua atividadedia@@dAZEVEDO et al., 2001;
MARTINS; SANTOS; POLO, 2006). Estudos realizados diveira et al.
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(2005) demonstraram um elevado grau de variab#idaa teor e composicdo
guimica de 6leos essenciaistlesuaveolensonforme a origem geografica.

A propagacadn vitro € uma abordagem alternativa para os métodos
tradicionais de propagacao, pois permite a proddeguantas homogéneas com
menor variacdo quantitativa e qualitativa de sulzid ativas, o que possibilita
um aumento na qualidade das drogas vegetais obtdagartir delas
(NALAWADE; TSAY, 2005).

Como a resposta morfogenética é fortemente infiladagelo gendtipo,
é fundamental que seja realizado o estabelecingenton protocolo adequado a
cada espécie.

Portanto, objetivou-se avaliar diversas condi¢clas @ propagacao e

producao de constituintes volateisvitro deH. suaveolens
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos botanicos deyptis suaveolens (L.) Poit

O génerdHyptis, pertencente a familiaamiaceae possui cerca de 400
espécies de plantas (MISHRA et al., 2011). E bsstdistribuida no Cerrado
brasileiro e apresenta grande diversidade morfcddghAZEVEDO et al., 2002;
SOUZA et al., 2002).

A espécieHyptis suaveolengFigura 1) tem como centro de origem a
india, mas é também distribuida nas regides tripicdio sendo comumente
encontrada nas regides subtropicais e nem acii@@m de altitude (MISHRA
et al., 2011).

Figura 1 Plantas dd. suavelensultiaas em casa de vgetagéo empregando sistema
de fertirrigacdo:a) visdo geral do canteiro de fertirrigacdo) planta H.
suaveolengertirrigada;c) detalhe do habito da planta. UFLA, Lavras, 2013
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Conhecida no sul e no sudeste do Brasil como eamadon, no nordeste,
como bamburral. No México é cohecida coalnda de colimachia gorda,chia
grande, conibare goyohuali(MARTINS; SANTOS; POLO, 2006).

Caracterizada como uma erva ereta anual, geralrhientde altura, mas
dependendo do ambiente pode chegar até 3 m (LOREMETOS, 2002;
SHARMA; RAGHUBANSHI, 2009). Seus caules sdo ranaifios,
semilenhosos, sendo tetrangular e pubescente, cmwmas glandulares
entremeados. As suas folhas sdo simples, opostasépveas, em ambas as
faces pubescentes, entremeadas com tricomas glaesluSuas nervuras sao
proeminentes na face abaxial, a margem foliar ke@@a, possui apice agudo,
base cordiforme, l&mina ovada e s@o muito arongtiexala um cheiro
mentolado caracteristico quando esmagadas. Asfleues sdo bem pequenas,
sésseis, e sao protegidas por bracteas filifordesgor azulada, que se relinem
em pequenos grupos nas axilas foliares do apiceaduoss. O seu florescimento
se da normalmente nos meses de dezembro a abtiKGHIIEKWU et al.,
2005; LORENZI; MATOS, 2002). E uma espécie, praier@mente alogama,
porém apresenta autopolinizacdo como estratégiaddptacdo as condicdes
inOspitas a troca de material genético (MARTINSNI®S; POLO, 2006).

Suas sementes sdo polimorficas, caracterizandorsementes leves ou
pesadas. As sementes leves dispersam melhor anejgnbr isso, a propagacéo
e a colonizacdo de novos ambientes é facilitadaeManto, aquelas sementes
maiores apesar de serem menos dispersiveis, ptmente formam um banco
de sementes persistente, devido a maior dispatadéi de reservas, com isso
podem ter um importante impacto no estabelecimdatplantula, melhorar a
competitividade da muda e, normalmente, tém umaomerobabilidade de
mortalidade. Com isso, as mudas se tornam maisigaisd tolerantes a seca, a
baixa disponibilidade de nutrientes e ao desfolmme (SHARMA,
RAGHUBANSHI, 2009).
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Estudos filogenéticos realizados por Pastore et @&011),
reclassificaram Hyptis suaveolensque foi transferida para o género
Mesosphaerum Portanto, atualmente o nome correto da refergfzéae é
Mesosphaerum suaveolefls) Kuntze. O nome antigo foi mantido no titula d
presente dissertacdo, pois as informacfes da s#idasdo dessa espécie foram

recebidas ap0s as assinaturas das atas de defessédote trabalho.

2.2 Caracteristicas Agrondmicas

Hyptis suaveoleng considerada como erva daninha em todo mundo,
sendo invasora, principalmente, de lavouras deongllde pastagens, é também
uma das mais sérias invasoras das florestas sehgifdlias da india
(CHUKWUJEKWU et al., 2005; SHARMA; RAIZADA; RAGHUBASHI,
20009).

Ela é encontrada em uma variedadéndeitats como trilhos, estradas,
montes de florestas abertas e clareiras floregtamde infestar fortemente
terras, particularmente, em substratos aridos leosos (CHUKWUJEKWU et
al., 2005). Segundo Sharma, Raizada e Raghuba230®)H. suaveolegem
preferéncia por solos alcalinos, arenosos e aoehssas.

Segundo Sharma e Raghubanshi (2009), a plasticittadeescimento e
as caracteristicas reprodutivas em diferehsitats sdo algumas estratégias
gue poderiam fazéi. suaveolensomo uma espécie invasora bem-sucedida.

A presenca de outras espécies habitatse as caracteristicas do solo
também pode trazer uma resposta plastica, inflaedoi 0 desempenho de
crescimento dél. suaveolensatravés da competicao e outros efeitos indiretos,
além de habitats variaveis. De acordo com Sharmaghubanshi (2009) é
necessaria uma investigacao mais aprofundada atdavéxperimentacao situ
para que se saiba caracteristicas importantesipabidm manejo da espécie.
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2.3 Composicdo quimica volatil délyptis suaveolens

Os oOleos essenciais sdo metabdlitos secundarios camposicdo
volatil, produzidos por plantas. Acredita-se quenetabolismo secundario é
gerado por rotas ativadas em alguma situacdo éispede crescimento ou
desenvolvimento, ou em alguma situacastiesscomo o ataque de herbivoros
e limitagcdes nutricionais, por exemplo, (SIMOEST&HER, 1999); atuando
como um sistema de defesa da planta. Ja o metabglismario esta envolvido
com as rotas essenciais da vida do vegetal.

A constituicdo dessas substancias quimicas volfeisentes nos 6leos
essenciais é complexa; sendo formada de classéstel®s de acidos graxos,
mono e sesquiterpenos, fenilpropanonas, alcodigsjdils e, em alguns casos,
por hidrocarbonetos alifaticos, entre outros (SiLstAal., 2003).

Um Oleo essencial é definido, internacionalmen@mna o produto
obtido por hidrodestilagéo, destilagdo a vapor estih¢do seca, ou por um
processo mecanico adequado sem aquecimento (exs)Gie uma planta ou de
algumas de suas partes (EUROPEAN PHARMACOPEIA, R0@B oleo
essencial, portanto, estd no ambito mais geratai@id volatil de uma matriz
vegetal, sendo que essa envolve uma série de abmadagens de amostragens
e técnicas, comheadspacearomas, fragrancias, e extratos obtidos por mieio
técnicas especificas (RUBIOLO et al., 2010).

O conceito ‘'fracdo volatil' portanto, define umastuia de compostos
volateis de uma matriz de origem vegetal que pedamostrado por causa da
sua capacidade de vaporizacdo espontanea ou salic@s adequadas; e
frequentemente em artigos esses conceitos (Olem@ake composicdes por
headspace ndo sédo distinguidos ou sdo comparados diretanel® forma
errbnea (RUBIOLO et al., 2010).



24

O 6leo essencial das folhastdesuaveolensobjeto de diversos estudos,
€ constituido, principalmente, por mono-, sesquiiterpenos e apresenta uma
grande diversidade quimica (SYAMASUNDAR et al., 2D1Sendo sintetizado
e armazenado em tricomas glandulares (SILVA e2@03).

Diversos estudos tém mostrado que o 6leo essdateidl suaveolens
apresenta uma grande diversidade quimica (AZEVEDD,2002; AZEVEDO
et al.,, 2001; CONTI et al., 2011; MOREIRA et alQ1D; OLIVEIRA et al.,
2005; SYAMASUNDAR et al., 2012; ZOGHBI et al., 2008s principais
constituintes quimicos, relatados em algumas titegig, e seus respectivos

teores estdo sumarizados na Tabela 1, e suasiegsrgtiimicas na Figura 2.
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Tabela 1 Variacdo na composi¢do quimica do 6leenesd deH. suaveolens
determinado por literaturas anteriores

. Area (%)
n° Compostos ~ o™ B C D E = G H |
(1) sabineno 4,9 3-31 1-16 10-19 1-16 0,5-1 2 27 1-21
(2) limoneno 0,7 4-18 0-8 4-36 0-13 3-4 - 6 -
(3) PB-felandreno - 1-18 0-6 - - - - - -
(4) 1,8-cineol 7,9 0-15 1-28 315 1-28 16-28 48 05 1-38
(5) y-terpineno 1,2 05-17 01 317 02 06-10 - 3 0-2
-mentha-2,4-
(6) '(08)_ priul . 020 02 09 005 - - -
(7) terpinen-4-ol - - 1-4 1-7 1-3 0,3 1 5 1-3
(8) fenchona tr - - - - 0-10 - - 0-3
(9) endoefenchol 0,8 - - - - 9-30 03 - -
(10) terpinoleno 0,2 - - - - - - 12  0-16
(11) pB-cariofileno 41,1 - 1-15 49 1-19 2-3 5 17 7-37
(12) germacrenoD - - 19 210 19 7-9 5 - 0-1
(13) Diciclo- - 213 1412 513 112 1112 2 3 05
germacreno
(14) espatulenol - - 922 25 922 16-19 1 1 0-1

*N: nimero correspondente as estruturas quimicaxala Figura 2** Referéncia
Bibliografica - 6leo essencial proveniente d®: partes aéreas, Malasia (DIN et al.,
1988); b) partes aéreas em estadio vegetativo , 11 acessmdG brasileirog) partes
aéreas em estadio de frutificacdo, 9 acessos @ebvebileiro (AZEVEDO et al.,
2002);d) partes aérea em estadio vegetativo, 7 acessosdOdrrasileiro (OLIVEIRA
et al., 2005)e) partes aéreas em estadio de frutificacdo, 7 ase3smado brasileiro
(AZEVEDO et al., 2002)f) partes aéreas estadio de florescimento, 2 acassdsste
do Para-Brasil (ZOGHBI et al., 2008)) folhas, Paraiba- Brasil (MOREIRA et al.,
2010):h) folhas, Italia (CONTI et al., 2011j); partes aéreas, india (SYAMANSUDAR
et al., 2012). tr: traco. — ndo relatado.
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Figura 2Estruturas quimicas dos principais constituintesnigos do 6leo essencial de
H. suaveolensconforme descrito na Tabela 1

Os teores de 6leo essencial também variam conforimeal de colheita
da planta, como 0,035% (Vicosa, Brasil); 0,09% 4%, (diversas localidades
da India) e 1,5% (Nigéria) (MARTINS; SANTOS; POLO2006;
SYAMASUNDAR et al., 2012). Tais variagGes podemrogncomo respostas a
variabilidade genética intraespecifica, condi¢cdabiantais, épocas de colheita,
condi¢Bes de cultivo, tipo de solo e parte da platitizada (HAY; SVOBODA,
1993).

Segundo Azevedo et al. (2002), a latitude é umpioxipais fatores
ambientais que influenciam a composicdo quimicadldm essencial déd.
suaveolensOs sesquiterpenos sao produzidos, principalmemdatitudes mais

baixas, enquanto que em monoterpenos mais altas.
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Estudos de Martins, Santos e Polo (2006) reafimaarelacdo entre
componentes do Oleo essencial He suaveolense fatores edaficos. A
disponibilidade nutricional e a idade da plantaforfatores importantes para a
variacdo da composicao e do teor de 6leo essamiglantas cultivadas no sul
de Minas Gerais, Brasil. Esses autores observamiores teores de éleo (0,4%)
em plantas deficientes em NPK (2,2 & fosforo; 26 g/thde potéssio e 0
g/m® de nitrogénio) e colhidas com 135 dias, quandopesaram com plantas
adubadas (28,3 g de cloreto de potassio; 497,8fgsfi@o de célcio; 235 g de
sulfato de aménio; 100 ghe potéassio; 500 ghwle fésforo e 250 g/inde
nitrogénio), colhidas aos 60 dias (0,16 a 0,30 BEgntre os constituintes
identificados cita-s@-felandreno (2,29-3,96%-T-bergamoteno (0,43-5,98%),
y-cadineno (0,99 - 8,41%), espatulenol (3,48 — 28)6@lobulol (4,14-14,85%),
a-cadinol (2,81 - 7,13%) e, os diterpenosabietatridd, 47 — 4,95%),
desidroabietol (2,23 — 16,8%) e abietol (0,61 2%8

Andlises quimiométricas do Oleo essencial das paatreas deH.
suaveolensem estadio vegetativo, proveniente de 11 acesso<eatoado
brasileiro, permitiram distinguir 3 quimiotipop-menta-2, 4 (8)-dieno;
limonenof-felandrenof-terpineno e  germacreno  D/biciclogermacreno
(AZEVEDO et al., 2001). Ja a avaliacao quimiométdo 6leo essencial de sete
acessos dél. suaveolengm estadios vegetativo, florescimento e frutificaca
também provenientes do Cerrado brasileiro perrdgntificar cinco grupos de
populagbes distinguidas pela fase de crescimentelegados teores de
biciclogermacreno e terpinen-4-ol (grupo 1); sahindégrupo 2); 1,8-cineol
espatulenol (grupo 3); limoneng;terpineno eo-ocimeno (grupo 4) eE-
cariofileno (grupo 5) (AZEVEDO et al., 2002).

Outro aspecto a se considerar na composi¢cdo quivaicail de H.
suaveoleng a complexidade quimica de seu 6leo essenciati €oal. (2011)

identificaram a presenca de 56 constituintes quispicendo constituido de
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64,1% de monoterpenos, 24,0% de sesquiterpeno% 8¢ monoterpenos
oxigenados, 2,4% de sesquiterpenos oxigenadosassesteor de diterpenos e
derivados nao terpénicos, 0,3 e 0,2%, respectivieaneiohgbi et al. (2008)
identificaram 47 constituintes quimicos, dentre oipsesqui- e diterpenos, em
16 amostras de Oleos essenciaisHlesuaveolensoletados no nordeste do
estado do Para, Brasil. Martins, Santos e Polo gR06entificaram 65
constituintes quimicos, sendo os sesquiterpengeados a classe de terpenos
mais representativa dessa composicao quimica. (lRay lado, Syamasundar et
al. (2012) identificaram 48 constituintes quimicosm predominancia de

monoterpenos.

2.4 Propriedades bioldgicas delyptis suaveolens

H. suaveoleng tradicionalmente usada para o tratamento decidésc
do trato respiratério, gripes, resfriados, dorebrd, colicas e doencgas da pele
(CHUKWUJEKWU et al., 2005).

Alguns usos tradicionais tém sido confirmados Eiudos cientificos,
tais como atividades antimalaria (CHUKWUJEKWU et, a2005); anti-
inflamatéria (GRASSI et al., 2005); antinocicepti(@®ANTOS et al., 2007);
anti-hiperglicémica (MISHRA et al., 2011); gastroftora (VERA-ARZAVE
et al., 2012); hepatoprotetora e citoprotetora (GHARI; GHASSAM;
PRAKASH, 2012). Para a comprovacao dessas ativilaiferentes extratos ou
substancias isoladas foram avaliados, no entammior enfoque em estudos de
atividade microbioldgica, empregaram os Oleos esaisnobtidos das folhas de
Hyptis suaveolengor hidrodestilagdo (ASEKUN; EKUNDAYO; ADENIYI,
1999; MALELE et al., 2003; MOREIRA et al., 2010HARMA; TRIPATHI,
2008; TRIPATHI et al., 2009).
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O dleo essencial das folhas d¢ suaveolensmostrou atividade
antibacteriana a 5 mg/mL cont&taphylococcus aureudJCH511), Bacillus
cereus Echerichia coli(NCTC 7001) Psedomonas aeruginog®/CH655) e
Candida albicans(ASEKUN; EKUNDAYO; ADENIYI, 1999). Significativa
atividade antimicrobiana contMucor sp foi observada para o 6leo essencial de
H. suaveolensrico em B-cariofileno (26,0%),8-elemeno (10,4%)transo-
bergamoteno (7,7%), espatulenol (7,0%) ebiciclogeremo (6,5%), quando
comparado ao cetoconazol (MALELE et al., 2003).

Inoculacéo artificial dé-usarium oxysporurh spgladioli em bulbos de
Gladiolusspp. (Tourn.) L. (gladiolo) foram tratados com eabéssencial dd.
suaveoleng armazenados entre 4 a 12 semanas. As dose§ pé&/onte 0,4
uL/cn?® foram suficientes para inibir completamente o éresntoin vitro do
fungo e inibir completamente a germinacdo do conidéspectivamente. Na
avaliacdo da eficicia vivo, todos os tratamentos com o 6leo (0,6, 0,8, 1,@e
uL/cn?) apresentaram forte reducdo das UFC (unidades aftoras de
colénias). Com 1,2 pl/cintanto para 1 e 2 semanas, nenhuma UFC foi
observada ap6s armazenagem de 4 semanas. O triataroem 1,0 pl/crh
resultou em baixissima UFC, ap0s periodos de amaazento de 4 e 12
semanas (SHARMA,; TRIPATHI, 2008).

Em outro trabalho Tripathi, Sharma e Sharma (20@#&liaram o
crescimento e a morfogéneisevitro de Fusarium oxysporunf.sp. gladiolos
agente causador da podridao dos bulbos cultivaseg8veis de gladiolo, frente
a aplicacdes de diferentes doses do 6leo essedeidfl. suaveolens A
fungitoxicidade foi avaliada por meio da porcentagele inibicdo do
crescimento radial utilizando fonte de alimentag@mtendo o 6leo e ensaio da
atividade volatil. O crescimento micelial foi corafmente inibido a 0,998 e

0,748 pg/mL de 6leo, respectivamente, na fontdideatacio contendo o 6leo
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e no ensaio da atividade volatil. O 6leo esseroiatonsiderado fungicida na
concentracao de 1,247 e 0,998 pg/mL, respectivament

A atividade antiAspergillus do 06leo essencial das folhas dt
suaveolendoi estudada por Moreira et al. (2010). Os auta@sfirmaram a
eficacia do 6leo essencial na inibicdo do crescimdeAspergillus parasiticus
e A. fumigatuscom base na concentragdo inibitéria minima, comaefo
fungicida minima, crescimento micelial e alterag@eerfologicas. O 6leo
essencial mostrou forte atividade antifungica, apdd a sua possivel utilizacéo
como uma alternativa para o tratamento terapéaécinfecgbes causadas por
espécies daspergillus

Jaya e Dubey (2011) demonstraram ddie suaveolensapresentou
atividade antifiingican vitro pronunciada (acima de 90 %) contra o toxigénico
Aspergillus flavusSNSt em 1 pL/mL. A concentracdo minima inibitéialC)
foi de 1,2 pL/mL e a concentracdo fungicida miniid&C) foi de 1,5 pL/mL.

A fumigacdo de amostras de trigo armazenado corfe@ tdmbém mostrou
notavel protecao (90,91 %).

Sitophilus granarius(L.) (Coleoptera: Dryophthoridae) € umas das
pestes mais danosas que atacam grdos armazenadoando. Conti et al.
(2011) demonstraram que a dose de 0,4 uL do oEaneisl deH. suaveolens
por inseto matou em 24 hor& granarius As pesquisas desses autores
indicaram que esse 6leo apresentou toxicidade gruato e atividade repelente
em baixas doses.

O 6leo essencial dd. suaveolensambém tem sido estudado quanto a
sua potencial atividade repelente e inseticidaradatvas deAedes albopictus
Skuse, um mosquito que causa uma severa doencaropakconhecida como
‘chikungunyal Nas maiores dosagens (450 e 400 ppm), a modalidaval foi
de 98,33% e 93,33%, respectivamente. Terpinolenerfcontrado como sendo

0 composto puro mais eficaz.
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2.5 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica comdgraaplicacdo na
agricultura. Nessa técnica, pequenos fragmentdscios vivos (explantes) sao
isolados de um organismo vegetal, desinfestadadt@arlos assepticamente,
por periodos indefinidos em um meio de cultura addg (ANDRADE, 2002).

Segundo Kerbauy (1997), a regeneracdo dos explantestro é
fundamentada na capacidade da proliferacao ddssékegetais organizarem-se
em tecidos e, eventualmente, em plantas completas.

Entretanto, dentre as células vegetais somentenalgdelas respondem
a inducéan vitro. Essa habilidade de resposta a um estimulo ir@uisando a
um processo de desenvolvimento é nomeada como t&mefre (TORRES et
al., 2000).

De acordo com Andrade (2002), existem fatores gfstam a
regeneracam vitro, entre eles estdo: o genétipo da planta, a famexglantes,
e a condi¢do da cultura, como meio de cultura, \lagjlhame, reguladores de
crescimento e etc.

Dentre as aplica¢gBes da cultura de tecidos, a gagda vegetativin
vitro ou micropropagacao é a aplicagdo mais préaticauelagle maior impacto
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). E uma técnica rapidgue permite
uma producédo de mudas uniformes e sanitizadas pat@®seduzido, além de
uma grande escala desses clones da planta matriz.

Outra técnica de grande importancia na culturaedielés é a extracao
dos metabdlitos secundarios de plamtasgitro. Pois, sdo varias as funcbes e a
importancia dos metabdlitos secundarios para GssS@V0S, porém existem
alguns entraves, pois apesar dos grandes avancoguimaica sintética,
comumente a extracdo dos metabdlitos secundaripladtas ainda é feito pelo
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cultivo convencional das plantas. As plantas oéidas de bibtipos especificos
podem ter muitas dificuldades para crescer foraaies ecossistemas locais, e
também ha uma grande dificuldade de algumas plamttasultivo em grande
escala devido a sua suscetibilidade a patdgenosifeacnose pardypericum
ou Arnica montani (FUMAGALI, 2008). Outro fator é a baixa produtiade
de alguns metabolitos secundarios extraidos dagpteaho cultivo convencional.

Devido a problemas relacionados ao cultivo de pkmedicinais pelo
método convencional, como a desuniformidade datalaxiste a necessidade
de desenvolver sistemas alternativos de producém,celtivo de células e
tecidos vegetais tem sido considerado como umrmsdstie alto potencial desses
problemas (MARASCHIN; VERPOORT, 1999). A cultura cidulas, tecidos e
Orgdos é vista por cientistas e biotecnologistasocama maneira alternativa
para produzir os correspondentes metabdlitos sédasd FUMAGALI, 2008).

Além disso, para cada espécie € necessario selesgbum protocolo
especifico e mais adequado, e isso envolve vatosek. Fatores intrinsecos ao
material propagativo e ao processo, como genédégstado fisioldgico e manejo
da planta matriz, idade e posicdo dos explantesrilesmcdo de subculturas,
microambiente dentro dos frascos de cultura e balaguantitativo dos
reguladores vegetais sdo alguns fatores que deselevados em consideracéo
(COSTA et al.,, 2006); além disso é necessario algrontroles ambientais
especificos como o da irradiacdo, a qualidade déchres de luz, por exemplo)
e também a temperatura.

A luz € um fator de fundamental importancia parap&mtas na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetatiAs respostas
morfofisiolégicas das plantas ndo dependem apemaseatenca, atenuacdo ou
auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidadnosa (LARCHER,

2004) e da duragéo desta (fotoperiodo).
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Os reguladores de crescimento também influenciabrestaneira o
crescimento e desenvolvimerntovitro. O crescimento e a morfogéneseritro
sdo fatores regulados pela interacdo e balancoegpgadores de crescimento
existentes no meio de cultura, principalmente asia citocininas (GEORGE;
SHERRINGTON, 1984), além da influéncia enddgena.

Botrel (2012) demonstrou que a cultura nodaHgetis marrubioideé
um meétodo eficiente para a propagacgédo clonal, pmsinterfere na composicao
guimica da fracdo volatil quando comparada comtataobtidas de cultivos
convencionais. Em inoculacdo em meio MS semissohido auséncia de
regulador de crescimento, os melhores resultadasnfobtidos: com volumes
maiores de meio (40 mL) do que em relacdo aos resnvalumes (10; 20 ou 30
mL), pois proporcionaram aumento do nimero de tafisanho e biomassa seca
de parte aérea e raiz. A orientacdo do segmental miedforma horizontal em
relacdo ao vertical produziu maior crescimentonadd de biomassa seca e
namero de brotacdes axilares. No entanto, as fé@&ntwiundas de segmentos
apicais apresentaram maior taxa de multiplicagadtro no 3° subcultivo, em
relacdo aos segmentos nodais e @e Z subcultivos. As andlises quimicas de
Oleo essencial dessa espécie no cultivo em caraga, de vegetacaoire vitro
nao indicaram alterag@es significativas na compas&teores de constituintes.

Coldea et al. (2011) investigaram os efeitos: deguladores de
crescimento [6-benziladenina (BA), cinetina, 2iZTe ANA], os efeitos do
meio MS modificado (contendo 10 mM de NH45 mM de NQ, e
suplementado com 2iP, BA, cinetina e ANA), e desdmidutores [acido
jasmonico (JA) e acido salicilico (AS)], no creseimto das plantas e acumulo
de hipericinas (hipericina e pseudohipericina) petiorina em culturas de
brotos deHypericumhirsutume HypericummaculatumOcorreu aumento da
producdo de hipericinas ekt. maculatume hiperforina ermH. hirsutumem

meios suplementados com BA (0,4 mg) lou cinetina (0,4 mg 1), enquanto
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houve a diminuicdo de ambos metabdlitos secundaras ambas espécies em
presenca de TDZ (0,4 mg™). Além disso, TDZ induziu malformactes
hiperidrica e necrose de brotacdes. O cultivdHdenaculatumem meio MS
modificado resultou em cerca de duas vezes madamugéo de hipericinas, e
um aumento de 6,16 vezes na producao de hiperfenirid. hirsutum Dos dois
elicitores, AS, foi mais eficaz em estimular a aolagdo de hipericinas. Em 50
pm, AS estimulou a producdo de hipericina (7,98e8k2 pseudo-hipericina
(13,58 vezes) del. hirsutum e, a 200 um, aumentou a producéo de hipericina

(2,2 vezes) e pseudo-hipericina (3,94 vezesiHemaculatum
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RESUMO

Hyptis suaveolen$ uma planta medicinal popularmente usada no
tratamento de afeccBes do trato respiratorio, grideres, febre e doencas da
pele. Seu Oleo essencial tem sido muito estudadatimalade antifingica,
antimicrobiana e toxica ou repelente de insetoget@bu-se avaliar condi¢des
para o cultivoin vitro e producdo de constituintes volatés vitro de H.
suaveolens Foram avaliados diferentes fatores de cultivo vitro em
experimentos independentes: 1) os meios MS; MS¥2S&1 em fatorial com
guatro concentracdes de sacarose: 7,5; 15; 30 g.L4’Ona germinagdo de
sementes; 2) 0s meios MS/2 e MS/4 em combinacd®6o125; 30; 35; 40 e 45
g.L" de sacarose no estabelecimento de segmentossapicabdais; 3) a
orientacéo do explante (horizontal ou vertical)meio MS/4 com 30 g.t de
sacarose; 4) os meios 2MS, MS, MS/2 e MS/4 com .BG de sacarose no
crescimento das plantulas; 5) a porcentagem demgega na aclimatizacdo das
mudas em casa de vegetacdo. A germinacdo de ssneemtmeio MS com 15
g.L" de sacarose, e em MS/2 suplementado com 30 g¢é sacarose
apresentaram melhor desenvolvimento de plantula® @&htanto, as
concentracdes de 7,5 e 15 Qdle sacarose tiveram o mais rapido tempo médio
de germinacéo (6 e 7 a 8 dias respectivamentepnéentracdo de 30 g'lde
sacarose no meio MS/2 para o segmento apical i@ para o nodal,
favoreceram o crescimento das plantulas durantase fle estabelecimento.
Entretanto, devido a menor fragilidade recomenda-ssegmento nodal no
estabelecimentdn vitro. No meio de crescimento, 0 MS/2 proporcionou
conjuntamente maior biomassa seca de folhas (182 de raizes (4,91 mg)
de plantulas. Andlises por HS-CG-EM detectaram majoantidade de
compostos volateis para os meios MS/4 e MS/2, seallmenoE-cariofileno,
germacreno D e biciclogermacreno os constituintga maior teor na fracéo
volatil. A orientacdo horizontal do explante praponou melhores resultados.
Houve 90% de sobrevivéncia na aclimatizagdo detydlm com o substrato
comercial Tropstrato HAem casa de vegetacao.

Palavras-chave: Sais do MS. Sacarose. FracadolvBi@pagacam vitro.
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ABSTRACT

H. suaveolenss a medicinal plant popularly used in treatingpieatory
illnesses, colds, aches, fever and skin diseasesedsential oil has been
extensively studied in the activity antifungal, iamitrobial and repellent or toxic
of insect. This study aimed to assess conditiomsctdtivation in vitro and
production of volatile constituenis vitro H. suaveolensDifferent factors were
evaluatedn vitro in independent trials: 1) the means MS; MS/2 avi&/4 in
factorial with four sucrose concentrations: 7.5; B® and 40 g.Ll seed
germination; 2) means MS/2 and MS/4 in combinatidth 20; 25; 30; 35; 40
and 45 g.[* sucrose in the establishment of the apical andinsegments; 3)
the explant orientation (horizontal or vertical) mmeans MS/4 with 30 gl
sucrose; 4) the means 2MS, MS, MS/2 and MS/4 @Gthy.L ! sucrose in the
seedling growth; 5) the percentage of fruit sehimacclimatization of seedlings
in greenhouse. Seed germination in means MS withy.I3 sucrose, and in
MS/2 supplemented with 30 g'Lsucrose showed better seedling development.
However, concentrations of 7.5 and 15 Y.kucrose had the fastest mean
germination time (6 and 7 to 8 days respectivélyle concentration of 30 g'L
sucrose in mean MS/2 for the apical segment anthén MS/4 for nodal
collaborated for seedling growth during the estdilient phase. However, due
to lower fragility is recommended nodal segméntvitro establishment. In
growth medium, MS/2 provided jointly higher dry biass of leaves (13.92 mg)
and roots (4.91 mg) of seedlings. Analysis by HSH@E detected a higher
amount of volatile compounds in means MS/4 and M®@ng sabinene,
E-caryophyllene, germacrene D and bicyclogermactieeconstituents with
higher content in the volatile fraction. Horizontalentation of explant provided
better results. There was 90% of survival on aafiration of seedlings with
commercial substrate Tropstrato Pl the greenhouse.

Keywords: MS salts. Sucrose. Volatile fractitmvitro propagation.
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1 INTRODUCAO

Hyptis suaveolen$ uma planta medicinal popularmente usada no
tratamento de infec¢Bes gastrointestinais, cokcder, e também no tratamento
de infeccbes da pele (CORREA, 1931). O seu Gleenesd é muito estudado
devido as amplas atividades biolégicas encontradda®rsos estudos relatam
atividades antimicrobinana e toxica ou repelente inlgetos (ASEKUN;
EKUNDAYO; ADENIYI, 1999; CONTI et al., 2011; MALELEet al., 2003;
MOREIRA et al., 2010; SHARMA; TRIPATHI, 2008; TRIPAII; SHARMA;
SHARMA, 2009).

A propagacdo dessa espécie € realizada, principsmeor sementes, 0
gue ocasiona alta variabilidade genética, afetanctamposicdo quimica do dleo
essencial e, possivelmente sua atividade biol6GdZEVEDO et al., 2001;
MARTINS; SANTOS; POLO, 2006).

Como solugdo a esse problema ocasionado pela Niddde da
propagacao sexual, a micropropagacao permite aiggiodde plantas uniformes
e, em grande escala. Essa técnica tem demonstiagibegmportancia pratica e
potencial nas areas agricola e florestal, bem com@esquisa basica (LOPES,
2011). Além disso, atualmente ha exigéncias pelocade de materiais
botanicos com alta qualidade fitossanitaria, adfigplidade de matéria-prima
uniforme e de forma continua (KARUPPUSAMY, 2009; NBUR, 2012),
sendo isso obtido com a cultura de tecidos vegetais

E importante estabelecer condicdes 6timas paraesmigie, a fim de se
ter sucesso no cultivin vitro. Isso depende de varios fatores intrinsecos ao
material propagativo e ao processo como, o gendtpestadio fisioldgico, o
manejo da planta matriz, a idade e posicdo dosaetgd, o microambiente

dentro dos frascos de cultura e a interacdo doglaggres de crescimento
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vegetal, ficando sob a responsabilidade do pesdpisacontrola-los
adequadamente durante toda a manipulacdo (COS3IA 2006).

Além disso, estudos sobre a expressdo de metabéktcundariosn
vitro tém explorado as respostas fisioldgicas, morfobigie bioquimicas frente
aos fatores biolégicos, quimicos e fisicos queaafetas culturasn vitro
(COLDEA et al.,, 2011; CONSTABEL, 1990; MANSUR 201ROUT;
SAMANTARAY:; DAS, 2000; VIJAYA et al., 2010).

Embora existam diversos trabalhos relacionadosatitwicdo quimica
volatil deH. suaveolen$AZEVEDO et al., 2002; MARTINS; SANTOS; POLO,
2006; MISRA et al., 1981; MOREIRA, 2010; MUKHERJERMUKHERJEE;
GOSH, 1984; OLIVEIRA et al., 2005; PEERZADA, 19HANA et al., 2004)
e, alguns sobre o seu cultivo em diferentes amiBe(MARTINS; SANTOS;
POLO, 2006; SILVA et al, 2012), pouco ha na litera sobre a
micropropagacao e analise de constituintes voldesisa espécie vitro.

Portanto, objetivou-se avaliar diferentes condig@escultivoin vitro,
aclimatizacdo e analise de constituintes volateldyptis suaveolens in vitro
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Qigtura de
Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento deicéignra (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, Bradixsicatas foram
depositadas no Herbario ESAL (Herbario do Depandnele Biologia da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, Brasil) o registro 20475, e
também no Herbario SPF (Herbério da Universidad&ate Paulo, Sdo Paulo-
SP, Brasil), sob 0 nome de coleta H. B. Andrad&RHF), (Anexo A), onde o
nome da planta esta atualizado de acordo com daedtPastore et al. (2011).

As plantas matrizes originadas de mudas a partiseteentes foram
cultivadas em canteiro na casa de vegetacao dot@epmnto de Agricultura da
UFLA localizado a 918 m de altitude, esses comadmiada, empregando um
sistema de fertirrigacdo uma vez ao dia. A solugétdtiva empregada continha
as seguintes fontes e concentracdes dos sais (mgds): CaNQ;: 760;
NH,SO,: 225; KCI: 400; MgSQ 375; Tenso Ferfo 44; Mn SQ: 6,72;
HBO;: 3,28; ZnS@ 0,56; CuSQ@ 0,36; NaMq: 0,05 e Mono amoénio fosfato
(MAP): 110. A casa de vegetacgao, situada nas coad#es geograficas 210 14'S
e 45°00 W.

A coleta dos explantes foi feita durante o outoAs. condi¢cdes de
cultivo para todos os experimentos foram em salacdescimento com
fotoperiodo de 16 h de luz, temperatura de 25 £2f@ensidade luminosa de 32
pmol m2s™.

As determinacBes da biomassa seca da parte aésEA R da raiz
(BSR) nos experimentos foram realizadas por secagerastufa de circulagédo
forcada de ar a 40°C, até peso constante, as du@BE expressas em
miligramas (mg).
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2.1 Efeito das concentracdes de sais e sacarosenesin de cultura MS na
germinacdo de sementes deyptis suaveolensin vitro

As sementes da espécie foram obtidas de plantaizesatultivadas no
Horto Medicinal da Universidade Federal de Lavras.

Antes da desinfestacdo, as sementesl.dsuaveolendoram tratadas
com cal para retirar o excesso de mucilagem. Emidegas sementes foram
desinfestadas com alcool 70 % por 30 segundosjdeede enxague em agua
destilada e, posteriormente, mergulhadas em umac&wlaquosa de agua
sanitaria comercial a 50 %, sob agitacdo por 15w Em camara de fluxo
laminar, as sementes foram lavadas cinco vezes gua dlestilada e
autoclavada.

A germinacao de sementesvitro deH. suaveolenfoi avaliada em trés
concentracbes de sais do meio MS (MURASHIGE; SKOQ@62): MS
completo; MS/2; e MS/4, e quatro concentracfesadarsse: 7,5; 15; 30 e 40
g.L™

A seguir, as sementes foram inoculadas em tubesskio contendo 15
mL de meio de cultura. Em todos os meios acresentae 0,6 g.t de agar e
0 pH foi ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da autogkva

O delineamento experimental utilizado foi o intaiente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro concergsagg® sacarose (7,5; 15; 30 e
40 g.L'Y) e trés concentragdes de sais (MS, MS/2 e MSHjaGratamento foi
constituido de 32 tubos, com uma semente em caddalente avaliou-se a
porcentagem de germinacao, que foi consideradaaapésergéncia da platula e
abertura dos foliolos e da radicula desta, pardlaulo do tempo médio de
germinagéo (Tm), utilizando-se a férmula de EdmenBrapala (EDMOND;
DRAPALA, 1958).
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Aos 38 dias, foram avaliados: as porcentagens otbeegvéncia e
germinagdo; o comprimento da parte aérea (cm)ldoasassas secas da parte

aérea, da raiz e total (mg).

2.2 Efeito das concentragfes de sais e sacarosene®io de cultura MS para
0 estabelecimentan vitro de segmentos nodais e apicais Hgptis
suaveolens

As plantas matrizes oriundas de sementes coletexdBl®rto de Plantas
Medicinais da UFLA foram cultivadas em casa de tag® com sistema de
fertirrigacdo. Para o estabelecimeirtovitro de segmentos nodais e apicais de
H. suaveolensplantas com 60 dias foram tratadas com 2'deLDiurorf, trés
vezes por semana. Segmentos nodais e apicais, aoobosl cm, foram
desinfestados em agua corrente por 20 minutostadag em uma solugdo com
agua sanitaria comercial a 25%, por 15 minutoscBmara de fluxo laminar, os
explantes foram lavados cinco vezes em agua distlautoclavada.

Observacdes de um experimento preliminar, que avaimeios (MS;
MS/2 e MS/4) e 2 concentracdes de sacarose (5 @20 indicaram que
plantulas cultivadas nos meios MS/2 ou MS/4 supigatos com 20 gt de
acucar tiveram um melhor crescimento. Com issoanfiormontados 2
experimentos independentes, sendo um com segmemal ® outro com
segmento apical. Ambos os experimentos constitufi@mm esquema fatorial 2
X 6, sendo dois meios (MS/2 e MS/4) e seis conaedés de sacarose (20; 25;
30; 35; 40 e 45 gt). Os explantes nodais e apicais com o tamanho afa 1
foram inoculados na orientacao vertical em tubosrgaio com 15 mL de meio
de cultura. Em todos os meios acrescentaram-sé 6de agar e o pH foi
ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado

constituido de dezesseis tubos por tratamentoeedatum explante por tubo.
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Foram avaliadas aos 30 dias: a porcentagem devedgbreia, 0 comprimento de

brotac6es (cm) e as biomassas secas das brotdgéeajzes e total (mg).

2.3 Orientacéo de inoculagdo do segmento nodal ne@scimentoin vitro de
H. suaveolens

Apds o estabelecimentin vitro, visando avaliar a influéncia da
orientacdo do explante, segmentos nodais com 1,0demcomprimento,
provenientes de plantulas pré-estabelecidas, fareculados em tubos com 15
mL do meio de cultura MS/4, contendo 30tk sacarose, acrescido de 6°g.L
de agar e o pH foi aferido em 5,7 + 0,1 antes tlaclvagem.

Os tratamentos consistiram nas orientacdes hoakantvertical dos
segmentos nodais. O delineamento experimentalnfeiramente casualizado
com dez repeti¢cbes constituidas de quatro tubosepeticéo.

Aos 30 dias avaliaram-se as seguintes variaveiseral de brotagdes,

comprimento das brotacdes (cm) e biomassas segarttaaérea, da raiz e total
(mg).

2.4 Efeitos das concentracdes de sais no meio déwa MS no crescimento
in vitro deH. suaveolens

Verificada a melhor orientacado de inoculacéo ddaswp, avaliou-se o
melhor meio para o subcultivo da espécie. Segmemtdais de plantulas d¢
suaveolengoram inoculados na posicdo horizontal, em quatrecentracdes de
sais do meio de cultura MS: 2MS, MS, MS/2 e MS#dpt contendo 30 gide
sacarose. Em todos os meios acrescentaram-se @,6ifade o pH foi aferido
em 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem.

O delineamento foi inteiramente casualizado, sentilzados cinco
repeticées com quatro tubos contendo um explantanfravaliados aos 30 dias:
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a porcentagem de sobrevivéncia, 0 nimero e o corapto das brotacdes (cm),
as biomassas secas das brotacbes e das raizesnélise auimica dos

constituintes volateis.

2.5 Aclimatizacéo

Plantulas com 60 dias de idade foram aclimatizagias casa de
vegetacao sob sombrite de 50%.

As tampas do tubo de ensaio contendo as plantatasnfretiradas e
permaneceram por 48 horas. ApoOs esse periodo f&vas-raizes das plantulas,
retirando assim o meio de cultura e transferiussplantulas para tubetes com o
substrato Tropstrato HA Avaliou-se aos 30 dias a porcentagem de pegamento

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varianciengarados: ao
teste de Duncan a 5% de probabilidade, em relaggifatores principais; e pelo
teste de Tukey Kramer quando houve interacfes estfatores. O programa
estatistico SAS versdo 9.2 (SAS INSTITUTE, 2008) ditlizado para o

processamento dos dados.

2.7 Andlise quimica da fracdo volatil por HS-CG/EM

Amostras de foliolos dil. suaveolengoram coletadas de plantulas aos
30 dias de cultivdn vitro nos meios MS, MS/2 e MS/4, do experimento de
meios de crescimento (item 2.4). Nao foi realizadalise no meio 2MS devido
a morte dos explantes. As amostras foram secastfa ee circulagédo de ar a
39°C.
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As andlises quimicas foram realizadas no LabomtliFitoquimica do
DAG/UFLA. Para extracdo da fragdo volatil He suaveolenempregou-se a
técnica deheadspaceestatico. Para isso, utilizou-se do extrator/aradsir
headspaceautomatico CombiPALAutosampler SysteffCTC Analytic AG,
Switzerlanyl acoplado ao sistema de CG/EM. Apds procedimerdes
otimizacdo das condicdes operacionais foram eseides os seguintes
parametros: temperatura de incubacdo da amosti®@eEC durante 30 min,
temperatura de seringa a 110 °C. Foram utilizaBa®i@ de foliolos secos, em
duplicata, que foram acondicionadas\dal paraheadspacele 20 mL, vedados
com septo de silicone/PTFE; 500 da fase de vapor foram injetados na coluna
cromatogréfica. A fracao volatil foi analisada em sistema de cromatografia
em fase gasosAgilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas
Agilent® MSD 5975C Agilent TechnologiesCaliférnia, EUA), operado por
ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em modoedara, a uma velocidade
de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de maesd9-400 m/z. Utilizou-se
uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30extdmprimento x 0,25 mm
de diametro interno x 0,2Bm de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas
hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxe &0 mL/min; as
temperaturas do injetor e da linha de transfergraia o MS foram mantidas em
230 °C. A temperatura inicial do forno foi de 6Q %guido por uma rampa de
temperatura de 3 °C/min até 220 ° C, seguida derampa de 10 °C/min até
250 °C. A injecao foi realizada no mosiglit a uma razao de injecdo de 1:10. As
concentracdes dos constituintes presentes na fradii foram expressas pela
porcentagem de area relativa do cromatogramadetgins.

Os constituintes da fragdo volatil foram identifloa por comparagéo
dos seus indices de retencéo relativos a coinjggdona solucdo padréo de
alcanos (C8-C20Sigma-Aldrici®, St. Louis, USA) e por comparagdo dos
espectros de massas do banco de dados da biblit8FAEPA/NHI (NIST
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SPEECH GROUP WEBSITE, 2008) e de literatura (ADAR&)Q7). Os indices
de retenc¢édo foram calculados usando a equacaordderaDool e Kratz (1963)
e para as atribuicbes foram consultados indicegetincdo de literaturas
(ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito das concentracdes de sais e sacarosenaio de cultura MS na
germinacdo de sementes déyptis suaveolensin vitro

Como pode ser observado na Tabela 2, a concentds;d0 ¢.[' de
sacarose influenciou negativamente a porcentagem gdeminacdo e
sobrevivéncia das plantulas. Devido ao grande nairder parcelas perdidas
nessa concentracdo, ndo foi feita a andlise ditatido crescimento das
plantulas para esses tratamentos. As concentrafesais e sacarose sao

limitantes para a germinacao e sobrevivéncia dagydhsin vitro.

Tabela 2 Porcentagem de sobrevivéncia de plan{te®), porcentagem de
germinacdo (%G) e tempo médio de germinacdo (Ts)die
sementes deHyptis suaveolencom 30 dias de cultivan vitro,
oriundas de sementes, em funcdo de diferentes mwacées de
sacarose e sais do meio MS. UFLA, Lavras, 2013

Tm %G %S
Sacarose (g/L)
MS MS2 MS4 MS MS2 MS4 MS MS2 MS4
7,5 6 Aa 6 Aa 6Aa 90 97 94 16 60 77
15 8Aa 7ABa 7Aa 87 87 97 72 78 72
30 14Ba 13Ca 13Ba 75 91 91 62 47 62
40 24Cbh 16Ca 21Cab 31 28 4 31 19 34
Ccv 20 - -

As médias seguidas pela mesma letra mailscula lnaace minUscula na linha néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste deyikamer, a 5 % de significancia.

As concentracbes de sais do meio MS, com excec@melds
suplementados com 40 ¢-b&o influenciaram no tempo médio de germinacio
da semente. No entanto, os tempos médios menoreggedminacao,
independente da concentracéo de sais do meio, fumaroncentracdes de 7,5 e
15 g.L". Nessas concentracfes os tempos médios de gefimifaaam 6 dias e
de 7 a 8 dias, respectivamente (Tabela 2). Soared. €2009) obtiveram
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melhores resultados com a concentracdo de I5dplsacarose em trabalhos
com mangabeiraHancornia speciosa

Com excecdo dos meios suplementados com 40 dd sacarose,
observou-se valores maiores ou iguais a 75% naiigecap das sementes lde
suaveolens in vitroindependente das concentragfes de sais nos (ieiosla
2). Provavelmente, o excesso de sacarose do mdiacelar (a alta
concentracdo de solutos) limitou a absor¢éo de pglaasemente, devido a alta
pressdo osmética (TAIZ; ZEIGER, 2009). A menor @nmcdo de soluto,
portanto disponibiliza mais dgua para embebi¢@eeti@ente, sendo importante
para iniciar a mobilizacdo de reservas e retomamardscimento do eixo
embrionario dessa, favorecendo assim a germinagss®es meios.

Estudo com diferentes concentra¢ces de sais nom8tSnfluenciaram a
germinagdoin vitro de timbé Derris uruc) (CONCEICAO, 2000). Na
germinagaan vitro de sementes de ipé-amarelaljebuia serratifolipos meios
de cultura MS e WPM, também nao tiveram efeitosifagtivos (NERY et al.,
2008). No entanto, corroborando com o presentaestOastro et al. (2011)
observaram diminuicdo na germinacéo vitro de palma-doce Nopalea
cochenillifer (L.) SalmDyck) com o aumento da sacarose.

Apés a germinacao, as plantulas tiveram um maisemelvimento nas
concentracdes de 15 e 30 §.de sacarose. Plantulas em meio MS completo e
com baixo teor de sacarose (7,5 .lapresentaram a menor porcentagem de
sobrevivéncia. Isso pode estar relacionado a lspimatidade de carboidrato, o
gue reduz a disponibilidade de substrato para tas mossintéticas da planta.
Conforme Taiz e Zeiger (2009), na maioria das pkait sacarose € o principal
acucar translocado e a forma de carbono que a imaitms tecidos nao
fotossintéticos importa, ela pode ser consideratdaoc verdadeiro substrato de

acUcar para a respiracéo vegetal.
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Os dados de acumulo de biomassa seca confirmabsas/a¢des acima
(Tabela 3).

Tabela 3 Biomassa seca de brotagBes (BSB—mg), bfans@ca de raizes (BSR-
mg), biomassa seca total (BST-mg) de plantulddygeis suaveolens
com 30 dias de cultivin vitro, oriundas de sementes, em funcéo de
diferentes concentracdes de sacarose (S) e saiedoMS. UFLA,
Lavras, 2013

S BSB BSR BST
(9L) MS WMS/2 MS/4 MS MS/2 MS/4 MS MS/2  MS/4

15 13,7Aa 8,4Bb 9,8Ab 8,0Aab 7,0Bb 9,7Aa 21,7Aa 15,5BH9,5Aab
30 55Bc 12,5Aa 8,6ABb 22Bc 9,9Aa 6,0Bb 7,4Bc 22,4Ad4,6Bb
40 - - - - - - - - -

Cv 30 37 30

As médias seguidas pela mesma letra mailscula lnaace minUscula na linha néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste deyikamer, a 5 % de significancia.

Sementes germinadas em meios MS (13,7; 8,0 e 21g7/ m
respectivamente) e MS/4 (9,8; 9,7 e 19,5 mg) priodoplantulas com maior
biomassa seca de brotos, raizes e totais comcamnacdo de sacarose de 15
g.L™. No meio MS/4 ndo houve diferenca estatisticamsigeificativa entre as
concentracdes de 15 ou 30 §de sacarose para a biomassa seca de brotos. No
meio MS/2 as maiores médias foram obtidas na pgas#® 30 g.L de sacarose,
com 12,3 mg para a biomassa seca de brotacdo,gp@ura a biomassa seca de
raiz e 22,4 mg para a biomassa seca total.

Ao contrario das concentra¢des de sacarose, asrdoagdes de sais do
meio MS n&o influenciaram o comprimento de bro@@em diferencas néo
significativas estatisticamente e ndo havendoagfe entre os fatores, a média
de comprimento de brotos em relacéo aos sais do M8ifoi de 2,03 cm. J4,

para as concentracdes de sacarose houve diferestssticas, as melhores
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médias foram em 7,5 ou 15 ¢.[2,5 e 2,4 cm), em comparacdo a 1,5 cm em
30g.L* de sacarose.

Durante o cultivoin vitro, as concentracdes de sais e aclcares que
compdem os meios de cultura ndo exercem soment® efetritivo, mas
também a influéncia direta no crescimento celulaa enorfogénese por meio de
propriedades osmdéticas (GEORGE, 1996). Rdrasuaveolendoi possivel
determinar que concentragdes de sacarose entre305gd-" proporcionaram
melhor crescimento para o cultiiovitro, ja que as concentracdes de 7,5 ou 40
g.L™" de sacarose apresentaram resultados inferiores.

Resultados similares foram observados por Brauml.e{2010) em
cultivo in vitro de plantulas oriundas de sementes de beterBdia ulgaris.

Os meios de cultura suplementados com 15 e 30 delLsacarose também
proporcionam plantulas mais vigorosas e o com madtimulo de biomassa
seca.

Portanto, para a germinaclovitro de sementes ddyptis suaveolens
indica-se tanto o meio de cultura MS suplementamo &5 g.I* de sacarose,
quanto o meio MS/2 suplementado com 30'gle sacarose.

3.2 Efeito das concentracdes de sais e sacarosene®io de cultura MS para
0 estabelecimentan vitro de segmentos nodais e apicais Hg/ptis
suaveolens

A) Segmento Apical

De acordo com a Tabela 4, em concentracdes mai@resacarose 0
acumulo de biomassa de brotos foi maior. A sacaéose principal aclcar
translocado pela planta e a forma de carbono goiaria dos tecidos nao
fotossintéticos importa (TAIZ; ZEIGER, 2009). A auaade de substrato
disponivel para a planta realizar seus ciclos dessiitese, com certeza

influencia no seu acimulo de biomassa.
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Tabela 4 Biomassa seca de brotos (BSB mg) e biensass total (BST-mg) de
plantulas deHyptis suaveolens in vitrcom 30 dias de cultivo oriundas
de segmentos apicais, em func¢éo de concentracG@ssdgo meio MS
e de sacarose. UFLA, Lavras, 2013

Sacarose (g/L) BB BST
MS/2 MS/4 MS/2 MS/4

20 14,63 Ba 11,80 Ba 14,85 Ba 11,95 Ba
25 14,80 Ba 12,56 Aba 14,81 Ba 12,67 ABa
30 18,57 Aa 12,40 ABb 18,72 Aa 12,48 ABb
35 19,81 Aa 12,82 ABb 19,88 Aa 13,37 ABb
40 19,22 Aa 13,74 ABb 19,31 Aa 14,71 ABb
45 16,76 Aba 15,79 Aa 16,90 Aba 16,21 Aa
CcVv 14 15

As médias seguidas pela mesma letra mailscula Inaace mindscula na linha nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste deyikamer, a 5 % de significancia.

A biomassa seca da parte aérea das plantulasniveeaores médias a
partir de 30 g.I! no meio com meia forca (MS/2), com média 18,57 g
partir de 25 g.I! no meio com um quarto de forca (MS/4), com 12,%6 rda
em ralacdo aos sais do MS, houve no geral um raaionulo de biomassa seca
de brotos no meio MS/2 em rela¢éo ao MS/4.

Pinto et al. (2011), avaliando o estabelecimentohdeeld-japonesa
(Mentha arvensid.., Lamiaceag em concentracfes de sais do MS, obtiveram
maiores valores de biomassa seca de parte aérezeenMS e MS/2 que em
MS/4. Franzin et al. (2004), em trabalhos cBuwilinia salicifolia, obtiveram
bons resultados com o meio MS/2, principalmenterelacdo ao tamanho do
broto formado.

Os resultados para a biomassa seca total cointideam os da
biomassa seca de brotos (Tabela 4).

O sistema radicular das plantulas se desenvolvdhomem menor
guantidade de sais (MS/4), com média de 0,48 mga Jkacarose ndo 0
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influenciou estatisticamente. No entanto obsernmuisa tendéncia de melhor
enraizamento nas plantulas com 40'gde sacarose. Xavier, Wendling e Silva
(2009) relataram a existéncia de evidéncias sobraeHnor ocorréncia de
rizogénese quando se mantém as plantas bem nutjiddamente com a
reducdo nos teores de nitrogénio, ocasionada pelauicdo de sais do meio; e
gue o alto contetido de carboidratos atua como tonifaportante a rizogénese,
ja que a iniciagcdo da raiz requer energia.

O comprimento da parte aérea teve maiores médiad ¢2n) em baixa
concentracdo de sacarose (207, L(Figura 3). Devido ao balanco osmatico,
plantulas em meio de cultura com menor concentragieacarose (potencial
osmotico desprezivel) absorvem mais agua que ajuata um meio mais
concentrado (DIAS; BLANCO, 2010). As células veigetde caules e raizes
podem se expandir por alongamento com a entradaya® nestas; ocorrendo
trés etapas nesse processo: a absorcdo osmotiégude pela membrana
plasmatica é acionada por um gradiente de potehéilco, a pressédo de
turgescéncia aumenta devido a rigidez da pareddacad com isso ocorre 0s
afrouxamentos bioquimicos da parede, permitindélala expandir-se (TAIZ;
ZEIGER, 2009).
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Figura 3 Plantulas ddyptis suaveolens vitro originadas de segmentos apicais de casa
de vegetacdo, aos 30 dia3 MS/2 com 20, 25 e 30 giide sacarosdy) MS/2

com 35, 40 e 45 gitde sacarose&) MS/4 com 20, 25 e 30 glide sacarose)
MS/4 com 35, 40 e 45 glide sacarose. UFLA, Lavras, 2013

Apesar das diferencas observadas nas varidveespestas, de maneira
geral, o meio MS/2 suplementado com 30g/L de saegpooporcionou melhor

estabelecimento e crescimento das gemas apicais.

B) Segmento Nodal

A biomassa seca e o comprimento de brotos da @ea das
plantas,em geral, ndo foi influenciado pelas comaedes de sacarose. Somente
no meio MS/4 com 45 gthouve menor acimulo de biomassa seca em relacéo
as outras concentracdes (20; 25; 30; 35 e 46)gn,98 g.I* (Tabela 5).



59

Tabela 5 Biomassa seca de brotos (BSB mg), bionsassade raizes (BSR-mg)
e biomassa seca total (BST-mg) de plantulaslylgtis suaveolens in
vitro com 30 dias de cultivo oriundas de segmentos nodaifuncéo
de concentracdes de sais do meio MS e de sac&ibkd, Lavras,
2013

S BSB BSR BST
QL) wms/2 MS/4 MS/2 MS/4 MS/2 MS/4

20 3,9Aa 9,72 ABa 0,08 Aa 0,53 Ba 3,98 Aa 10,25 Ba
25 39Ab 10,08ABa 0,00Aa 0,97Ba 3,91Ab 10,75 Ba
30 34Ab 1239ABa 0,06 Aa 1,48Aba 3,48Ab 13,87 ABa
35 38Ab 1383Aa 0,08Ab 2,68Aa 3,92 Ab 16,52 Aa
40 3,4Ab 1232ABa 0,07Ab 1,63Aba 3,49Ab 12,86 ABa
45 5,2 Aa 7,98 Ba 0,11 Aa 1,27 Aba 5,29 Aa 9,24 Ba

As médias seguidas pela mesma letra mailscula Inaace mindscula na linha nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste deyikamer, a 5 % de significancia.

Ja as concentra¢fes de sais influenciaram o crestnda parte aérea.
O comprimento de brotos foi maior no meio MS/2 ¢1¢én), em comparagao ao
MS/4 (1,62 cm), e ndo houve diferenca estatisésacdncentracdes de sacarose
em relacdo a esses. As biomassas secas de broweralotiveram maiores
médias no MS/4, exceto para as concentracdes edrdm sacarose (20 e 45
g.L™), que ndo apresentaram diferencas estatistices @hineios. Em trabalhos
com Lychnophora pinastera diminuicdo da concentracdo dos sais do MS para
MS/4 proporcionou maior crescimento das plantuB3UZA et al., 2007).

Os sistemas radiculares ndo diferiram estatistintenem relagédo a
sacarose para 0 meio MS/2. J4 no meio MS/4, ar matB0 g.[' houve um
melhor desenvolvimento. No geral, os meios naaémtiaram no acimulo de
biomassa seca da raiz, exceto nas concentracted®%5.I" de sacarose que a
quarta parte de sais teve maiores médias (2,683an1ig). De forma geral, pode-
se observar uma tendéncia de maior quantidaddzbsnao MS/4. As raizes sao
responsaveis pela retirada de dgua e nutrienteseiim, um sistema radicular

bem desenvolvido, portanto influencia uma boa fgdoade parte aérea. Rossi
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et al. (2011), avaliando o estabelecimento de Beja@onesaNlentha arvensis
L., Lamiaceag obtiveram o maior comprimento médio de raizesaetanta em
MS/2 e MS/4.

Verificou-se que os explantes em meio com mendanidatle possuem
maior biomassa seca total (Figura 4), exceto nasertracdes de 20 e 45 §,L
gue ndo apresentaram diferencas estatisticas. A®ra®ia médias nas
concentracdes de 30, 35 e 40 yde sacarose foram 13,87; 16,52 e 12,86 mg,
respectivamente.

Assim, recomenda-se para 0 estabelecimento de geotkss o meio
MS/4 suplementado com 30 ¢.de sacarose.

Figura 4 Plantulas deyptis suaveolenm vitro originadas de segmentos nodais de casa
de vegetacdo, aos 30 dia3MS/2 com 20, 25 e 30 glide sacarosdy) MS/2
com 35, 40 e 45 g:t.de sacarose) MS/4 com 20, 25 e 30 glide sacarose;
d) MS/4 com 35, 40 e 45 g'ide sacarose. UFLA, Lavras, 2013
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As condig¢8es para o cultivo vitro sdo diferenciadas, uma vez que cada
espécie possui caracteristicas Unicas, determinpdasfatores genéticos e
fisiolégicos. Assim, o suprimento dos nutrientesxenais no meio de cultura
varia conforme a espécie vegetal e o processoltieoc{ROSSI et al., 2011).

Além disso, a escolha do tipo de explante e do meiitivo séo
critérios importantes para o0 estabelecimento déivoslin vitro. Embora,
teoricamente, qualquer tecido possa ser utilizadaocfonte de explante, alguns
aspectos devem ser considerados e testados quastolha do mais adequado
aos processos morfogénicos de interesse (GRATTARAGMACHADO,
1998).

Nota-se neste estudo uma menor fragilidade do segmeodal em
relacéo ao apical. Os explantes apicais séo teoidis frageis, podendo sofrer
mais frente as injarias no processo de desinfesté@@®LLE et al., 2012) e
provavelmente as varia¢cdes osmdticas.

Devido a menor fragilidade do segmento e condicdds
desenvolvimento da plantula recomenda-se o segnmadal em relacdo ao
apical para o estabelecimento #yptis suaveolensesse em meio MS/4
suplementado com 30 g-lde sacarose.

3.3 Orientacéo de inoculagdo do segmento nodal nescimentoin vitro de
H. suavedlens

A orientacdo horizontal do segmento nodal apresemt® melhores
respostas das variaveis de crescimento analisddd®lé 6 e Figura 5). Isso
possivelmente se deve a um maior contato do explzorh o meio de cultura,
proporcionando assim uma maior area de raiz noastgal Uma maior
guantidade de raizes proporcionaria uma maiorgéatrie maior comprimento e

biomassa de brotos.
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Tabela 6 Numero de brotos (NB), comprimento dedsrdCB-cm), biomassa
seca de brotos (BSB-mg), biomassa seca de raiz-(Bgre biomassa
seca total (BST-mg) em brotacdes Higptis suaveolensom 30 dias
de cultivo, em funcéo de diferentes orientac6ed.AJEavras, 2013

Orientacao NB CB BSB BSR BST
Horizontal 1,84 a 1,79 a 13,89 a 5,98 a 19,87 a
Vertical 157b 1,16 b 7,62 b 1,99b 9,62 b

Cv 17 30 35 29 30

As médias seguidas da mesma letra na coluna, feterdi estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan a 5 % de significancia.

Figura 5 Influéncia da orientagéo vertical e hantab dos explantes no crescimento de
plantulas déHyptis suaveolens in vitr&JFLA, Lavras, 2013

Erig e Schuc (2002) em trabalhos com maciditals domestica cv.
Marubakaido obtiveram maiores médias de numerobrd®s na orientagdo
horizontal, entretanto o comprimento de brotosfoéimfluenciado.

Em trabalho com mirtilo \(accinium myrtillug Erig e Schuc (2006)
observaram maior média de brotos na orientacdadmiel. Botrel (2012), em
estudo com orientacdo dyptis marrubioidesobservou maior comprimento e
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biomassa seca de brotos, nimero de nés, compriredritimassa seca da raiz,
também na orientacdo horizontal.

O transporte polar de auxina do apice para a padeal da planta gera
um gradiente longitudinal, afetando com isso varipsocessos de
desenvolvimento e crescimento da planta (TAIZ; ZER;2009).

3.4 Efeitos das concentra¢cfes de sais ho meio déwa MS no crescimento
e andlise da fracao volatiln vitro deH. suaveolens

Avaliou-se neste trabalho o crescimeirovitro e a andlise da fracéo
volatil de Hyptis suaveolensPara uma melhor compreensédo dividiu-se o0s
resultados em subitens.

3.4.1 Crescimentadn vitro

A alta salinidade do meio teve efeito toxico nanf@a provocando
necrose em todo o tratamento com o dobro de sameilo MS. Os efeitos da
salinizacdo sobre as plantas podem ser causadis giituldades de absorcéo
de &gua, toxicidade de ions especificos e pelaféndacia dos sais nos
processos fisioloégicos (efeitos indiretos) reduaind crescimento e o
desenvolvimento das plantas. O aumento da press@dtica causado pelo
excesso de sais solUveis na solugdo podera atimginivel em que as plantas
nao terdo forcas de succao suficiente para supesar pressdo osmotica e, em
consequéncia, a planta ndo ira absorver 4gua, maésmm solo aparentemente
umido (seca fisiologica). Dependendo do grau deidalle, a planta em vez de
absorver, poderd até perder a 4gua que se encamts®u interior, e esse
processo se da o nome de plasmodlise (DIAS; BLANZIQD).

A medida que a salinidade do meio diminuiu, a puagem de

sobrevivéncia aumentou (Tabela 7).
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Tabela 7 Numero de brotos (NB), comprimento dedsrd€B-cm), nimero de
folhas (NF), biomassa seca de folhas (BSF-mg), &sa seca de
caules (BSC-mg), biomassa seca de raiz (BSR-mgpraassa seca
total (BST-mg) em brotacBes deyptis suaveolensom 30 dias de
cultivo, em funcéo de diferentes meios. UFLA, Layr2013

Meio NB CB NF BSF BSC BSR BST %S

2MS - - - - - - - 0

MS 19a 19a 6,4 ab 14,2 a 6,7 a 11b 22,1a 45
MS/2 18a 24a 6,9 a 13,0 a 45 a 49a 22,4 a 65
MS/4 20a 18a 53b 8,4b 48 a 49 a 18,2 a 75

Ccv 18 20 13 19 26 38 14 -

As médias seguidas da mesma letra na coluna, feterdi estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan a 5 % de significancia.

Segundo Dias e Blanco (2010), a disponibilidadéglea para a cultura
€ reduzida com o aumento da salinidade.

O desenvolvimento de parte aérea da planta, enh ggoafoi afetado
pelas diferencas de sais entre o meio MS ou coroeotracdo de metade da
forca (50%) e um quarto da forca (25%). Nao houferehcas estatisticas para
0 numero, comprimento de brotos e biomassa secaule em relacdo a esses
meios. Somente o niumero e a biomassa de folhas fFaan menores no meio
mais diluido (MS/4).

Unemoto et al. (2007), em estudos com a espéaia lundii
obtiveram plantulas mais vigorosas e um melhor rdedeimento tanto em
meio MS convencional, quanto em MS modificado commatade dos
macronutrientes. Entretanto, estudos com a espémeidium baueri
(Orchidaceae) indicaram maior desenvolvimento delanue altura da parte
aérea em meio 50 % MS, com adi¢do de 40 g/L deasxdSORACE et al.,
2008).
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O sistema radicular obteve maior desenvolvimentse m®ios com
menor salinidade (MS/2 e MS/4), com médias 4,992 g, respectivamente.
Segundo Golle et al. (2012), o processo de enramompode estar ligado a
relacdo carbono/nitrogénio (C/N), em que a redul#aitrogénio e o aumento
de fontes de carboidrato favoreceram os processesardizamento.

Soares et al. (2011) em estudo com plantulas debacverificaram
maior niumero de raizes em meio MS reduzido a metd@#2). Estudos com
Cattleya loddigesiiLindley, da familia Orchidaceae desenvolveram maior
guantidade de raizes e comprimento em plantuléisadhs em meio com 50%
da concentracdo de sais do meio MS (GALDIANO et28113).

O desenvolvimento das plantulas em todos os mealgdos teve bons
resultados. No entanto, o meio MS/2 se destacois, mes variaveis houve
diferencas estatisticas, o meio MS/2 apresentowrmmimero de folhas em
relacdo ao meio MS/4 e maior biomassa seca desrafmerelacdo ao meio MS
(Figura 6).
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2MS ' \IS/2 MS/4

AL \ j 2.4

Figura 6 Influéncia de sais do meio MS no crescimete plantulas deHyptis
suaveolens in vitra) Dobro de sais (2 MSh): MS; c): 50 % do MS (MS/2)
ed) 25 % do MS (MS/4). UFLA, Lavras, 2013

3.4.2 Analise da fracéo volatil

Os constituintes da fracdo volatil das folhas déanfllas deH.
suaveolengultivadasin vitro em diferentes concentra¢des de sais do meio MS
estéo listados na Tabela 8, onde se observa querfituintes volateis foram

identificados nas analises quimicas por HS-CG/MS.
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Tabela 8 Constituicdo quimica volatil de plantudedd. suaveolensultivadas
in vitro em diferentes sais do meio MS. UFLA, Lavras, 2013

SAIS DO MS
COMPOSTOS IR MS MS/2 MS/4
Area %+DP
a-tujeno 925 nd 0,42+0,02 0,49+0,07
a-pineno 932 1,89+0,39 1,99+0,13 2,3740,05
sabineno 973 16,20+2,74 14,93+2,15 15,07+0,95
B-pineno 976 4,94+1,01 6,42+1,07 9,00+1,07
B-mirceno 990 nd 0,46+0,03 0,55+0,20
a-felandreno 1005 nd 0,74+0,011 0,92+0,19
a-terpineno 1016 nd nd 0,34+0,10
p-cimeno 1023 nd nd 0,25+0,12
B-felandreno 1028 5,89+0,08 6,99+0,02 10,46+2,51
1,8-cineol 1030 6,72+0,67 5,75+0,71 5,53+0,19
y-terpineno 1056 nd 0,38+0,01 0,74+10,24
hidrato deZ-sabineno 1065 nd 0,79+0,01 1,05+0,01
terpinoleno 1087 nd 0,44+0,02 1,41+0,12
hidrato deE-sabineno 1098 nd 0,65+0,09 0,69+0,01
terpinen-4-ol 1176 nd 0,33+0,04 0,42+0,10
a-terpineol 1190 nd 0,43+0,17 0,31+0,12
v-elemeno 1336 nd 0,27+0,02 0,2540,03
a-cubebeno 1348 nd nd 0,35+0,09
a-copaeno 1374 nd 0,77+0,07 1,40+0,39
B-bourboneno 1383 nd nd 0,14+0,00
B-elemeno 1391 1,88+0,11 1,98+0,03 2,0240,25
a-gurjuneno 1412 nd nd 0,26+0,02
E-cariofileno 1419 26,0240,30 20,86+1,56 14,38+0,68
B-copaeno 1427 nd nd 0,20+0,00

indice de retenco relativo a séni@lcanos (6C,) em colunas HP-5MS na ordem de

eluicdo. DP = desvio padrés<2). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).
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Tabela 9 (continuagao)

SAIS DO MS
COMPOSTOS IR MS MS/2 MS/4
Area %+DP
a-guaieno 1437 nd 0,58+0,08 0,58+0,10
a-humuleno 1452 1,89+0,10 1,58+0,01 1,48+0,20
alo-aromadendreno 1459 1,18+0,03 0,72+0,23 0,42+0,0
y-muuroleno 1476 0,94+0,00 0,64+0,01 0,66+0,11
germacreno D 1481 15,31+0,31 15,83#0,41 12,70%1,31
B-selineno 1485  1,63+0,019 1,1740,07 1,08+0,20
biciclogermacreno 1496 12,83+1,18 12,19+0,44 9,45&1
a-muuroleno 1499 nd nd 0,20+0,03
y-cadineno 1513 nd 0,39+0,01 0,34+0,047
8-cadineno 1522 nd 0,63+0,01 0,66+0,11
espatulenol 1576 1,42+0,20 0,72+0,05 0,97+0,45
oxido de cariofileno 1581 0,68+0,00 0,36+0,03 0298
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 28,93 32,78 41,62
Monoterpenos oxigenados 6,72 7,95 8,00
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 61,68 57,62 46,61
Sesquiterpenos oxigenados 2,1 1,08 1,46
Total de constituintes presentes 15 29 36
Total identificado 99,43 99,44 97,70

indice de retenc&o relativo a sénilcanos (6-C,) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padréis<2). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).

A complexidade do perfil cromatografico aumentomédida que as
concentracdes de sais diminuiram. Nota-se que faetectados 15, 29 e 36
constituintes volateis nas plantulas cultivadas regio MS, MS/2 e MS/4,
respectivamente. A menor disponibilidade de saisrfiere diretamente nos
processos de crescimento e desenvolvimento vedgetalsequentemente, a
planta fica mais fragil e mais susceptivel a addedes do ambiente, como o
ataque de patdgenos e herbivoros. Havendo assinornevestimento em
biomassa e maior investimento em substincias dsalefuimica de plantas.
Acredita-se que o0 metabolismo secundario é geramorgtas ativadas em
alguma situacao especifica de crescimento ou delsémento, ou em alguma

situacéo de estresse como o ataque de herbivdimgagdes nutricionais, por
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exemplo, (SIMOES; SPTIZER, 2000); atuando como istema de defesa da
planta.

Em um estudo similar com plantulasielissa officinalisL., Reis et al.
(2009) atribuiram que o maior teor de 6leo esskmciameio MS/4 pode ter
ocorrido em resposta de uma defesa da plantulatefra uma situacdo de
estresse causada pela deficiéncia de nutrienteprédente estudo, pode ser que
a maior complexidade da fragc&o volatil seja tamhbéma resposta a esse fator de
estresse.

Hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpéniommf as classes
dominantes de constituintes volateis, compreendentte 88,23% a 90,61% da
composicdo volatil total. Houve a presenca tambémnmdnoterpenos (6,72 a
8,00%) e sesquiterpenos (1,08 a 2,10%) oxigenados.

Observa-se na Tabela 8 que, a medida que a coag&otie sal no meio
foi reduzida, houve aumento no teor de hidrocartmsnenonoterpénicos, cujos
teores foram de 28,93%; 32,78% e 41, 62%, respausamte. O contrario
ocorreu com os hidrocarbonetos sesquiterpénicosjuais apresentaram uma
diferenca de cerca de 15% na sua concentracdpednted 0s meios MS e MS/4.

Com base no exposto acima, pode afirmar que a stacéo de sais do
MS influencia a composicao quimica qualitativa argitativa da fracéo volatil
in vitro. Corroborando com o presente estudo, Reis et2809) também
observaram diferencas qualitativas e quantitatimasteor de constituintes
majoritarios emMelissa officinalis. Os componentes majoritarios do 06leo
essencial de plantulas e officinalis cultivadas nos meios MS e MS/4 foram o
geranial (25,23 e 16,21%, respectivamente) e ol n@45 e 20,53%,
respectivamente). Ja o componente majoritario ptese 6leo de plantulas de
melissa cultivadas em meio MS/2 foi o acetato ddan€l8,69%), indicando
gue o meio influenciou a composicdo quimica do Okssencial de

M. officinalisL.
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Com excecdo do manuscrito de Reis et al. (2009)faid&ncontrado na
literatura consultada outros trabalhos relacionang@ooducéo e composi¢do de
constituintes volateisn vitro com concentracfes de sais do meio MS. No
entanto, em cultivo hidropbnico dgalvia officinalisL. (salvia), Taarit et al.
(2009) também observaram alteracdes na composigénicq qualitativa e
quantitativa do 6leo essencial dos frutos de s#ileide ao estresse salino.

No que diz respeito & composi¢do quimica da frag#il de plantulas
de H. suaveolensa fracdo monoterpénica foi constituida, princimite, de
sabineno (14,93+2,15 a 16#2)74%);B-pineno (4,941,01 a 9,081,07%); -
felandreno (5,880,08 a 10,462,51%) e 1,8-cineol (5,#9,71 a 6,720,67%).
Por outro lado, a composicdo majoritaria da frag@squiterpénica foi
representada pel&-cariofileno (14,380,68 a 26,020,30%); germacreno D
(12,7CG1,31 a 15,880,41%) e biciclogermacreno (94537 a 12,881,18%),
Gréfico 1. Dentre todos esses constituintes, o dedf-cariofileno foi o mais
influenciado pela concentracdo de sais do meio Nk&.meio com a maior
concentracdo de sais (MS) produziu cerca de 10%ais, mque na menor
concentracéo (MS/4).
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Gréfico 1 Porcentagem relativa (%) dos constitgit@m maior teor na fracao volatil de
Hyptis suaveolensultivada sob diferentes concentracdes de saiseaio MS.
UFLA, Lavras, 2013

Apesar de ndo podermos afirmar que esses con&iumajoritarios
desempenham as atividades biolégicas da fracadilyqidis nem sempre séo
eles que tém a acdo dela, podendo ser atribuido aomstituinte em menor
proporcdo ou de um sinergismo entre os composisetenates (HOUGHTON et
al., 2007), o potencial de alguns deles foi evigate em trabalhog3-pineno
demonstrou acéo inseticida e repelente de inseteRBONE, 1993; SIMOES;
SPTIZER, 2004). Mondello et al. (2006), mostrarame @ 1,8 cineol apresenta
acdo antifingica contaCandida albicans interrupcdo do crescimento
microbiano emListeria monocytogenefLIS-BALCHIM; DEANS, 1997) e
atividade antioxidanti vitro (TOSCAN, 2010).

A composicdo da fracdo volatil observada nas plastaultivadasn
vitro é similar a composicdo do Oleo essencial da pagteaadeHyptis
suaveolengoletadas em 11 localidades do cerrado brasiteisoexperimentos

de Azevedo et al. (2001). Nas andlises por GC-MSes autores também
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identificaram a presenca de sabinefidelandreno, 1,8-cineol, limoneno e
bicliclogermacreno, como os principais constitsnténquanto que Conti et al.
(2011) identificaram o sabineno (27,0%):-@ariofileno (17,1%), o terpinoleno
(11,9%), o B-pineno (9,4%) e o limoneno (6,0%) como o0s prinsipa
constituintes do 6leo essencial extraido das fotleafrescas dél. suaveolens

cultivadas na Italia.

Em termos qualitativos, observou-se variages mexpsessivas na
composi¢do quimica entre os meios MS/2 e MS/4, amparacao ao meio MS.
No meio MS/2, os constituintes-terpineno, p-cimeno, a-cubebeno, -
bourboneno,a-gurjuneno,B-copaeno es-muuroleno estavam ausentes. Esses
constituintes apresentaram concentragfes indiddirderiores a 0,44% na
composigao volatil do meio MS/4.

As plantulas se desenvolveram memosvitro (item 3.4.1) em meio
MS/4 comparadas ao meio MS/2, provavelmente issbaténfluenciado na
maior producéo de terpenos para auxiliar na sugsdef adaptacdo ao ambiente.
Segundo Taiz e Zeiger (2009), os terpenos agenefesal de muitos vegetais
contra os herbivoros, devido a sua toxicidade pawdos insetos e animais
herbivoros; exercem assim importantes funcdes desaleno reino vegetal
(GERSHENZON; CROTEAU, 1991). Muitos vegetais possumisturas de
monoterpenos e sesquiterpenos volateis (6leos @asnaos quais conferem
aroma caracteristico as suas folhas e apresenteonheridas propriedades
como repelentes de insetos, além disso, os terpmiateis ndo s6 agem na
diretamente na protecdo, mas também atraem inimigosrais de insetos
herbivoros (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em termos quantitativos, as diferencas mais expeesbservadas
entre os meios MS/2 e MS/4 foram parapdelandreno (6,99+0,02 e
10,46t2,51%, respectivamente)ecariofileno (20,861,56% e 14,380,68%).



73
3.5 Aclimatizacéo

A porcentagem de sobrevivéncia das plantas acliagds foi de 90%.
As plantas apresentaram-se vigorosas com um sistagiaular bem
desenvolvido. Esses resultados indicam que, plsitdeH. suaveolens
podem ser aclimatizadas sem uso de reguladoresedeirnento, e que o
substrato comercial Tropstrato HA é eficiente pararescimento dessas
(Figura 7).

Figura 7 Aclimatizacdo de plantulas originadas ddtuca de tecidos deHyptis
suaveolensa) Plantulas com 45 dias vitro; b) Plantas com 30 dias de
aclimatizagdo em casa de vegetagjdlantas apds 90 dias de aclimatizacao
em casa de vegetacdo. UFLA, Lavras, 2013
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4 CONCLUSAO

E possivel a micropropagacdo Hgptis suaveolensOs meios de cultura
MS suplementado com 15 ¢.lde sacarose, e MS/2 suplementado com 36 g.L
de sacarose, sdo mais aptos a germinacao de sstineviteo. Indica-se para o
estabelecimentm vitro de segmentos nodais Hgptis suaveolens meio MS/4
suplementado com 30 g'lLde sacarose, e para 0s segmentos apicais 0 meio
MS/2 suplementado com 30 ¢.lde sacarose. No entanto, as plantas mais
homogéneas e vigorosas (menos frageis) sdo pr@dueam o segmento nodal
e na orientacdo horizontal do explante.

Com o meio de cultura MS/2 houve melhores caratiess de crescimento
das plantulas; nesse mesmo meio e em MS/4 howmgies quimicas menos
significativas da frag@o volatil em relagdo ao mei§. Com isso podemos
verificar que a concentracdo de sais do meio M&ientia a composicao
guimica qualitativa e quantitativa da fracdo vbldé folhas de plantulas d¢
suaveolens.

Assim, como explantes inoculads vitro na micropropagacéo deyptis
suaveolenso retorno de plantulam vitro ao ambienteex vitro também se
mostrou eficiente. A aclimatizagdo é eficaz usandmbstrato tropstrato HA®

em casa de vegetagao.

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

O estabelecimento de um protocolo em cultura dddsenvolve tanto
fatores de ordem fisica como quimica a fim de nralho cultivo do explante.
Portanto, objetivou-se estudar a influéncia derémstoquimicos e fisicos no
crescimento e producdo de constituintes volateistro de Hyptis suaveolens.
Dentre os fatores quimicos foram avaliados primmeérate duas citocininas 0; 1
e 2 mg.l* para TDZ e BAP em interacdo com 0; 0,5 e 1 mgle ANA.
Posteriormente, avaliou-se 0; 0,05; 0,1; 0,2 enﬁ)g;;élL‘1 de BAP em interacdo
com 0 e 0,25 mgide AlA. Dentre os fatores fisicos avaliou-se: ddades de
fluxo de fétons (13; 28; 47 e 69 umol As") e qualidades espectrais da luz
[azul, vermelho, amarelo, branco, verde, fluoreamm intensidade de 47
umol m?** vermelho e azul (4:10), vermelho e azul (10:4pemelho e azul
(7:7)]. Finalmente, avaliou-se a influéncia de difées ambientes na producédo
de constituintes volateis (plantulas originadasetaentes cultivadas vitro por
70 dias em meio MS com 15 ¢.Lde sacarose, plantulas originadas de
segmentos da casa de vegetac&o cultivexeisro em meio MS/4 com 30 giL
de sacarose por 60 dias, plantas com 90 dias adiétey em areia com
fertirrigacdo em casa de vegetacgdo e plantas adfiszem canteiros com terra e
irrigacdo). Observou-se um efeito negativo dascritpas e auxinas na
formacdo de novos brotos. Plantulas cultivadas 2m @9 pmol ni’s* tiveram
maior crescimentdn vitro, mas a maior intensidade de luz inibiu a sintese d
alguns compostos volateis. A luz fluorescente aausmior inibicdo na
producdo de constituintes volateis e no crescimesggetativo. LEDs azul,
vermelha, branca ou combinacdes de vermelha conh iaztementaram
variaveis de crescimento. A producdo de const#gintolateis é altamente
influenciada pelo tipo de ambiente de cultivo erdgerial propagativo.

Palavras-chave: Fracao volatil. Citocininas. Augiridensidades de fluxo de
fétons e qualidades espectrais.
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ABSTRACT

The establishment of a tissue culture protocol lve® both physical and
chemical factors in order to improve the explaritication. Therefore, aimed to
study the influence of chemical and physical faxton the growth and
production of volatile constituents vitro Hyptis suaveolensAmong the
chemical factors were assessed firstly two cytalsrd; 1 and 2 mg:L for TDZ
and BAP in interacting with 0; 0.5 and 1 mg.bf NAA. Subsequently, it was
evaluated 0; 0.05; 0.1; 0.2 and 0.4 mbdf BAP in interaction with 0 and 0.25
mg.L* of IAA. Among the physical factors were evaluatgzhoton flux
densities (13; 28; 47 and 69 umofst ) and spectral qualities of light [blue,
red, yellow, white, green, fluorescent with inténsif 47 pmol ML red and
blue (4:10), red and blue (10:4) and red and bltig]. Finally, it was evaluated
the influence of different environments on the prettbn of volatile constituents
(seedlings originated from seeds growrvitro for 70 days on means MS with
15 g.L* sucrose, seedlings originated from segments anfi@use grownn
vitro in means MS/4 with 30 g:tsucrose for 60 days, with 90 days grown in
sand with fertigation at greenhouse and plants griowaised beds with soil and
irrigation). There was a negative effect of cytakiand auxin in the formation
of new shoots. Seedlings grown at 47 and 69 pnfsi‘mad a higher growtmn
vitro, but the higher light intensity inhibited the dyesis of some volatile
compounds. The fluorescent light caused greatebitidn in the production of
volatile constituents and in the vegetative growtkDs blue, red, white or
combinations of red with blue increment growth sbles. The production of
volatile constituents is highly influenced by thge of growing environment
and propagation material.

Keywords: Volatile fraction. Cytokinins. Auxins. Bfon flux densities and
spectral qualities.
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1 INTRODUCAO

Hyptis suaveolens planta considerada invasora principalmente de
lavouras de milho, possui alto potencial terapéutiSendo usada para
tratamento de doencas respiratorias, antiespasasydisudoriferas e gota
(LORENZI; MATQOS, 2002).

O 6leo dessa planta, que é constituido principaieng® monoterpenos e
sesquiterpenos (SILVA et al.,, 2003) tem sido mu#studado, devido
principalmente, as suas propriedades fungicidasYAJADUBEY, 2011;
MOREIRA et al., 2010; SHARMA; TRIPATHI, 2008; TRIPAII; SHARMA;
SHARMA, 2009). Ha uma elevada variabilidade na cosigiio e no teor do
Oleo essencial délyptis suaveolengMARTINS; SANTOS; POLO, 2006),
sendo a variabilidade genética intraespecifica,ca@sdicdes ambientais, as
épocas de colheita, as condi¢cdes de cultivo, o dpaolo, a parte da planta
utilizada, alguns dos principais fatores que a icaph (HAY; SVOBODA,
1993).

A técnica da cultura de tecidos de plantas é cersith eficaz na
propagacao de varias espécies, permitindo o creatinde células, tecidos e
orgdos isolados da planta-méae, em condi¢Bes ass®gticontrolada. Constitui
um promissor instrumento para o0 desenvolvimento mhsquisas que
estabelecam formas alternativas para a producamuias, conservacao e
melhoramento do material genético (ROUT; SAMANTARAYAS, 2000).

Os principais tipos de reguladores de crescimeamtn) efeito sobre a
micropropagacao, sao as citocininas e auxinas (GQEZ, 1998) em que as
concentracBes sao fatores determinantes para cimeggo da plantén vitro.
As citocininas sdo utilizadas para estimular asdi@i celular, atuando dessa
forma na morfogénese. A 6-benzilaminopurina (BARpais utilizada e a mais
efetiva para um grande nimero de cultivares. @zidion (TDZ) (N-fenil-N"-
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1,2,3-tiadiazol-5-il-ureia) possui alta atividade @tocinina em cultivom vitro,
guando utilizado em pequenas concentracfes (MQK, e£982).

As auxinas tém em comum a capacidade de atuar pans&o e
alongamento celulares, ajudando também na divisiEitac na cultura de tecidos
(KRIKORIAN, 1991). O AIA, ANA e o AIB sdo as auxigamais utilizadas
(ZIMMERMAN; BROOME, 1981), sendo geralmente adic@das no meio de
cultura em baixas concentra¢fes (GEORGE; SHERRINGTIO84).

Além de fatores quimicos, ha a necessidade deatanttambém os
fisicos para um melhor cultivia vitro. A luz é de fundamental importancia para
as plantas, tanto para o processo de regulagdo ede cescimento e
desenvolvimento vegetativo, quanto para o repredutiAs respostas
morfofisiolégicas das plantas ndo dependem apemaseatenca, atenuacdo ou
auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidadnosa (LARCHER,
2004).

Portanto, objetivou-se estudar fatores quimicosndentracGes de
citocininas e auxinas) e fisicos (diferentes antb®ndensidades de fluxo de
fotons e qualidade espectral da luz) no cultivoredpcdo de constituintes
volateisin vitro deHyptis suaveolens.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Qigtura de
Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento deicéignra (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, Bradixsicatas foram
depositadas no herbario ESAL da Universidade Federhavras, sob o registro
20475; e também no herbario da Universidade dePaéto (SPF), sob o nome
de coleta Andrade 1 (SPF), (Anexo A), onde o nom@ldnta esta atualizado
conforme estudo de Pastore et al. (2011).

Segmentos nodais dél. suaveolensforam coletados de plantas
cultivadas em canteiro com areia, em casa de \getdo Departamento de
Agricultura da UFLA, esses com areia lavada, enmgrdg um sistema de
fertirrigacdo uma vez ao dia. A solugcdo nutritivaapeegada continha as
seguintes fontes e concentracdes dos sais puros {mgaNQ;: 760; NHSO;:
225; KCI: 400; MgSQ 375; Tenso Ferfo 44; Mn SQ: 6,72; HBQ: 3,28;
ZnSG;: 0,56; CuSQ@ 0,36; NaMa: 0,05 e Mono ambénio fosfato (MAP): 110.
A casa de vegetacdo, situada nas coordenadas fieagyPA0 14'Se 45° 00 W, a
918 m de altitude.

Os segmentos nodais foram desinfestados e inoaukmiomeio MS/4
suplementado com 30 g/L de sacarose, e posteritemepicados para o meio
MS/2 suplementado com 30g/L de sacarose. Os segmeambdais dos
experimentos que avaliaram os fatores quimicosc@aracdes de citocininas e
auxinas) e fisicos (intensidade e qualidade esgetdr luz) foram oriundos de
plantulas multiplicadas no meio MS/2 com 30g/L deasose.

Para os experimentos que avaliaram os fatores cpsmiapos a
inoculagdo, foram mantidos em sala de crescimentofotoperiodo de 16 horas

de luz, temperatura de 25 + 2 °C e intensidadeniosai de 32 pmol fis™.



87

Para a determinacdo das biomassas secas, o matgeshl foi seco em
estufa de circulagdo forcada de ar a 40 °C, ate gasstante. Posteriomente, o
material vegetal desidratado foi pesado, em balangditica e as biomassas
secas foram expressas em miligramas (mg).

2.1 Efeito de citocinina e auxina no cultiven vitro de H. suaveolens

Segmentos nodais de aproximadamente 1 cm de coemamforam
inoculados horizontalmente em tubos de ensaio odotd5 mL do meio de
cultura MS/2 suplementado com 30 §.de sacarose, 6 g'Lde agar e de
diferentes concentracdes de reguladores de crescim®@ pH foi aferido para
5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem.

Utilizou-se ANA (4cido naftalenoacétic@m interagdo com BAP (6-
benzilaminopurina) em um experimento para segmempisais, € outro para
segmentos nodais. Para o ANA avaliaram-se as ctvagéas de 0; 0,5 e 1,00
mg.L‘1 e para o BAP 0; 1,00 e 2,00 m'd.LAs mesmas condi¢cdes foram
realizadas para os experimentos com ANA e TDZ.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado
constituido de dezesseis repeticfes. As varidweigespostas avaliadas aos 30
dias foram: nimero de brotacdes; biomassas sebaotigdes e calos (mg) e
porcentagens de calos e brotacdes. Os dados doneepe TDZXANA com o
segmento apical foram transformados para as vasiamamero de brotacfes
(x+0,5)% e biomassa seca de brotacdo (x+8'53om o segmento nodal: nimero
de brotaces e biomassa seca de brotos com (¥+Ql8)no experimento
BAPXANA com o segmento nodal, utilizou-se as tramsfagdes (x+0,5f para
0 nimero de brotos e (x+03%) para a biomassa seca de brotos. Sendo x 0

ndmero obtido.
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No dltimo experimento, avaliou-se a interacdo deA Afacido
indolacético) e BAP. Para o AIA avaliou-se as comegdes de 0 e 0,25 md.L
e para o0 BAP 0; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4 my.D meio basico utilizado foi 0 mesmo
empregado para 0s experimentos anteriores, utilizae nesse apenas 0s
segmentos nodais como explantes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado
constituido de cinco repeti¢cBes, com dois tubosragio contendo um explante
por tubo. As varidveis de respostas avaliadas 8odli& foram numero e
comprimento das brotacdes (cm); biomassa secaalacbes, calos e raizes

(mg), e porcentagens de calos e brotagdes.

2.2 Avaliacédo das densidades de fluxo de fétons regeneracao de
segmentos déd. suaveolens

O efeito das condicbes de Iluminosidade foi avaliagto dois
experimentos, um utilizando segmentos nodais et oapicais de plantulas
com 40 dias de cultivin vitro. Os explantes foram inoculados em tubos de
ensaio com 15 mL do meio de cultura MS/2, conteBday.L* de sacarose,
acrescido de 6 g'tde agar e o pH aferido em 5,7 + 0,1 antes da lavegem.

Apés inoculacdo, o material foi levado para salacdescimento e
mantido nas seguintes densidades de fluxo de f61n28; 47 e 69 pmol m
251 oriundas de lampadas fluorescentes brancas. Aodigds avaliou-se o
nimero e o comprimento das brotacdes, as biomassasda parte aérea, do
caule, raizes e total e andlise quimica dos caimts volateis, a partir de
25 mg das folhas secas.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb com quinze
repeticbes contendo um explante por tubo. As veisdvespostas foram

transformadas em (x+0,5), onde x é o nimero obtido.
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2.3 Avaliacao das condi¢Bes de qualidade de luz regeneracao de
segmentos nodais del. suaveolens

O efeito da qualidade espectral da luz foi avaliadiizando-se
segmentos nodais de plantulas com 50 dias de @ultiwitro. Os explantes
foram inoculados em tubos de ensaio com 15 mL dio me cultura MS/2,
contendo 30 g.t de sacarose, acrescido de 6'gde 4gar e o pH aferido em 5,7
+ 0,1 antes da autoclavagem.

Apés inoculacdo, o material foi mantido na salacdescimento sob
luzes fluorescentes, com intensidade de 47 pmbkhe LEDs (ight Emitting
Diode) azul, vermelha, amarela, branca, verde, e nasbhicagdes de
azul:vermelha (4:10), (10:4) e (7:7). As Figura®(8) a seguir representam 0s

espectros dos tratamentos.

60000 Fluorescente
0000 4
40000 4

F0000

Escopo

20000 4

10000

]

300 330 400 450 500 350 600 630 OO 750 800

Comprimento de onda (nm})

Figura 8 Espectro da luz fluorescente utilizada casdicbes de qualidade de luz na
regeneragao de segmentos nodaill deuaveolensUFLA, Lavras, 2013
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Figura 9Espectros das diferentes LEDRSght Emitting Diod¢ utilizadas nas condi¢6es
de qualidade de luz na regeneragdo de segmenta@snddH. suaveolens
UFLA, Lavras, 2013
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Aos 35 dias avaliou-se 0 nimero e o comprimento ltatacdes, o
numero de folhas, as biomassas seca das folhasadies e das raizes e analise
guimica dos constituintes volateis, a partir der@8das folhas secas.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb com cinco
repeticdes contendo trés tubos de ensaio com ularggpor tubo.

2.4 Andlise de constituintes volateis dd. suaveolens em diferentes
condicdes de cultivo

Analisou-se neste experimento os constituintesteislgpresentes em
quatro condi¢Bes de cultivo #k suaveolensl- plantulas cultivadas vitro por
70 dias em meio MS com 15 g/L de sacarose origgabke sementes; 2-
plantulas cultivadam vitro em meio MS/4 com 30 g/L de sacarose por 60 dias
originadas de segmentos nodais da casa de vegeagalantas com 90 dias
cultivadas em areia com fertirrigacdo em casa dgetegdo; e, 4- plantas
cultivadas no Horto Medicinal da UFLA.

Folhas deH. suaveolendoram coletadas de sete individuos, as quais
foram reunidas e secas. ApOs a secagem, o mdiarialisturado e coletado
uma amostra composta. O material foi analisadorgticata, a partir de 100

mg de folhas secas de cada localidade.

2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variareoanparados ao teste
de Tukey Kramer a 5% quando houve interacdes entfatores; para os fatores
principais; ao teste de Duncam a 5% de probabgidad relacdo aos fatores
principais, exceto para os experimentos de intadsice qualidade de luz que
foram avaliados pelo teste de Tukey a 5%. O prograstatistico SAS verséo
9,2 (SAS INSTITUTE, 2008) foi utilizado para o pessamento dos dados.
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2.6 Andlise da fracao volatil por HS-CG/EM

Amostras de folhas dd. suaveolendoram coletadas de plantulas aos 30
dias de cultivoin vitro no experimento de condicbes de luz; aos 35 dias de
cultivo in vitro para o experimento de qualidades de luz; e noriexpeto de
condicBes de cultivo: plantulas cultivadasvitro por 70 dias (MS com 15 g/L
de sacarose originadas de sementes), plantulagadalsin vitro por 60 dias
(originadas de gemas e em meio MS/4 com 30 g/ladarese), plantas com 90
dias (fertirrigacdo em casa de vegetacdo) e, gamm 90 dias cultivadas em
canteiros. As amostras foram secas em estufaaddagjao de ar a 39°C.

As anadlises quimicas foram realizadas no Labomtde Fitoquimica do
DAG/UFLA. Para extracdo da fragdo volatil He suaveolenempregou-se a
técnica deheadspaceestatico. Para isso, utilizou-se do extrator/aradst
headspaceautomatico CombiPALAutosampler Systeff€TC Analytic AG,
Switzerlangl acoplado ao sistema de CG/EM. Apéds procedimerdes
otimizacdo das condicBes operacionais foram esteides o0s seguintes
parametros: temperatura de incubacdo da amosti®@eEC durante 30 min,
temperatura de seringa a 110 °C. Foram utilizaBam@ de folhas secas, em
triplicata, no experimento de qualidade de luz; 8§ em duplicata no
experimento de condi¢des de luz e 100 mg em quichtgono experimento de
ambientes. Essas foram acondicionadas em vial lpeadspacede 20 mL,
vedados com septo de silicone/PTFE; pQ0da fase de vapor foram injetados
na coluna cromatografica. A fracdo volatil foi asafla em um sistema de
cromatografia em fase gaso&gilent® 7890A acoplado a um detector seletivo
de massadigilent® MSD 5975C Agilent TechnologiesCaliférnia, EUA),
operado por ionizagéo de impacto eletrénico a 70e@vmodo varredura, a uma
velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisighmassas de 40-400 m/z.
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Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida-5¥?S (30 m de comprimento
x 0,25 mm de diametro interno x 0, de espessura do filme) (California,
EUA). O gas hélio foi utilizado como géas de arrasim fluxo de 1,0 mL/min;
as temperaturas do injetor e da linha de transfexéara o MS foram mantidas
em 230 °C. A temperatura inicial do forno foi de°@) seguido por uma rampa
de temperatura de 3 °C/min até 220 ° C, seguidenderampa de 10 °C/min até
250 °C. A injecéo foi realizada no mosiglit a uma razao de injecdo de 1:10. As
concentracBes dos constituintes presentes na frefdill foram expressas pela
porcentagem de &rea relativa do cromatogramadetgins.

Os constituintes da fragdo volatil foram identifloa por comparagéo
dos seus indices de retencéo relativos a coinjggdaona solucdo padrao de n-
alcanos (C8-C20Sigma-Aldrici®, St. Louis, USA) e por comparagdo dos
espectros de massas do banco de dados da bibllt8FAEPA/NHI (NIST
SPEECH GROUP WEBSITE, 2008) e de literatura (ADAR&)Q7). Os indices
de retencdo foram calculados usando a equacaordderaDool e Kratz (1963)
e para as atribuicbes foram consultados indicegetincdo de literaturas
(ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito de citocinina e auxina no cultivon vitro de H. suaveolens

A) Interacdo entre BAP x ANA na multiplicacdo de bsowm segmentos
nodais e apicais dé. suaveolens.

Na Tabela 9 verifica-se que independente do explamddal ou apical)
observou-se a formagéo de calos em todos os tratasnsuplementados com
ANA e BAP. No entanto, nos segmentos nodais a fofimale calos foi mais
pronunciada, pois esses explantes apresentarama9B99% de formacédo de
calos. Observou-se também que na presenca de BARi&uer concentracéo
avaliada, mesmo na auséncia da auxina, houve 1@0fdérmhacdo de calos no
segmento nodal e entre 93% a 100% no apical. Naneegcdo de meldo
(Cucumis melp cv. Gaucho, o aumento da permanéncia dos explante
cotiledonares nos meios de germinacéo e as eleecadaentracdes de BAP nos
meios de regeneracdo diminuiram a capacidade ay§aima dos explantes e
incrementaram a formacao de calos (PINHO et al.QR0
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Tabela 10 Porcentagem de calos (%C), porcentagemoties (%B), nUmero de
brotos (NB), biomassa seca de brotos (BSB-mg), &ssian seca de calos
(BSC-mg) de plantulas ddyptis suaveolens in vitroom 30 dias de
cultivo, em funcdo de concentracbes de BAP e ANRLAJ Lavras,
2013

0,0 mg/L ANA
%C %B NB BSB BSC
N A N A N A N A N A
0 0 0 100 100 1,0a 10a 145a 9,2ab Oc Oc
100 100 O 69 Oc 10a Oc 75ab 638b 638a
2 100 93 40 60 08b O0,7ab 47b 6,1b 792ab 429b
0,5 mg/L ANA
0 93 33 14 100 0,2bc 10a 21bc 124a 222c c54
100 100 O 44 Oc O04ab O0c 22bc 725ab 583b
2 100 100 O 20 Oc 0,2b Oc 1,7bc 824a 720a
1,0 mg/L ANA
93 56 14 55 O0,1bc O06ab 03bc 59bc 199c cll4
100 100 O 7 Oc 0,1b Oc 0lc 515b 80,1a

2 100 100 O 53 Oc 0,5 ab Oc 36bc 53, 7b 583b
N: nodal; A: apical; As médias seguidas pela mefstra mindscula na coluna nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste deeyfikcamer, a 5 % de significanciy;
Variaveis respostas transformadas. NB nodal: (3¥0BSB nodal: (x+0,5}°. Sendo o
X 0 nimero obtido.

BAP
(mg/L)

Segundo Pereira et al. (2012), a utilizacdo conulasirde BAP e ANA
em segmentos foliares ddyptis leucocephalainduziu calos compactos e
indiferenciados; verificando-se uma elevada poegam de formacdo de calos,
com mais 60% de indugdo nos meios de cultura s@plrdos com ANA e
mais de 80% de inducéo nos meios de cultura suptah@s com concentracdes
superiores a 1,98 mg'Lde BAP na presenca de ANA. Sendo a maior taxa de
calogénese e de crescimento dos calos obtidas agtitizacdo combinada de

1,98 e 4,84 mg.L desses reguladores, respectivamente.
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Em relagcdo a biomassa seca de calos, as maioremsmfedam
observadas com a suplementacéo de 2,0'h1gpLBAP e nas interacdes de 1,0
mg.L* e de 2,0 mg.t de BAP com 0,5 mg:t de ANA (72,46 e 82,42 mg,
respectivamente) nos segmentos nodais. Para oesggETapicais, as maiores
biomassas secas de calos foram nos tratamento4,6omg.L" de BAP (63,78
mg), 0,5 mg.l* de ANA e 2,0 mg.Lt de BAP (72,05 mg) e 1,0 mglde ANA
e 1,0 mg.[' de BAP (80,12 mg). Independente da origem do ekplas calos
apresentaram aspecto compacto (auséncia de desg@pgg coloracdo
esverdeada ou marrom e com presenca de pequeress rai

J& a maxima producdo de brotos ocorreu na ausé&eiambos
reguladores para os segmentos nodais e apicaissesegmentos apicais
suplementados com 0,5 m¢g.Lde ANA. Consequentemente, 0s maiores
acumulos de biomassa seca de brotagfes também fuvaervados nesses
tratamentos, embora o tratamento com 1,0 mg/L dé B&o tenha apresentado
diferenca estatistica significativa para essa vatiaAs maiores médias de
namero de brotacGes também foram na auséncia diadeges de crescimento.

Esses resultados indicam que essa espécie nao sitecate
suplementacao de reguladores de crescimento patdtiglicacdoin vitro. Em
oposicdo ao presente estudo, na regeneracéiiro de mesocétilos de arroz
(Oryza sativa conforme se aumentou as concentracbes do reguldelo
crescimento BAP, houve um incremento na regenerdedarotacdes (REY et
al., 2009).

Em estudos conduzidos por Veloz, Taketa e Villar{@813) com
reguladores de crescimento em segmentos noddiy/plis suaveolenalguns
tratamentos suplementados com 0,4 mg-mé ANA em interacéo com cinetina
(0,06; 0,2 € 0,5 mg.mb ou BAP (0,06 e 0,2 mg'.JI), 0s explantes mostraram
protuberancias dentro de uma semana em culturapeisddde 13 dias, calos

apareceram com trés variagdes: 1) o desenvolvim#gmtoalos e raizes; 2) o
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desenvolvimento de brotos com raizes e a presengdae e, 3) a presenca de
calos e brotos , havendo a desfolha desses dumapteneira semana. Ja, 0s
tratamentos com citocinina (cinetina ou BAP) naéac@m de ANA, nédo
desenvolveram raizes, mas exibiram a presencavis bootos.

B) Interagdo TDZ x ANA na multiplicagdo de brotos emgrmentos nodais

e apicais dél. suaveolens

Os resultados da interagdo TDZ x ANA s&o repredestaa Tabela 10
e foram similares aqueles observados na interagd BANA, discutidos no
item anterior. Observou-se que o0s reguladores dscionento induziram a
formacg&o de calos ao invés de brotos. A ausénctalde foi observada apenas
nos tratamentos isentos de reguladores de credcinpana ambos explantes
(segmentos nodal e apical) e naqueles suplementado®,5 mg.[* de ANA
para o segmento apical (Tabela 10). Os calos apezaen aspecto compacto
(auséncia de desagregacédo), coloracdo esverdeadsmom e presenca de

pequenas raizes.
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Tabela 11 Porcentagem de calos (%C), porcentagemoties (%B), nUmero de
brotos (NB), biomassa seca de brotos (BSB-mg), &ssian seca de calos
(BSC-mg) de plantulas ddyptis suaveolens in vitroom 30 dias de
cultivo, em funcdo de concentracbes de TDZ e ANALA, Lavras,

2013
0,0 mg/L ANA
(;"SIZL) %C %B NB BSB BSC
N A N A N A N A N A
0 0O 0 100 100 1,6a 10a 14,92 14,3a oc Oc

100 100 22 30 0,3bc 0,3bc 1,6bc 4,5bc 41,4bc 48,4b
2 100 92 0 42 Oc 0,4b Oc 7,6b 58,0b  45,7b
0,5 mg/L ANA
0 100 O 18 100 0,2bc 1,7a 1,1bc 10,8a 27,0c 8,4c
100 100 6 0 0dbc 0Oc 10bc Oc 59,5b 68,1ab
2 100 100 O 0 Oc Oc Oc Oc 84,2a 70,9a
1,0 mg/L ANA
86 20 43 80 0,6b 0,72b 3,6b 9,5ab 23,4c Oc
100 100 O 0 Oc Oc Oc Oc 59,9b 80,7a
100 100 O 0 Oc Oc Oc Oc 59,8b 77,7a
CcVv - - 26 30 29 32 31 28

N: nodal; A:apical; As médias seguidas pela mestra minldscula na coluna ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste deyikamer, a 5 % de significancfa.
Variaveis resposta transformadas. NB apical: (X+*0,BSB apical: (x+0,5)"*. NB e
BSB nodal: (x+0,5%

Veloz, Taketa e Villarreal (2013), em cultivo deizes deHyptis
suaveolens in vitroobservou que a presenca de reguladores de cezgoim
induziu o crescimento de calos conjuntamente cdmesae em trés linhagens de
células de calos houve acumulo de podofilotoxinana usubstancia usada
topicamente no tratamento de verrugas genitaisadasspelo virus causador do
papiloma humano, em concentracées de 0,003, 0,00D06% (peso seco),

quando ANA foi combinada com cinetina ou BAP.
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Para 0 segmento nodal a maior biomassa seca defealibservada na
interacdo de 0,5 mgilde ANA com 2,0 mg.I: de BAP. Nos segmentos apicais
os tratamentos com interacdo de ANA e BAP, indepeteddas concentracdes
apresentaram os maiores acimulos de biomassaeseatod.

Corroborando com os resultados observados na ¢aiefBAP x ANA
(item anterior), também foi observado o maior peeal, nimero e biomassa
seca de brotos nos tratamentos isentos de amhdaderes para 0os segmentos
nodais e apicais e nos segmentos apicais suplesiosntam 0,5 mg/L de ANA.
Portanto, os resultados indicam que a suplementaigfiaeguladores de
crescimento, especialmente de citocininas, ndorémeomn o crescimento e

desenvolvimento de brotacdesvitro.

C) Interacdo BAP x AIA em segmentos nodais

Neste experimento tentou-se induzir a producédo @lépios brotos com a
diminuicdo da concentracdo de reguladores de orestd, e a substituicdo do
ANA pelo AIA. No entanto, como observado nos experntos anteriores, a
presenca de reguladores induziu a formacgéo de BID% de calos, exceto na

suplementacao de 0,25 mg/L de AlA (Tabela 11).
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Tabela 12 Porcentagem de calos (%C), porcentagemoties (%B), nUmero de
brotos (NB), biomassa seca de brotos (BSB-mg), &&sm seca de
calos (BSC-mg) de plantulas ¢hyptis suaveolens in vitroom 30
dias de cultivo, em funcdo de concentracdes de BAPA. UFLA,
Lavras, 2013

BAP 0,00 mg/L AIA
(mg/L) %C %B BSB BSC
0 0 100 12,4 ab 0,0c
0,05 80 100 17,6 a 5,9 bc
0,1 60 100 11,6 ab 28c
0,2 100 100 13,0 ab 6,4 bc
0,4 100 100 7,6 bc 20,7 a
0,25 mg/L AlA
0 0 100 10,9 b 0,0c
0,05 100 100 9,1 bc 4,9 bc
0,1 100 100 10,7 b 11,2 b
0,2 100 80 29c 16,1 ab
0,4 100 100 37¢c 233a
cVv - - 29 40

As médias seguidas pela mesma letra minlsculaloaacodo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey Kramer, a 5 % de faidnicia.

O explante ja possui provavelmente um alto teobgedo de auxina,
possivelmente a presenca exogena dela induziureédo de calos. As auxinas
sdo substancias que controlam o crescimento e rggaiwento celular e as
citocininas estimulam a divisdo celular e reduzedominancia apical, sendo
que o balanco entre esses dois tipos de reguladonéola muitos aspectos da
diferenciacdo celular e organogénese nas cultwastllilas, tecidos e 6érgaos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os calos induzidos nas combinacdes de BAP e Alfesgmtaram
consisténcia fridavel (presenca de desagregacda)lazacido amarelada. Isso
pode ser devido & menor concentragdo utilizada parareguladores de
crescimento. O calo é um aglomerado de célulasigoteformado pela intensa

divisdo das células do explante. O tipo de calm&mo em um determinado
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gendtipo, seu grau de diferenciagdo celular e o psgancial embriogénico
dependem, sobretudo, do tipo de explante e do meicultura utilizado
(PEREIRA et al., 2012). A friabilidade seria umaacderistica importante para
obtencédo de embrides somaticos, sendo bastantdawionada a espécie e ao
tipo de explante Santos et al. (2008).

Os calos com maior biomassa seca foram aquelégaclds nas maiores
concentracdes de BAP, caracterizado pelos trataseonm 0,4 mg.]l_ de BAP
(20,70 mg) e na interacdo de 0,2 e 0,4 mgla citocinina com 0,25 mg'Lde
AlA (16,07 e 23,35 mg, respectivamente).

Com excecéo do tratamento que interagiu 0,2 hgd. BAP com 0,25
mg.L' de AIA que apresentou porcentagem de 80% de bromsdemais
apresentaram 100%. No entanto, verificou-se qud/oiAibiu 0 nimero de
brotos, com media de 1,34 em 0,25 r’rfgde AlA e 1,65 na auséncia deste, ja a
citocinina nao influenciou essa variavel de respost

O acimulo de biomassa seca de brotacdes foi mesotratamentos
com presenca de AlA e na maior concentracdo de ®APmg.L"). As maiores
médias foram verificadas em 0; 0,05; 0,1 e 0,2 tgBAP, os quais
apresentaram biomassas secas de 12,4; 17,6; 1B3® eng, respectivamente
(Tabela 11).

Em todas as interacdes de auxinas e citocinindi@das, notou-se que
os reguladores de crescimento influenciaram a #@mlwde calos e ndo a de
brotos (Figura 10 e 11). A menor concentracao delaeor utilizada e o uso da
auxina AlA influenciaram maior presenca de brotagGeas ainda assim nao
houve uma taxa de multiplicacéo eficiente.
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Figura 10 Influéncia da interacdo dos reguladoeesrdscimento (BAP, TDZ e ANA)
nos segmentos déyptis suaveolens in vitra): Interagdo de BAP e ANA em
segmentos nodaid)) Interagdo de TDZ e ANA em segmentos node)s;
Interacdo de BAP e ANA em segmentos apicad) énteracdo de TDZ e
ANA em segmentos apicais. UFLA, Lavras, 2013
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Figura 11 Efeito da interacéo de reguladores deciorento (BAPXAIA) no crescimento
de segmento nodal dyptis suaveolens in vitrdJFLA, Lavras, 2013

Na repicagem de uma plantula dgptis suaveolensultivadain vitro
em meio MS/2 com 30 glde sacarose, regenera-se de 3 a 4 plantulasia part
de segmentos nodais. Devido a isso, a repicagenunié imdicada para a
multiplicacdo das plantulas que os reguladoresekeitnento avaliados.

Certos tecidos sintetizam as quantidades de hoomdnie necessitam,
outros sdo totalmente dependentes da aplicacdgemadPINTO; PASQUAL,
1990). Uma das grandes vantagens da ndo necessidado de reguladores de

crescimento, é que esses podem ocasionar variagi@z®nal nas plantulas.
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Este trabalho teve o intuito de propor um métodmpregando a
organogénese direta, para a multiplicagdovitro de H. suaveolensPorém,
devido a producédo de calos friaveis em baixas curagbes de reguladores de
crescimento, sugere-se que em préximos estudegaaagénese indireta, como
a embriogénese somatica sejam avaliados. Além eegucultura de tecidos é
importante estabelecer eficientes protocolos denemcao, tanto envolvendo
embriogénese como organogénese (REY et al., 2808briogénese somatica
indireta tem sido preconizada como uma via adeqpada a multiplicagdn
vitro, pois possibilita elevada taxa de multiplicacéntr&anto, a obtencdo de
calos, fase preliminar para obter os embrides soosatrepresenta uma etapa
crucial a ser ajustada (PEREIRA et al., 2012). Uenon tempo de exposicao
(tempo de choque) do explante no meio com regulddarrescimento também
poderiam ser avaliados. Em estudos com a regemeiacitro de melao
(Cucumis melp cv. ‘Galcho’, o aumento do periodo de permarémlzs
sementes nos meios germinativos, além de induzimomeegeneracdo dos
explantes, determinou uma sensibilidade menor slasteoncentracdes de BAP
empregadas nos meios regenerativos (PINHO et(dlQ)2

3.2 Avaliacéo das densidades de fluxo de fétons reyeneracao de
segmentos déd. suaveolens

Avaliou-se neste trabalho a regeneragéeitro e a analise da fragédo
volatil de Hyptis suaveolensPara uma melhor compreensdo dividiu-se os

resultados em subitens.

3.2.1 Regeneracam vitro

As plantulas deH. suaveolenganto originadas de segmentos apicais

quanto laterais sofreram influéncia das difered@mwsidades de fluxo de fotons.
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A porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi mraie intensidades
mais altas (47 e 69 pmols?) para os dois tipos de segmentos, com médias
em torno de 80 a 87% (Tabela 12).

Tabela 13 Numero de brotos (NB), comprimento dadopoincipal (CBP-cm), biomassa
seca do caule (BSC-mg), biomassa seca de folhas-fRf§, biomassa seca
de raizes (BSR-mg), biomassa seca total (BST-mgphomentagem de
sobrevivéncia (%S) de plantulas ldgptis suaveolens in vitroom 30 dias de
cultivo, em funcao da densidade do fluxo de f6i@)s UFLA, Lavras, 2013

(pmoIsz.s'l) NB? CBP? BSC BSF BSKR BST* %S

Segmento Apical

13 0,8b 11b 26b 39¢c 0,7b 8,1c 33

28 1,3ab 28a 5,1ab 6,8 bc 10b 11,9 bc 60

47 19a 29a 75a 12,1 ab 1,4b 20,1 ab 87

69 19a 30a 7,8a 15,7 a 43a 26,9 a 87
Segmento Nodal

13 12b 1,8b 3,7b 49b 0,8b 8,6b 40

28 10b 15b 43b 49b 0,7b 89b 53

47 22a 39a 109 a 152a 59a 31,1a 87

69 22a 3,1lab 8,4 ab 145a 55a 274 a 80

As médias seguidas pela mesma letra na colunaiférerd estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5 % de significantiariaveis transformadas em (x+0,5), onde
X € 0 nimero obtido.

Conforme Donnelly e Vidaver (1984), com o aumen&imadiancia
ocorre uma rapida expansao de folhas novas conctessdicas autotroficas,
potencializando a melhoria das taxas de sobrevizéri@ontudo, devido as
condicbes in vitro, como alta umidade relativa, baixa radiacao
fotossinteticamente ativa e 0 meio de crescimeao carboidratos como fonte
de energia, as folhas formadas teoricamente paodlar&o obter competéncia
fotossintética (YOON et al., 2009).
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A luz no ponto de vista de irradiancia é importgraea a fotossintese,
que é a energia utilizada na sintese de compoatbsrados (TAIZ; ZEIGER,
2009), para o crescimento e desenvolvimento daxsytéé (autotrofia).

As maiores densidades de fluxo de fétons em amlisosegmentos
resultaram em maiores nimeros e comprimento dedyrbiomassa seca de
caules, folhas, raizes e total (Tabela 12 e Fi@@)a Esse resultado corrobora
com Mishra et al. (2011), que relatam que essaciespdlistribuida nas regides
tropicais, ndo sendo comumente encontrada naseeegifbtropicais.

APICAL

NODAL

Figura 12 Influéncia da densidade de fluxo de fét@umol nf.s’) em plantulas de
Hyptis suaveolens in vitroriundas de segmentos apicais e nodais. UFLA,
Lavras, 2013

Observou-se que nos segmentos apicais a maiorsidéele de luz
influenciou para um maior crescimento da plantG@laesultado dos segmentos
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nodais foram os mesmos, exceto para o comprimentratacéo principal e a
biomassa seca do caule que decairam na maioridadasde luz em relagéo a
anterior, no entanto apesar de ndo haver diferesttistica observa-se que
nesse segmento houve uma tendéncia de menoressmpadiamaior irradiancia.
A biossintese da auxina AIA esta associada aodo®atom rapida divisdo
celular e crescimento, especialmente nas parteaéfAlZ; ZEIGER, 2009);
Darwin descobriu em seus estudos o fenémeno ddrdpismo, que é o
crescimento da plantula em direcdo a fonte dedewvido a presenca de auxina
(TAIZ; ZEIGER, 2009). No entanto o AlA pode ser @xilo por enzimas
peroxidases na alta intensidade luminosa (TAIZ;GHER, 2009). As plantulas
originadas do segmento apical, onde a auxina éupra tém um maior
crescimento em uma maior irradincia que as plastofiginadas de segmentos
nodais, provavelmente devido ao teor de auxinagardh Nos tecidos vegetais,
0 AlA é inativado imediatamente apds ou concomdiameinte com a acgao
promotora do crescimento, sua degradacdo se faznmio da oxidacdo
(KERBAUY, 2004).

Cada espécie pode responder diferentemente a ddasik fluxo de
fétons. Maiores densidades de fétons podem seudic@is ao crescimento da
plantula, afetando o seu aparato fotossintéticaf@me Muller et al. (2001) a
energia luminosa em excesso pode levar a produgaespécies toxicas, tais
como superoéxidos, oxigénio singleto e peréxidosem@nto varios mecanismos
podem minimizar esses danos como os carotenoidaetgres), a modificacao
da distribuicdo de energia entre os fotossistereds pelos pigmentos proteicos
das antenas e o ciclo das xantofilas (TAIZ; ZEIGE®)9).

Como essa espécie é mais cultivada e adaptaddireas quentes e
com alta irradidncia, possui caracteristicas conpulzescéncia para tolerar a
maior densidade de fluxo de fétons. Em alguns amdsecom abundéancia de

luz, as folhas frequentemente tém caracteristicasdmicas especiais como
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tricomas, glandula de sal e cera epicuticular, umentam a reflexdo da luz
pela superficie foliar, reduzindo assim, a absotgavnosa (EHLERINGER et
al., 1976).

Além disso, muitas propriedades do aparato fotedsio mudam em
funcdo da luz disponivel, bem como o ponto de cosggio da luz, que é mais
alto em folhas de sol que em folhas de sombra (TAEHAGER, 2009).

Neste estudo, as densidades de fluxo de foton8 de2B parecem ser
insuficientes para o crescimento da plantula, t@at@a o segmento apical ou
nodal. Entretanto, a intensidade de 47 g8l m?s” foi 6tima para regular o
crescimento e atividade fotossintética. A luz podilegquentemente, limitar o
crescimento e a reproducdo das plantas, sendo assirecurso critico dessas
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Segundo Taiz e Zeiger (2009) de acordo com a cdevaesposta de
arvores individuais e de um dossel, a taxa fottésia geralmente ndo satura,
mesmo sob a luz solar total. Com isso, a prodwttléde a biomassa da cultura
estdo relacionadas a quantidade total de luz m&elurante a fase de
crescimento, tendo agua e nutrientes suficientBI (BAKER, 1988).

Soontornchainaksaeng et al. (2001) em estudos cenmestimentan
vitro de Phaius tankerviliaee Vanda coerulea(ambas Orchidacea) nas
intensidades de 28, 37, 56, 74 eya®l mZ2.s', observaram maior acimulo de
biomassa seca, altura de plantas, niumero de fellt&senvolvimento de area
foliar dessas duas espécies na intensidade gmd4n?.s’, sendo a intensidade
mais baixa insuficiente para o crescimento dastyks e aquela mais alta
excessiva para o crescimento 6timo e atividadessoitética. No entanto, Jo et
al. (2008) trabalhando comilocasia amazbnica(nome popular: alocasian
vitro obtiveram melhores resultados de crescimento englelvimento de
plantulas em baixas irradidncias (15 ouy®ol m®s'), no entanto o maior

actmulo de biomassa seca foi na densidades dé@gneol miZ.s™.
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Segundo Naves (1993) o diametro do caule podemsdyam indicador
da capacidade assimilatéria liquida da planta. IReks semelhantes foram
observados por Sales et al. (2009) com horteldadmpo in vivo (Hyptis
marrubioide$, verificando um menor didmetro do caule na aliwacolo no
ambiente com menor irradiancia (20%).

A luz utilizada na cultura de tecidos é um fatofluenciador na
multiplicacdo e no enraizamento da plantula, poderain irradiacdes
inadequadas nao favorecer a inducdo e o desenwritontde raizes (PASA et
al., 2012; RADMANN et al., 2002).

Resultados de Carvalho et al. (2012) em estudogpt@mulas deéyptis
marrubioides cultivadasin vitro, corroboram com o presente estudo. Esses
autores observaram que em maiores irradianciase(@bte 125 pmol is?)
tiveram as melhores respostas de taxa fotossiatéicbons indices de
crescimento.

Devido ao maior desenvolvimento aéreo e radicudar mantulas, tanto
nas densidades de fluxo de fétons de 47 quanto® gemol nf.s* séo aptas
para o cultivo de plantulas oriundas de segmerpasia ou lateraisn vitro.
Esses ambientes podem promover melhores condicées @ posterior

estabelecimento dessas plantulas no amb@xmtétra

3.2.2 Analise da fracao volatil

Os resultados das analises da fracdo volatil démgfode plantulas
oriundas de segmentos apicais e laterais, mardataas diferentes intensidades
de irradiancia estdo representadas nas Tabelai4,3espectivamente.
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Tabela 14 Constituicdo quimica da fragédo volatiptétulas deH. suaveolens
(C) originadas de segmentos apicais cultivadostro em diferentes
densidades de fluxo de fétons (D). UFLA, Lavrasl20

D (umol m?2.s%)

C IR 13 28 47 69
Area %+DP
a-tujeno 925 0,33#0,03 0,28+0,02 0,31+0,02 0,28+0,03
a-pineno 932 0,90+0,15 1,16+0,08 0,91+0,09 2,21+0,92
sabineno 972 15,50+0,7613,08+0,47 17,04+1,76 14,19+4,99
B-pineno 976 2,33+0,49 2,95+0,13 2,12+0,22 8,14+4,01
B-mirceno 991 0,16+0,02 0,22+0,04 0,19+0,01 0,23+0,00
a-felandreno 1005 0,63+0,20 0,50+0,01 0,73+0,00 0,72+0,05
a-terpineno 1016 0,27+0,06 0,16+0,02 0,22+0,01 nd
B-felandreno 1028 5,69+1,59 4,68+0,21 6,53+0,18 7,13+0,07
1,8-cineol 1030 2,34+0,45 3,27+0,67 1,55+0,32 3,69+0,16
y-terpineno 1057 0,43+0,07 0,24+0,03 0,34+0,01 0,31+0,08
;_'g;‘mgﬁo 1066 nd  0,15:0,03 0,11x0,01 0,40+0,20
terpinoleno 1088 0,54+0,02 0,50+0,09 0,38+0,05 nd
y-elemeno 1334 0,41+0,21 0,44+0,34 nd nd
&-elemeno 1336 0,22+0,02 0,34+0,01 0,41+0,01 0,29+0,01
a-cubebeno 1349 nd 0,15+0,03 0,28+0,00 nd
a-copaeno 1375 1,26+0,34 0,86+0,22 1,58+0,08 0,83+0,09
B-cubebeno 1386 1,96+0,12 1,14+1,55 2,24+0,02 1,55+0,07
a-gurjuneno 1415 0,22+0,02 0,19+0,02 0,20+0,03 nd
E-cariofileno 1423 18,38+0,6120,13+0,52 17,17+0,99 19,27+1,78
p-copaeno 1428 nd 0,21+0,03 0,18+0,00 nd
a-guaieno 1437 0,71+0,14 0,62+0,12 0,77+0,06 0,67+0,04
nao identificado 1442 0,32+0,15 0,24+0,05 0,33+0,10 0,33+0,07
epi-biciclosesqui- 405 9191001 0,12:001  nd nd
felandreno
a-humuleno 1452 1,49+0,05 1,57+0,04 1,77+0,08 1,79+0,24
aromai:g;wdreno 1459 1,19+0,11 0,47+0,01 0,52+0,00 0,33+0,09

%ndice de retencéo relativo a série n-alcan@sd4) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padré=2). nd = ndo detectado; tr = traco(,01%).
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D (umol m?2.s?)

C IR 13 28 47 69
Area %+DP
e Z‘?‘gi'gr?(;) 1461  nd 037001 025:003  nd
y-muuroleno 1476 0,82+0,04 0,63+0,04 0,51+0,10 0,45+0,04
germacreno D 1480 20,66+3,1120,44+0,71 17,24+0,29 12,63+0,77
B-selineno 1485 1,39+0,08 1,23+0,04 1,26+0,12 1,36+0,01
nao identificado 1490 0,40+0,11 0,31+0,05 0,32+0,06 0,30+0,05
biciclogermacreno 1496 12,94+0,0316,29+0,34 18,52+0,99 15,33+0,13
a-muuroleno 1499 0,41+0,15 0,28+0,03 0,23+0,03 nd
y-cadineno 1513 0,61+0,00 0,51+0,04 0,39+0,06 0,32+0,01
é-cadineno 1523 1,13#0,08 0,91+0,10 0,67+0,10 0,74+0,05
a-cadineno 1537 0,21+0,02 0,15+0,01 0,12+0,03 nd
nao identificado 1543 0,72+0,32 nd 0,15+0,01 0,31+0,09
espatulenol 1576 1,05+0,18 0,82+0,09 1,65+0,38 1,34+0,13
oxido de 1581 0,36%0,04 0,39+0,03 0,440,05 nd
cariofileno
Hidrocarbonetos monoterpénicos 26,78 23,92 28,88 33,61
Monoterpenos oxigenados 2,34 3,27 1,55 3,69
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 64,2 67,05 64,31 55,56
Sesquiterpenos oxigenados 1,41 1,21 2,09 1,34
Né&o identificado 1,44 0,55 0,8 0,94
Total de constituintes presentes 34 37 36 27
Total identificado (%) 96,14 96,00 97,64 95,15

®Indice de retencao relativo a série n-alcan@sd4s) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padrés<2). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).
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Tabela 16Constituicdo quimica da fracdo volatil de plarduteeH. suaveolens
(C) originadas de segmentos nodais cultivadostro em diferentes
densidades de fluxo de fétons (D). UFLA, Lavrasl20

D (umol m?2.s?)

C IR 13 28 47 69
Area %+DP
a-tujeno 925 nd 0,23+0,00 0,45%0,09 0,28+0,00
a-pineno 932 1,60+0,44 1,41+0,21 2,04+0,33 1,31+0,12
sabineno 972 17,04+4,39 11,26+0,81 19,59+0,91  15,77+1,29
B-pineno 976  4,05+0,92 3,88+0,80 4,7540,71 4,07+0,02
B-mirceno 991 nd 0,24+0,04 0,45+0,16 nd
a-felandreno 1005 0,72+0,14 0,40+0,03 0,92+0,06 0,79+0,10
a-terpineno 1016 nd nd 0,30+0,06 nd
p-felandreno 1028 6,64+1,02 3,80+0,42 8,07+0,82 7,24+0,78
1,8-cineol 1030 4,46+1,72 2,83+0,53 6,07£2,77 1,98+0,77
y-terpineno 1057 0,35#0,11 0,24+0,08 0,44+0,08 0,32+0,04
;_'g;at‘)ti?]gﬁo 1066  0,54+0,07  0,49+0,04  0,19:0,01  0,35:0,03
terpinoleno 1088 nd nd 0,62+0,10 0,40+0,01
v-elemeno 1334 nd nd nd nd
&-elemeno 1336  0,28+0,00 0,22+0,02 0,30+0,05 nd
a-cubebeno 1349 nd nd nd 0,31+0,08

a-copaeno 1375 0,76%0,35 1,10+0,31 0,85+0,60 1,83+0,36
B-cubebeno 1386 2,01+0,28 2,36+0,23 1,8840,31 2,06+0,12
E-cariofileno 1418 18,25+3,02 23,80+0,53 15,86+0,19 16,47+0,39
p-copaeno 1428 nd 0,25+0,12 0,17+0,00 nd
a-guaieno 1437  0,5940,01 0,53+0,08 0,74+0,04 0,87+0,22
néo identificado 1442  0,25+0,04 0,27+0,15 0,29+0,02 0,35+0,17
a-humuleno 1452  1,6840,23 1,84+0,03 1,5940,23 1,94+0,25

e 1459  0,47+0,14  0,74+0,27  0,42+0,02  0,47+0,08
aromadendreno

cis-cadina-

1(6,4-dieno) 1461 0,30+0,01 nd 0,21+0,01 nd

y-muuroleno 1476  0,5240,02 0,81+0,18 0,55+0,09 0,59+0,14
germacrenoD 1480 19,62+3,53 24,06+0,44 12,88+1,19 15,61+1,02

¥ndice de retencéo relativo a série n-alcan@sd) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padrés<2). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).
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Tabela 14 (continuagdo)

D (umol m2.s%)

C IR 13 28 47 69
Area %+DP
B-selineno 1485 1,25+0,18 1,46+0,02 1,39+0,08 1,51+0,11
néo identificado 1490 0,27+0,05 0,37+0,16 0,29+0,02 0,35+0,12
biciclogermacreno 1496 13,42+1,22 11,52+0,85 13,60+1,43 17,78+0,05
a-muuroleno 1499 0,25+0,06 0,45+0,16 0,25+0,03 0,26+0,04
y-cadineno 1513 0,51+0,08 0,55+0,12 0,36+0,01 0,35+0,04
&-cadineno 1523 0,86+0,23 1,24+0,29 0,71+0,10 0,81+0,09
a-cadineno 1537 0,30+0,26 0,19+0,05 nd 0,30+0,11
espatulenol 1576 0,45+0,19 0,61+0,06 1,22+0,68 1,56+0,32
Cgi‘igfﬁedfo 1581 0,31#0,25 0,34#0,13 0,44+0,19 0,38+0,03
Hidrocarbonetos monoterpénicos 30,94 21,95 37,82 30,53
Monoterpenos oxigenados 4,46 2,83 6,07 1,98
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 61,07 71,12 51,76 61,16
Sesquiterpenos oxigenados 0,76 0,95 1,66 1,94
N&o identificado 0,52 0,64 0,58 0,70
Total de constituintes presentes 28 30 32 29
Total identificado (%) 97,73 97,49 97,88 96,29

®Indice de retencao relativo a série n-alcan@sdfs) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padrés<2). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).

Foram identificados 35 constituintes quimicos na&ises das plantulas
oriundas de segmentos apicais e 33 para as of@grde segmentos laterais, 0s
guais representaram mais de 95% da composicdo qguitotal. O perfil
cromatografico dos segmentos apicais apresentowr ntaimplexidade que
aquele obtido para os laterais nas intensidadd8da8 e 47 pmol ths™. No
perfil cromatografico das primeiras estavam preseahtre 34 a 37 constituintes
volateis, enquanto para as Ultimas entre 28 e B&titaintes presentes. A alta
intensidade luminosa reduziu a complexidade doilpemdmatografico para
ambos 0s segmentos, sendo que para os apicais dbsmrvados a presenca de

27 constituintes e para os laterais 29.
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Houve maior complexidade da fracdo volatil em pléa# originadas de
segmentos apicais. Possivelmente, a auxina endégehsenciou nessa
complexidade. Certos tecidos sintetizam as qualdiglade hormonios que
necessitam, outros sdo totalmente dependenteslidacdp endégena (PINTO;
PASQUAL, 1990).

As densidades, de fluxo de fétons, extremas foraejughciais as
plantulas. Nas menores irradiancias a planta fieds rfragil e suscetivel: a
adversidade do ambiente e ao ataque de patdégeherbigoros; com isso ha
menor investimento em biomassa e maior investimemaubstancias de defesa
quimica das plantas. No entanto, as plantulasatiwemaior crescimento na
intensidade mais alta, tendo assim uma fracaoilvolénos complexa. O AIA
pode ser oxidado por enzimas peroxidases na attasidade luminosa (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Além disso, Hidrocarbonetos sesquiterpénicos fdaase dominante de
constituintes volateis, independentemente do tipexplante ou de intensidade
luminosa, compreendendo teores entre 51,76% a%ldE2composicao volatil
total. Para 0os segmentos apicais essa classe siituwiotes apresentou menores
teores na maior intensidade de luz (55,56%), naesaptando diferencas
significativas nas demais intensidades (64,20 @58%). J4 para 0s segmentos
laterais na menor e na maior intensidade de luz,hofive diferenca entre os
teores de sesquiterpenos hidrocarbonetos totais,076le 61,16%,
respectivamente). Porém, houve um aumento e untlgpressiva no total de
constituintes dessa classe nas intensidades dd2@mol nf.s*,com teores de
71,12% e 51,76%, respectivamente.

Em ambos os tipos de explantes, os hidrocarborssteguiterpénicos
com teores mais expressivos foraBcariofileno, o germacreno D e o
biciclogermacreno, Grafico 2 e 3. Nos segmentosa#pios teores d&-
cariofileno (17,1#0,99 a 20,180,52%) e biciclogermacreno (12,94+0,03 a
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18,52t0,99%) ndo apresentaram variacOes significativéie eas intensidades
luminosas. No entanto, para o germacreno D, nasremiintensidades
luminosas (47 e 69 pmolfs") houve diminuicdo dos seus teores (1¥®29

e 12,630,77%), comparados ao valor maximo de 23,77% rtassidades de
luz de 13 e 28 pmol fs™.
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Gréfico 2 Porcentagem relativa (%) dos constitsit@m maior teor na fragdo volatil de
Hyptis suaveolensoriginadas de segmentos apicais cultivadhowitro, sob
diferentes densidades de fluxo de fétons (13; Z8 49 pmol M.s%). UFLA,
Lavras, 2013
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Gréfico 3 Porcentagem relativa (%) dos constitgit@m maior teor na fracao volatil de
Hyptis suaveolensoriginadas de segmentos nodais cultivatiowitro, sob
diferentes densidades de fluxo de fétons (13; Z8 49 pmol mM.s%). UFLA,
Lavras, 2013

Hidrocarbonetos monoterpénicos foi a segunda cldeseonstituintes
dominantes na fracdo volatil de plantulasHiesuaveolensHouve diferencas
consideraveis no teor de monoterpenos totais nfedies intensidades
luminosas e tipos de segmentos. Tanto para 0s séggrepicais quanto laterais,
o menor teor dessa classe foi observado na intsidle 28 umol tas
1(23,92% e 21,95%, respectivamente). No entantoaiomteor dessa classe nos
segmentos apicais foi observado sob 69 unosh(33,61%) e para os laterais
na intensidade de 47 pmol“s® (37,82%). Em todos os experimentos, dentre
os hidrocarbonetos monoterpénicos que apresentaraiores teores estdo o
sabineno (11,28),81 a 19,580,91%), op-pineno (2,120,22 a 8,144,01%), o
B-felandreno (3,860,42 a 8,0%0,82%) e o 1,8-cineol (1,%8,32 a 6,0%2,77),
Gréfico 2 e 3. Dentre as diferengas quantitativass raxpressivas observadas,

destaca-se o aumento dos teore$-gneno nos segmentos apicais cultivados
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sob 69 pmol M.s* de intensidade luminosa. Em ambos explantes,coestele
p-felandreno foram os menores na intensidade der@8l mi>.s. Os 6leos
essenciais podem ter diferentes teores de congtituem funcao doabitatem
que as plantas séo cultivadas (CONTI et al., 2011)

O potencial de alguns deles foram evidenciadosrebalhos 3-pineno
demonstrou acao inseticida e repelente de inset@RBONE, 1993; SIMOES;
SPTIZER, 2004). Mondello et al. (2006) mostrou gué,8 cineol apresenta
acdo antifangica contaCandida albicans interrup¢cdo do crescimento
microbiano emlListeria monocytogenesLIS-BALCHIM; DEANS, 1997) e
atividade antioxidantm vitro (TOSCAN, 2010).

Na fracdo volatil deH. suaveolensultivadain vitro sob as diferentes
intensidades luminosas também foi observada amgyaste monoterpenos (1,55
a 6,07%) e sesquiterpenos (0,76 a 2,09%) oxigenados

Em contraposicdo com os resultados do presentalttigbnas andlises
do oleo essencial, por GC/MS, das folhasHigtis suaveolenConti et al.
(2011) verificaram que os hidrocarbonetos monoteéged foram o grupo mais
representativo (64,1%), seguido por hidrocarbonsé&ssjuiterpénicos (24,0%),
monoterpenos oxigenados (8,1%) e sesquiterpenagerados (2,4%). No
entanto, corroborando com os resultados do presssttelo, Azevedo et al.
(2001) verificou que os hidrocarbonetos monoteiqEnfoi o principal grupo de
componentes na maioria das populacdes (36,89-73,é6%amostras de Oleos
essenciais extraidos de plantadgetis suaveolendo Cerrado brasileiro. Além
disso, Azevedo et al. (2001) identificou o sabineno biciclogermacreno em
altos teores, ao lado do limoneno, felandreno eib@ol. Ja no 6leo essencial
das partes aéreas de populactelyjeis suaveolenem estadio vegetativo, de
floracdo e de frutificacdo, Oliveira et al. (200Bjentificaram sabineno,
limoneno, 1,8-cineol, E-cariofileno e espatulenol como o0s constituintes

majoritarios.
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Observou-se que a maior intensidade de luz inigtoducéo de alguns
compostos volateis comterpinenoy-elemenofi-copaeno, dentre outros.

Como observado anteriormente, a irradiancia de 9 @mol nt.s*
resultou em parte aérea e sistema radicular maendelvido para ambos tipos
de explantes. No entanto, na maior irradiancia @ombicdo na sintese de
diversos constituintes volateis. De acordo com Daywdams e Adams
(1992), a fotoinibicdo pode ocorrer quando a nédads fotossintética da planta
€ excedida, o que parece ter ocorrido nas plantidats suaveolensDevido a
esse fato e considerando os resultados de cregoirdanplantulain vitro, as
evidéncias apontaram que a intensidade de luz dem®l ni’.s* foi a melhor

para o cultivdn vitro deH. suaveolens.

3.3 Avaliacéo das condi¢des de qualidade de luz regeneracéo de
segmentos nodais del. suaveolens

Avaliou-se neste trabalho a regeneracéo dos segmeatiaisn vitro e
a analise da fracdo volatil dyptis suaveolend?ara uma melhor compreensao

dividiu-se os resultados em subitens.

3.3.1 Regeneracéo de segmentos nodiaivitro

Os resultados observados no crescimento das dantultivadas sob
diferentes qualidades de luz foram especificos pa@a variavel resposta
analisada, o que corrobora com Carvalho et al.2Rde afirmaram que a luz é
um fator ambiental que pode ser manipulado dumamtescimentdn vitro. Em
comparacdo com a lampada fluorescente, as lampde@s (light emission
diode branca, vermelha, azul ou combinac¢des de vermaahlaincrementaram

as variaveis de crescimento analisadas (FiguraTebela 15).
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VERMELHO - -AZUL " AMARELO. VERDE BRANCO.

"y ' ey
Figura 13 Influéncia do espectro de luz no cresnim@le segmento nodal dtyptis
suaveolens in vitr@V/A = proporcéo vermelho/azul). UFLA, Lavras, 201
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Tabela 17 Numero de brotos (NB), comprimento dedsr¢CB-cm), nimero de
folhas (NF), biomassa seca de folhas (BSF-mg), hssa seca de
calos (BSC-mg), biomassa seca de raizes (BSR-higneassa seca
total (mg) de plantulas ddyptis suaveolens in vitroom 35 dias de
cultivo, em funcdo de qualidades de léz (azul,B: vermelha,C:
amarelaD: brancaE: verde,F: fluorescentes: vermelha: azul 7:7,
H: vermelha:azul4:10 ke vermelha:azul 10:4). UFLA, Lavras, 2013

Luz NB CB NF BSF BSC BSR BST

A 3,5ab 1,4d 13,9 abc 15,7 bc 46b 3,7b 23,6 ¢
B 2,8ab 3,7ab 13,7abc 15,0bcd 7,8ab 7,5ab 0,3

C 16b 3,4 abc 10,2 c 9,2d 48 b 35b 175¢c
D 3,1ab 2,4 cd 195a 23,2a 10,1a 9,5ab 42,8ab
E 19b 4.4 a 10,3 ¢ 11,5 cd 71ab 42 b 227c
F 1.9b 25bcd 12,2 bc 13,0bcd 49D 35b 215c
G
H
I

22b  16d 123 bc 187ab 51b 63 bc38(’:4

3,3ab 1,6d 17,9 ab 17,8 abc 9,7a 152a 42,7ab
41 a 2,2 cd 19,1 a 19,0 ab 11,0a 150a 450a

Ccv 32 25 20 19 28 49 22

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferatistisamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5 % de significancia.

Entre os pigmentos que podem promover as respfogtamorfogénica
nas plantas, os mais importantes sdo aqueles gaeva a luz vermelha e
azul, sendo o fitocromo um pigmento proteico endalvna maioria desses
fenbmenos, que absorve luz mais fortemente nadewgio vermelho e do
vermelho distante, mas também absorve luz azul{T2EIGEIR, 2009).

Segundo Taiz e Zeiger (2009), o fitocromo regul&ramscricdo de
inimeros genes, muito desses envolvidos na piggémtzerde (como aqueles
codificados no nudcleo para a subunidade pequenalisco e a proteina de
ligacdo da clorofila a/b para o complexo de absodgluz).

A resposta a luz branca do fitocromo é devido do fessa luz ser
composta por uma mistura de comprimentos de ondezéemoelho, vermelho-
distante e azul (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Os numeros de brotos (2,76 a 4,13) e folhas (18,7®,47) foram
incrementados nos tratamentos que foram mantidnastuzes azul, vermelha,
branca e combinag¢des de vermelha:azul de 4:104e i&o havendo diferencas
estatisticas significativas entre elas. No entadamtre as Ultimas lampadas
citadas, os maiores acumulos de biomassa secalldas foram sob a luz branca
(23,19 mg), vermelha:azul 4:10 (17,79 mg) e veraretul 10:4 (19,02 mg).

A biomassa seca do caule, raiz e total também ema@am resultados
similares. Para o sistema radicular, os melhosdtezlos foram observados nas
luzes vermelha, branca, vermelha:azul 4:10 e véorestul 10:4, apresentando
maiores meédias de biomassa seca de raiz, 7,54; 94520 e 15,01
respectivamente. Maior biomassa seca total foirghda nos tratamentos sob
luz branca (42,84 mg), vermelho:azul 4:10 (42,70 mgrermelho:azul 10:4
(45,01 mg).

Em razdo da quebra da dominancia apical, causddalegradacado de
auxinas, plantas cultivadas sob a faixa do espdettoz azul podem resultar em
altas taxas de brotacOes laterais (CHEE; POOL, ;1889VA; DEBERGH,
1997). Luca et al. (2001) verificaram plantulasAlernanthera brasiliand..
cultivadas sob luz azul e verde formaram até qubtaios por explante,
enquanto que em todos os outros tratamentos (Meamnblanca e escuro) o
ndmero de brotos por explante foi de apenas dois.

Corroborando também com resultados deste trabathoestudos com
Zantedeschia albomaculata maior nimero de brotos ocorreu em luz branca e
vermelha combinada com azul (CHANG et al.,, 200&3raPmultiplicacaadn
vitro do porta-enxerto d€runus GF 677, Morini e Muleo (2003) obtiveram
maior nimero de brotos em luz branca. Em estudo owmieira (Malus
domestica com 4,4uM de BAP no meio de cultura, tanto o numero meédio d
gemas como a taxa de multiplicacdo, foram superiesob a luz vermelha e
branca (ERIG; SCHUC, 2006). No cultiwo vitro de porta-enxerto derunus
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clone I.S. 5/14, o maior nimero médio de gemasbpato também foi obtido
utilizando a luz vermelha (ROSSI et al., 2002)gE&iSchuc (2005) em estudos
com framboeseiraRubu sidaeus.) também obteve o maior nUmero médio de
brotos com a luz vermelha, entretanto a luz veadeb&m proporcionou esse
resultado.

A luz branca tem sido utilizada em cultura de tesi@ seus efeitos
sobre a morfogénese sao mais conhecidos (RIBEIRAD.,e2009), no entanto
aguela mais comum ¢é a fluorescente. A luz azulgbitante na formacédo da
clorofila, no desenvolvimento do cloroplasto, naeralira do estbmato e na
fotomorfogénese (AKOYUNOGLOU; ANNI, 1984).

A funcdo do tipo de luz no crescimento e desennwvito das plantas
pode variar com a espécie de planta, o estadiorefeimento, as condi¢Bes
ambientais, a composi¢cdo do meio de cultura e tlagio; devido a isso, sdo
necessarios estudos detalhados para correlacidifas de luz as condigbes de
crescimento e, inclusive, aos objetivos do cul(RIG; SCHUC, 2005).

A folha é a parte da planta que possui maior cdregio de
constituintes volateis, sendo assim para esse iibjaecomenda-se a
propagacdo dessa plantuta vitro nas luzes branca, vermelho e azul (7:7),
vermelho e azul (4:10) e vermelho e azul (10:4).

3.2.2 Analise da fracao volatil

Os resultados das andlises quimicas da fracaalwadét folhas deH.
suaveolenscultivadas in vitro estdo representados na Tabela 16, onde 41
constituintes volateis foram identificados numaadagéntre 94,19 % a 99,48 %

da composicao quimica total.
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Tabela 18 Constituicdo quimica da fragéo volatdlisada por HS-CG/MS de
folhas de plantulas dd. suaveolensultivadasn vitro em diferentes
gualidades de luzA: azul, B: vermelha,C: amarelaD: branca,E:
verde,F: fluorescenteG: vermelha: azul 7:71: vermelha:azul4:10
el: vermelha:azul 10:4. UFLA, Lavras, 2013

QUALIDADES DE LUZ
COMPOSTOS A B C D E F G H |
Area %+DP

0,23+ 0,23+ 0,23+0 0,21+ 0,23+ 0,22+0 0,14+ 0,24+ 0,21+0

a-tujeno 01 00 O 00 00 1 00 00 .0
a-pineno 2,08+ 445+ 247+0 2,68+ 2,54+ 2,69+0 3,17+ 2,23+ 37840
04 03 7 04 03 4 02 03 0
canfeno nd oblgi nd nd nd nd nd nd 0,1(()&0
sabineno 12,63 7,51+ 12,97+ 11,34 10,71 8,0643 577+ 12,89 7,380
+2 07 38 3 4 1 15 12 7
B-pineno 714+ 17,39 9,69+3 10,45 9,61+ 10,62+ 12,85 8,25+ 14,19+
11 09 6 +1 13 22 09 14 01
. 0,32+ 044+ 036+0 0,39+ 0,31+ 0,32+0 0,32+ 0,40+ 0,48+0
p-mirceno

0,0 0,0 ,0 0,0 0,0 A1 0,0 0,0 ,0
0,63+ 0,74+ 0,710 0,64+ 0,73+ 0,61+0 0,71+ 0,74+ 0,71+0

a-felandreno 0.0 0.1 1 0,2 0,0 1 0,2 0,1 0

013+ 011+ 011+ 01720
0-3-careno nd 0.0 nd 0.0 nd nd 0.0 nd 0
terpineno 019+ 019t . 015+ 016t 4 019 0,22%0
o-terp 01 00 00 01 0,0 0

5,51+ 6,99+ 6,35+0 5,94+ 6,53+ 5,72+0 6,52+ 6,48+ 6,360
0,4 0,8 6 1,2 0,3 4 15 0,5 5
1,09+ 0,36 0,78+0 0,45+ 0,40+ 1,09+0 0,35+ 0,52+ 0,84+0
0,4 0,0 2 0,3 0,2 5 0,1 0,0 1
0,26+ 0,24+ 0,19+0 0,20+ 0,21+ 0,200 0,11+ 0,28+ 0,27+0
0,1 0,0 0 0,0 0,1 1 0,0 0,0 ,0
hidrato de Z- 0,13+ 0,14+ 0,10+
sabineno 0,0 nd ,0 nd 0,0 nd nd 0,0 nd
1,30+ 3,19+ 1,29+0 2,38+ 1,76+ 0,65+0 2,15+ 1,12+ 3,830

p-felandreno
1,8-cineol

y-terpineno

terpinoleno 03 04 8 04 06 A 03 02 4
0,30+ 0,11+ 0,16+ 0,140

borneol nd 01 nd 0.0 nd nd 0.0 nd 0
. 0,26+ 0,25+ 0,12+ 0,14+ 0,24+ 0,34%0

a-terpineol nd 01 nd 0.0 00 nd 00 0.1 0

DP = desvio padréa€3). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).
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QUALIDADES DE LUZ

COMPOSTOS A B C D E F G H |
Area %+DP
elemeno 027+ 024+ 024+ 028t 023t 0024+ 033t 022+ 024
Y 00 00 00 00 00 00 00 00 00
0,40+ 0,32+ 0,46+ 0,35+ 0,45+ 024+ 0,25+ 0,38+ 0,37+
a-cubebeno 01 o1 01 01 01 00 00 00 00
211+ 1,38+ 237+ 1,63+ 2,32+ 122+ 1,20+ 2,00+ 1,64+
0-copaeno 02 03 04 04 03 02 01 02 02
B-cubebeno 06281 061811 06281 Oblgi 0(,)2(]).i o o 06181 o
1,78+ 1,62+ 1,92+ 1,87+ 1,75+ 1,84+ 1,93+ 1,78+ 1,56+
p-elemeno 02 03 01 01 01 02 01 01 01
. 013+ 014+ . 015+ 015: 0,20+ 014+ 0,15+ 0,18+
a-gurjuneno 00 00 00 00 00 00 00 00
E_cariofileno 21,00 17,81 17,39 21,60 19,34 2248 21,97 19,55 18,79
+2  +17 +1,3 +2 17 453 14 +12 +11
B-copaeno 0,26+ 023+ 0,20+ 021+ 021+ 0025+ 0,19+ 0028+ 0,37+
01 00 00 00 01 00 00 01 01
. 0,09+ 1,02+ 0,70+ 0,75+ 1,02+ 1,17+ 1,05+ 0,87+ 1,12+
a-guaieno 02 01 01 00 03 00 00 02 01
Ao identificado 040t 035t 021+ 026+ 024+ 037+ 031 037+ 056
02 01 00 00 01 00 00 01 01
EiF():Iiclosesquifelan 014+ 012t 016+ 017+ 016+ . . 018t 017+
00 00 00 00 00 00 00
dreno

cissmuurola-3,5- 0,12+ 0,12+ nd nd 0,14+ nd nd 0,11+ 0,14+
dieno 00 00 0,0 00 00
228+ 1,77+ 185+ 2,10+ 2,13+ 243+ 2,33+ 211+ 1,97+

e-humuleno 01 00 01 01 00 03 02 01 00
alo-aromaden- 0,60+ 0,48+ 1,14+ 1,05+ 1,21+ 1,14+ 0,56+ 1,21+ 0,64+
dreno 00 00 00 01 01 01 00 01 01
| 0,69+ 0,71+ 0,64+ 0,58+ 0,79+ 0,97+ 0,68+ 0,79+ 0,81+
y-muuroieno 0ol 01 00 03 02 01 01 02 01
16,22 13,00 19,69 16,04 16,77 16,05 14,34 17,21 13,52

germacreno D +1 42,0 03 1 08 +19 +22 +10 00
. 1,37+ 1,11+ 1,14+ 1,13+ 124+ 154+ 129+ 1,19+ 1,07+
p-selineno 02 00 01 00 02 015 01 02 00
Ao identificado 046t 041 0,32+ 0,30+ 0,38+ 047+ 033+ 041 056
02 01 00 04 01 00 01 01 01

DP = desvio padraa€3). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).
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QUALIDADES DE LUZ

COMPOSTOS A B C D E F G H |
Area %zDP
biciclogermacreng 1258 1070 1166 1159 11,76 12,82 1418 1027 9,58
9 +1 407 +04 0,0 +00 0,4 03 +1,5 0,3
muuroleno 0,38 0,36+ 0,34+ 0,24+ 0,45+ 055+ 0,28+ 0,39+ 0,44
o +01 00 01 00 01 00 00 01 00
. 0,47 0,41+ 040+ 0,37+ 0,42+ 052+ 0,34+ 0,43+ 0,51
v-cadineno +01 00 00 00 01 00 00 00 =01
. 106 1,09+ 1,07+ 0,81+ 1,37+ 1,51+ 0,87+ 1,16+ 1,23
g-cadineno +02 01 01 00 03 01 01 01 =#01
trans-cadina-1,4- 0,12 0,12+ nd nd 0,15+ nd nd 0,12+ 0,15
dieno +0,0 00 0,0 00 0,0
. 0,17 0,17+ 0,16+ 0,14+ 0,18+ 0,20+ 0,13+ 0,19+ 0,21
e-cadineno 0 00 00 00 00 00 00 00 =00
T 0,39 0,41+ 0,39+ 044+ 0,62+ 045+ 050+ 1,07+ 0,57
ndo identificado +03 01 00 00 02 02 03 02 =02
0,33 0,11+ 0,13+ 0,22+ 0,21+ 030+ 0,23+ 0,21% 0,17
espatulenol +00 00 00 00 00 01 00 01 00
N o 0,14 0,15+ 0,23+ 0,13+ 0,15+ 0,10
o6xido decariofileno +0.0 nd nd nd 00 0.0 0.0 00 0,0
Hidrocarbonetos 30,29 41,62 3426 3514 34,78 30,18 30,00 32,82 37,7
monoterpenlcos
Monoterpenos 122 092 09 08l 066 109 065 086 1,32
oxigenados
Hidrocarbonetos 63,34 53,06 61,74 60,55 62,44 6426 62,04 60,78 5471
sequIterpenlcos
Sesquiterpenos 047 011 013 022 036 053 036 036 027
oxigenados
N&o identificado 125 1,17 092 10 124 129 114 185 1,69
Toral de
constituintes 39 41 34 38 40 33 36 40 41
presentes
Total 96,56 96,88 97,92 97,72 99,48 97,3594,19 96,68 95,68
identificado(%) ' ‘ : ' ’ Rt ’ ’

DP = desvio padréa€3). nd = ndo detectado; tr = trago(,01%).

Assim como nas analises de crescimento, a luzefwente foi a que
inibiu a sintese do maior nimero de constituin@ateis. Enquanto que sob a
luz vermelha e combinacdo vermelha:azul 10:4 foseokado um pefrfil
cromatografico com 41 constituintes, na luz fluoesge apenas 33 estavam

presentes. Dentre os constituintes que foram iogbidela luz fluorescente



126

citam-se o canfen®;3-carenog-terpinenoZ-sabineno, borneod-terpineol,f-
cubebeno, epi-biciclosesquifelandrerms-muurola-3,5-dieno drans-cadina-
1,4-dieno.

Indenpendente da qualidade de luz os hidrocarbersetequiterpénicos
(53,06 a 64,26%) foi a classe dominante, seguidasphidrocarbonetos
monoterpénicos (30,00 a 41,62%), monoterpenos paiEs (0,65 a 1,32%) e
sesquiterpenos oxigenados (0,11 a 0,53%). As nwmidrébicbes dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram observaitaa kiz vermelha (53,06%)
e combinacdo vermelha:azul 10:4 (54,71%), no eota@sses tratamentos
observaram-se 0s maiores teores de monoterpengsnaxios (41,62 e 37,7%,
respectivamente).

Azevedo et al. (2002), em trabalho cétyptis suaveolengso cerrado
brasileiro, investigaram o 6leo essencial da paé®a de nove amostras por
CG-MS e verificaram que os sequisterpenos oxigenfam principal grupo na
maioria das populacdes. J& em outro trabalho codleo dessa espécie os
hidrocarbonetos monoterpénicos foram identificadosio o principal grupo
presente (RANA et al., 2004).

Independente da qualidade de Iluz, os principais stitoimtes
identificados foram o sabineno (5,77+1,47 a 12,894B-pineno (7,14+1,06 a
17,39+0,92)E-cariofileno (17,39+1,35 a 21,92+1,4), germacrend8,00+2,06
a 19,69+0,33) e biciclogermacreno (9,58+0,3 a B)IH, Graficos 4 e 5.
Estudos de Azevedo et al. (2002) com a composiedaosle amostras de 6leo
essencial de plantas déyptis suaveolenslo Cerrado brasileiro na fase de
frutificacdo, investigado por GC-MS, verificou-seegpatulenol, 1,8-cineol &
cariofileno como os principais constituintes. dg,constituintes: sabineng;
cariofileno, terpinoleno, b-pineno e limoneno (6)0%ram verificados por
Conti et al. (2011) em andlises por cromatografisoga com um alto teor no

6leo essencial.
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mvermelha: azul 7:7 © vermelha:azul4:10 = vermelha:azul 10:4

Gréfico 4 Porcentagem relativa (%) dos constitsirda classe de monoterpenos com

maior teor na fracao volatil déyptis suaveolensob diferentes qualidades de
luz. UFLA, Lavras, 2013
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25 Sesquiterpenos

Porcentagem relativa (%)

E-cariofileno germacreno D biciclogermacreno
Compostos quimicos

mazul mvermelha

B amarela Ebranca

mverde fluorescente
mvermelha: azul 7:7 vermelha:azul4:10

Gréfico 5 Porcentagem relativa (%) dos constitdirda classe de sesquiterpenos com

maior teor na fracao volatil ddyptis suaveolenssob diferentes qualidades de
luz. UFLA, Lavras, 2013

O potencial de alguns deles foi evidenciado emathas. -pineno
demonstrou acéo inseticida e repelente de inseteRBONE, 1993; SIMOES;
SPTIZER, 2004). Mondello et al. (2006), mostrarame @ 1,8 cineol apresenta
acdo antifingica contaCandida albicans interrupcdo do crescimento
microbiano emListeria monocytogenesLIS-BALCHIM; DEANS, 1997) e
atividade antioxidanti vitro (TOSCAN, 2010).

Pelas faixas dos constituintes obtidas no presestado podde-se
observar que os monoterpenos hidrocarbonetos, esabiep-pineno, foram os
constituintes que apresentaram maiores variac@tences. A luz azul, amarela
e combinacdo vermelha:azul 4:10 foram as que ireméaram os teores de
sabineno (12,68,0 a 12,891,2). Ja a luz vermelha e combinacao vemelha:azul

10:4 incrementaram o0s teores depineno (17,380,9 e 14,190,1%,
espectivamente).
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Verificou-se algumas variacdes quantitativas nasignificativas e que
alguns compostos volateis foram inibidos por deieados espectros de luz. A
luz fluorescente foi a que causou maior efeito iiéim tanto para os
constituintes volateis quanto para os parametrasegeimento.

A qualidade da luz surge como uma ferramenta napuiagéo da inducéo
de balancos fisiolégicos favoraveis a respostasoffipas no crescimento das
plantas (MORINI; MULEO, 2003). Nesse contexto irghuse os metabdlitos

secundarios.

3.3 Andlise de constituintes volateis dd. suaveolens em diferentes
condicdes de cultivo

Na andlise da fracdo volatil foram identificados danstituintes
guimicos entre os diferentes ambientes, represgmtamais de 96,47% da
composicdo total (Tabela 17). Independente do arshiea classe dos
hidrocarbonetos monoterpénicos foi a classe doneéné3d,85 a 72,55%). O
maior teor de hidrocarbonetos monoterpénicos faeolado nas plantulas
oriundas de sementes e 0 menor nas plantas calivaal fertirrigacéo (plantas

matrizes).
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Tabela 19 Constituicdo quimica da fracdo volatil Higotis suaveolengm
diferentes ambientesF¢rtirrigacdo: plantas cultivadas em casa de
vegetacao sob o sistema de fertirriga¢donto: canteiro a pleno sol no
Horto de plantas medicinais da UFL@&;in vitro: plantulas oriundas de
segmentos nodais de casa de vegetacdo inoculadasoirem meio
MS/4 e 30 g/L de sacaroseSeén vitro: plantulas oriundas de sementes
inoculadasin vitro em meio MS e 15 g/L de sacarose). UFLA, Lavras,

2013
Ambientes
COMPOSTOS IR® Fertimigagdo ~ Horto G [MVitro Sinvitro
(MS/4) (MS)
Area %+DP
hexanal 801 0,3340,06 nd nd nd
ﬁé‘j’(‘en_l_ol 850  3,63t1,11  0,67+0,28 0,35:0,16 0,28+0,08
1-hexanol 863 0,46+0,11 nd nd nd
a-tujeno 925 0,56+0,03 0,46+0,08 0,96+0,10 1,22+0,41
a-pineno 932 2,69+1,08 2,05+0,33 6,74+1,40 0,98%0,25
canfeno 947 nd nd 0,22+0,04 nd
sabineno 972 10,40+2,03 14,83%3,135,59+4,74 37,96+0,61
B-pineno 977 11,56+4,70 8,13+1,37 28,90+2,20,96+1,67
B-mirceno 990 0,45+0,18 0,47+0,14 0,46+0,16 nd
a-felandreno 1005 1,12+0,23 1,18+0,28 1,04+0,04 0,67+0,08
&-3-careno 1011 nd 0,18+0,03 0,17+0,05 nd
a-terpeno 1016 0,28+0,02 0,26+0,02 0,46+0,13 0,72+0,18
p-cimeno 1023 0,71+0,07 0,44+0,08 0,62+0,07 0,57+0,34
p-felandreno 1028 15,41+2,62 17,63+2,0614,30+1,98 7,43+0,07
1,8-cineol 1030 19,71+1,80 7,29+1,44 3,40+0,98 5,53+0,73
y-terpineno 1057 0,48+0,04 0,49+0,08 0,74+0,15 1,15%0,27
hidrato de 1066 0,62¢0,09 0,45:0,09 1,06+0,06 1,25:0,37
Z-sabineno
terpinoleno 1088 nd 2,38+0,64 1,62+0,70 0,77+0,10

¥ndice de retencéo relativo a sémi@lcanos (Cyo) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padréin=4). nd = ndo detectado; tr = traco(,01%).
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Tabela 17 (conclusao)

Ambientes
Fertirriga G invitro Sinvitro
COMPOSTOS IR 207 Horto MS/a) M9)
Area %zDP

hidrato de E-sabineno 1099 0,59+0,06 0,41+0,17 0,67+0,08 1,09+0,22
trans-pinocarveol 1138 nd nd 0,12+0,04 nd
canfora 1143 nd 0,35+0,05 0,83+0,24 nd
borneol 1164 nd nd 0,26+0,15 nd
terpinen-4-ol 1176 nd 0,51+0,16 0,3940,11 0,65+0,12
o-terpineol 1190 0,80+0,12 0,48%0,13 0,62+0,31 nd
mirtenol 1196 nd nd 0,12+0,003 nd
a-cubebeno 1349 nd nd 0,13+0,07 0,52+0,01
a-copaeno 1375 0,78+0,35 0,67+0,26 0,45+0,27 2,38+0,03
(-)-B- bourboneno 1384 0,97+0,20 4,49+1,34 nd nd
p-elemeno 1391 0,53+#0,12 0,72+0,08 0,50+0,07 1,24+0,09
E-cariofileno 1418 14,10+£3,75 15,29+1,77 9,56+1,36 8,99+0,98
B-copaeno 1428 nd 0,56+0,15 nd 0,23+0,02
a-guaieno 1438 nd 0,30+0,03 0,17+40,04 0,30+0,06
o-humuleno 1452 1,14+0,20 1,00%0,08 0,69+0,04 0,98+0,09
alo- aromadendreno 1459 0,26+0,08 0,41+0,06 0,20+0,07 0,35+0,03
y-muuroleno 1476 nd 0,18+0,02 0,20+0,02 0,52+0,07
germacreno D 1480 2,08+1,32 5,06+0,26 3,14+0,23 7,69+0,46
B-selineno 1485 0,75#0,06 0,53+0,05 0,58+0,05 1,25+0,06
biciclo- germacreno 1496 5,21+0,10 6,00+0,82 3,11+0,48 7,03+1,40
&-cadineno 1523 nd 0,21+0,04 0,17+0,01 0,34+0,03
espatulenol 1576 2,14+0,68 2,39+0,64 0,43+0,12 1,99+0,06
Oxido de cariofileno 1582 1,46+0,99 nd 0,27+0,02 0,30+0,01
Z'Srzg‘gjrrsgggfj 39,85 47,84 72,55 55,40
Monoterpenos oxigenados 25,52 9,71 6,76 7,55
;'e"igfﬁfgrbp%”nfé‘;z 25,82 35,41 18,90 31,82
Sesquiterpenos oxigenados 3,60 2,39 0,70 2,29
g#;rt(iacso()élcoms e aldeido 4,42 0.67 0,35 0,28
Total de constituintes presentes 28 33 37 30
Total identificado (%) 99,22 96,47 99,23 97,00

®Indice de retencao relativo a sémi@lcanos (6C,o) em colunas HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP = desvio padrén=4). nd = ndo detectado; tr = traco(,01%).
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Com excecdo da fertirrigacdo, os sesquiterpenasdabonetos foi a
segunda classe dominante de constituintes quimmges teores foram de
35,41%, 18,90% e 31,82%, para o horto e plantulds/adasin vitro oriundas
de segmentos nodais e sementes, respectivamentamblente de fertirrigacao
houve a presenca quase equitativa de monoterpedigsnados (25,52%) e
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (25,82%).

Corroborando com o presente estudo, os trabalho&zdeedo et al.
(2001), Conti et al. (2011) e Rana et al. (2004hkt@m identificaram os
hidrocarbonetos monoterpénicos como a classe pahadle constituintes
volateis deHyptis suaveolensNo entanto, em outros trabalhos com essa mesma
planta, Oliveira et al. (2005) verificou os monptmos oxigenados e Azevedo
et al. (2002) verificaram os sesquiterpenos oxides@omo a classe principal.

Diferencas qualitativas significativas foram obselas nos perfis
cromatogréaficos das amostras analisadas. O perbmatografico mais
complexo foi o de plantulas cultivadasvitro (meio MS/4 suplementado com
30 g¢g/L de sacarose) oriundas de segmentos nodais 30 constituintes
guimicos, seguido do horto (a pleno sol e comagép), plantulas cultivadas
vitro (MS suplementado com 15 g/L de sacarose) oriun@asemnentes e
fertirrigacdo em casa de vegetacdo, com 33,30 eoB8tituintes quimicos.
Observa-se no item 3.4.1 do artigo 1 deste tralalieca complexidade volatil é
influenciada pelos sais do meio MS, tendo maiorpieridade o0 meio menos
salino. O ambiente de fertirrigacédo, possivelmenfegeceu condicbes 6timas
para a sobrevivéncia da planta, ndo estimulandmasproducédo de compostos
de defesa para a planta. Segundo Gershenzon eaCr(i891), os terpenos
exercem importantes funcdes de defesa no reindalege

De acordo com Martins, Santos e Polo (2006) ha wiewvada

variabilidade na composi¢do e no teor de constéasirmajoritarios do 6leo
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essencial délyptis suaveolens/arios sdo os fatores que podem implicar nessa
variabilidade da composicdo do 6leo essencial camvariabilidade genética
intraespecifica, condicdes ambientais, épocas ltheita condi¢bes de cultivo,
tipo de solo, a parte da planta utilizada, dentiteos (HAY; SVOBODA, 1993).
Dentre o0s monoterpenos hidrocarbonetos majoritariftmam
identificados o sabineno (10,40+2,03 a 37,96+0,613;pineno (2,96+1,67 a
28,9042,20) e @-felandreno (7,43+0,07 a 17,63+2,06), Grafico 6taNee nas
faixas de teores desses constituintes que as mijese foram bastante
expressivas entre os ambientes. O teor de sabfeeémeaximo nas plantulas
oriundas de sementesfepineno nas plantulas oriundas de segmentos nedais
o B-felandreno nas plantas do horto. Ja o monoterpeigenado 1,8-cineol teve
sua maxima producdo nas plantas cultivadas nariigagdo e o sesquiterpeno

hidrocarbonetd-cariofileno teve sua maxima producado nas plagtastra
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Grafico 6 Porcentagem relativa (%) dos constituintes conomiaior na fracédo
volatil de Hyptis suaveolenssob diferentes condi¢bes de cultivo
(Fertirrigacdo, Horto, Gn vitro: plantulas oriundas de segmentos
nodais de casa de vegetacdo inoculadastro em meio MS/4 e 30
g/L de sacarose; e,dh vitro: plantulas oriundas de sementes

inoculadadn vitro em meio MS e 15 g/L de sacarose). UFLA, Lavras,
2013

O potencial de alguns deles foi evidenciado emosutrabalhosf-
pineno demonstrou agéo inseticida e repelente sktds (HARBONE, 1993;
SIMOES; SPTIZER, 2004). Mondello et al. (2006), trasm que o 1,8 cineol
apresenta acao antifiingica cofftandida albicansinterrupcao do crescimento
microbiano emlListeria monocytogenesLi6-BALCHIM; DEANS, 1997) e
atividade antioxidantm vitro (TOSCAN, 2010).

Elevados teores desses constituintes volateis favhservados em
outros trabalhos comdyptis suaveoleng\zevedo et al. (2001) verificou também
altos teores de sabinen@-delandreno, além do limoneno, biciclogermacreno e

1,8-cineol em. Ja Oliveira et al. (2005) identifaxa a presenca de sabineno,
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limoneno, 1,8-cineckE-cariofileno e espatulenol como constituintes m&japs
do 6leo essencial d¢. suaveolens

Os constituintes volateis podem ter diferenteseteagm funcéo do
habitat em que as plantas sédo cultivadas (CONTI et al. 1A variabilidade
guimica corresponde bem aos resultados tanto dmgfismo na germinacdo
das sementes, quanto a taxa diferencial de creswndas plantulas ddyptis
suaveolen$AZEVEDO et al., 2001).
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4 CONCLUSAO

Tanto os fatores fisicos como os quimicos influemco cultivoin vitro de
Hyptis suaveolensSendo a producdo de constituintes volateis, el
influenciada pelo tipo de ambiente de cultivo erdgerial propagativo.

Para essa espécie ndo ha a necessidade do ugpildeaees de crescimento
na multiplicacaan vitro.

Em relacdo aos fatores fisicos, a densidade de flexfétons irradiada nas
plantulas com 47 pumol fs® influenciou melhores respostas no crescimento
vegetativo e a producao de constituintes volateis.

N&o ha diferencas quantitativas entre os congtitsiinolateis nos diferentes
espectros de luzes. No entanto, a luz fluoresaemiea maior efeito inibitério
tanto para os constituintes volateis quanto pan@aodmetros de crescimento, e
0s espectros das lampadas azul, vermelha, brancanshina¢gbes de vermelha
com azul incrementam variaveis de crescimento dastytasin vitro, sem

afetar na producéo de constituintes volateis.

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

- Miversidade de sao pasls Merbario Bpr
Tleansphasvum tuaiolim (4} Kundy
we. 6.4, dtoas Ly A 2013

Herbério ESAL = Depto. @iclogia/UFLA
37200-000 LAVARS - MG - BRASIL

Exsicata de Hyptis suaveolens(L.) Poit., modernamente identificada como
Mesosphaerum suaveolefts) Kuntze por Cintia L. Silva Luz em outubro @613,
doada ao herbario da Universidade de S&o Pauloherbario de Lavras para
identificacao.

Fonte: Universidade de S&o Paulo (SPF).



