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RESUMO

A Mentha pulegium L. (Lamiaceae) é uma espécie que possui fitoquimica complexa,
incluindo compostos fenolicos e volateis responsaveis por atividades acaricida, inseticida,
antiviral e antimicrobiana. A intensidade e a qualidade espectral da luz podem causar
modificacdes na totipoténcia das células vegetais, atingindo respostas estruturais e quimicas.
Objetivou-se avaliar os impactos da intensidade e qualidade de luz no crescimento e na
producdo de pigmentos fotossintetizantes, compostos fendlicos e flavonas/flavondis totais e
constituintes volateis de M. pulegium cultivada in vitro. Segmentos apicais foram excisados
de plantas matrizes cultivadas em canteiro no Horto de Plantas Medicinais da UFLA, lavados
em &gua corrente por 30 min, seguido por imersdo em solugdo de hipoclorito de sddio
comercial a 50 % (v/v) por 15 min, sob agitacdo constante. Estes foram estabelecidos e
multiplicados em meio basico MS (Murashige e Skoog, 1962) até obtencdo dos propagulos
necessarios para a instalacdo dos experimentos. Segmentos nodais (1 cm) foram excisados das
plantulas pré-estabelecidas e inoculados em tubos contendo 15 mL de meio MS,
suplementado com 30 g L de sacarose e 5,5 g L™ de &gar. Dois experimentos independentes
foram instalados. O primeiro experimento foi constituido de 5 tratamentos com diferentes
intensidades luminosas (26, 51, 69, 94 e 130 umol m™ s*) e 0 segundo, com 6 tratamentos de
qualidade espectral da luz: azul, vermelho, 30% azul:70% vermelho, 70% azul:30%
vermelho; 50% azul:50% vermelho e branco. Apds 30 dias, foram realizadas as analises de
crescimento, doseamento de pigmentos fotossintetizantes, compostos fendlicos e
flavonas/flavonois totais e analise quimica da fracdo volatil. As intensidades de 94 e 130 umol
m?2 st tiveram maiores acimulos de matérias secas, mas ndo afetaram o contetido de
pigmentos fotossintetizantes e pulegona. No entanto, pela analise de componentes principais
pode-se observar uma tendéncia de maior acumulagdo de pulegona em plantulas cultivadas
sob baixas intensidades luminosas 26 e 51 umol m™ s, Plantulas cultivadas sob 130 pmol m™
st acumularam o maior teor de compostos fendlicos e as cultivadas sob intensidade de 94
umol m*? s produziram mais flavonas/flavonois. No experimento de qualidade espectral da
luz observou-se que a luz azul e a combinacdo de 50% azul:50% vermelho indicaram as
maiores respostas biométricas. A luz monocromatica azul também proporcionou maior
producdo de pulegona in vitro (80,64%) e a luz monocromatica vermelha apresentou uma
gueda de cerca de 10% no teor em relacdo a azul (72,95%). A qualidade espectral da luz ndo
afetou o acimulo de flavonas/flavonoéis, porém o componente azul aumenta o teor de
compostos fendlicos em M. pulegium in vitro. Na luz branca e 30% de azul e 70% de
vermelho foram registrados os maiores acumulos de pigmentos fotossintetizantes. Portanto,
no cultivo in vitro de M. pulegium o uso de intensidade luminosa de 94 umol m?2 s e de
combinagbes de LEDs azul e vermelho proporcionam melhor crescimento e acimulo de
metabdlitos secundarios de interesse.

Palavras-chave: poejo; propagacao in vitro; intensidade de luz; espectro de luz; pulegona.



ABSTRACT

Mentha pulegium L. (Lamiaceae) is a species with a complex phytochemistry, including
phenolic and volatile compounds responsible for acaricidal, insecticidal, antiviral, and
antimicrobial activities. The intensity and spectral quality of light can cause modifications in
the totipotency of plant cells, leading to structural and chemical responses. The aim was to
evaluate the impacts of light intensity and quality on the growth and production of
photosynthetic pigments, total phenolic and flavones/flavonols compounds, and volatile
constituents of in vitro cultivated M. pulegium. Apical segments were excised from mother
plants cultivated in beds at the Medicinal Plants Garden of UFLA, washed in running water
for 30 min, followed by immersion in a 50% (v/v) commercial sodium hypochlorite solution
for 15 min with constant agitation. These segments were established and multiplied on basic
MS medium (Murashige and Skoog, 1962) until obtaining the necessary propagules for the
experiments. Nodal segments (1 cm) were excised from pre-established plantlets and
inoculated into tubes containing 15 mL of MS medium, supplemented with 30 g L™* of sucrose
and 5.5 g L of agar. Two independent experiments were conducted. The first experiment
consisted of 5 treatments with different light intensities (26, 51, 69, 94, and 130 pmol m? s2),
and the second one with 6 treatments of light spectral quality: blue, red, 30% blue:70% red,
70% blue:30% red, 50% blue:50% red, and white. After 30 days, growth analyses,
photosynthetic pigment quantification, total phenolic and flavones/flavonols compounds
content, and chemical analysis of the volatile fraction were performed. Intensity levels of 94
and 130 pmol m™ s resulted in higher dry matter accumulation, but did not affect the content
of photosynthetic pigments and pulegone. However, principal component analysis showed a
tendency for higher pulegone accumulation in seedlings grown under low light intensities of
26 and 51 umol m? s, Seedlings grown under 130 umol m? s accumulated the highest
content of phenolic compounds, and those cultivated under an intensity of 94 pmol m? s
produced more flavones/flavonols. In the light spectral quality experiment, blue light and the
combination of 50% blue:50% red showed the greatest biometric responses. Monochromatic
blue light also provided greater in vitro pulegone production (80.64%), while monochromatic
red light exhibited a decrease of about 10% in content compared to blue (72.95%). Light
spectral quality did not affect the accumulation of flavones/flavonols, but the blue component
increased the content of phenolic compounds in in vitro M. pulegium. The highest
accumulations of photosynthetic pigments were recorded in white light and in the
combination of 30% blue and 70% red. Therefore, in vitro cultivation of Mentha pulegium
should be conducted under light intensities in the range of 94 to 130 pmol m™ s or under
total or partial presence of blue LED.

Keywords: pennyroyal; in vitro propagation; light intensity; light spectrum; pulegone.



Impactos sociais, tecnologicos, econémicos e culturais

A Mentha pulegium L. (Lamiaceae) é uma espécie difundida nos paises, com grande
utilizacdo de forma medicinal e condimentar, no continente africano, ocidente, e américa
latina. Possui fitoquimica complexa, incluindo compostos fendlicos e volateis, os quais séo
responsaveis por diversas propriedades bioldgicas, como acaricida, inseticida, antiviral e
antimicrobiana. O uso popular medicinal, contempla desde chas, tinturas & utilizacdo como
condimento em pratos tipicos dos paises citados, o que desenvolve a economia nesse sentido,
a producdo de fitoterapicos padronizados, difusdo de condimentos especificos com objetivos
determinados e producdo de Oleos essenciais para aplicagdo na agricultura. Contudo,
determinar a intensidade e a qualidade espectral da luz podem otimizar a producdo de
plantulas elites, em grande escala, livre de patdgenos e em ambientes controlados, permitindo
a multiplicacdo desses individuos de forma sem agredir o meio ambiente. Sendo assim, o
objetivo do trabalho foi avaliar os impactos da intensidade e qualidade de luz no crescimento,
composic¢do quimica volatil, teores de pigmentos fotossintetizantes, compostos fendlicos e
flavonoides de M. pulegium cultivada in vitro. As intensidades 69, 94 e 130 pmol m? s*
tiveram maiores acimulo de biomassa e teores de pigmentos fotossintetizantes, fendlicos e
flavonoides. O constituinte majoritario pulegona foi encontrado em todos os tratamentos, sem
variacGes quantitativas (76-77%). Em relacdo aos espectros luminosos, a luz azul e a
combinacdo de 50% azul: 50% vermelho indicaram as melhores respostas biométricas. O
componente da luz azul também indicou aumento na biossintese de pulegona in vitro
(80,64%), e a luz monocromatica vermelha diminuiu (72,95%). Portanto, o cultivo in vitro de
Mentha pulegium deve ser conduzido em intensidades de luz na faixa de 69 a 130 umol m? s
ou sob presenca total ou parcial de LED azul, para otimizar a producdo com maior massa seca
do material vegetal em condicdes em que a planta cultivada produza os constituintes
desejados para aplicacdo nos paises de interesse.

Social, technological, economic and cultural impacts

Mentha pulegium L. (Lamiaceae) is a species widely distributed in various countries, with
significant medicinal and culinary use, particularly in Africa, the West, and Latin America. It
possesses a complex phytochemistry, including phenolic and volatile compounds, which are
responsible for a range of biological properties such as acaricidal, insecticidal, antiviral, and
antimicrobial activities. Its popular medicinal use spans from the preparation of teas and
tinctures to its use as a condiment in typical dishes of these regions, contributing to economic
development through the production of standardized herbal remedies, dissemination of
specific condiments for defined purposes, and production of essential oils for agricultural
application. However, determining the intensity and spectral quality of light can optimize the
production of elite seedlings on a large scale, free of pathogens and in controlled
environments, allowing for the multiplication of these individuals without harming the
environment. Therefore, the aim of this study was to evaluate the impacts of light intensity
and quality on the growth, volatile chemical composition, levels of photosynthetic pigments,
phenolic compounds, and flavonoids of in vitro M. pulegium. Results showed that light
intensities of 69, 94, and 130 umol m™ s resulted in higher biomass accumulation and higher
levels of photosynthetic pigments, phenolics, and flavonoids. The major constituent,



pulegone, was found in all treatments without significant quantitative variations (76-77%).
Regarding light spectra, blue light and a combination of 50% blue: 50% red exhibited the best
biometric responses. Blue light also indicated an increase in in vitro pulegone biosynthesis
(80.64%), while monochromatic red light decreased it (72.95%). Therefore, in vitro
cultivation of Mentha pulegium should be conducted under light intensities in the range of 69
to 130 umol m? s or under total or partial presence of blue LED, to optimize production
with higher dry mass of plant material under conditions where the cultivated plant produces
the desired constituents for application in the countries of interest.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

Ha milénios, as plantas e os seres humanos se conectam atraves da agricultura,
alimentacdo, construcdo civil, vestuario e, de maneira especial, no alivio dos sintomas de
diversas doencas por meio das plantas medicinais (Costa et al., 2024). Fitoquimicos de plantas
medicinais produzem uma série de beneficios para a salde e matéria-prima para processos
bioindustriais (Ferreira, 2021).

A Mentha pulegium L., popularmente conhecida como poejo, é uma importante planta
medicinal, com diversas aplicacfes na indlstria farmacéutica, alimenticia e de perfumaria
(Domingues e Santos, 2019). Extratos obtidos desta planta, incluindo seu 6leo essencial, tém
sido tradicionalmente usados nos Ultimos séculos na preparacdo de alimentos e, recentemente
como suplemento dietético (Yousef et al., 2023). Além disso, a espécie possui atividades
antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, leishmanicida, inseticida, dentre outras
(Bouyahya, 2017; Aimad et al., 2021; Messaoudi et al., 2022). Além do dleo essencial, o qual
¢ rico em pulegona, a espécie possui numerosos metabdlitos secundarios, incluindo
compostos fendlicos e flavonas/flavonois responsaveis por suas propriedades e interesses
industriais (Aimad et al., 2021).

Outro importante destaque dessa espécie € que ela faz parte da lista da RENISUS. A
RENISUS é uma lista de plantas medicinais que possuem potencial de avancar nas etapas da
cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse ao SUS. Nessa lista estdo espécies
amplamente utilizadas pela populacdo brasileira, e que ja tém evidéncias de indicacdes de uso.
No entanto, ainda sdo necessarios estudos para determinar condi¢des de cultivo e producdo
agricola, seguranca, eficcia e desenvolvimento de formulagdes (Brasil, 2009).

A cultura de tecidos é uma préatica para regeneracdo in vitro de plantas, aplicada
especialmente para plantas medicinais de alto valor comercial ou plantas de dificil propagacao
em ambiente natural. A Mentha pulegium ndo é de dificil propagacdo e nem possui
metabolitos de elevado valor comercial, mas possui uma demanda de mercado consideravel.
Para se ter uma ideia, estima-se que a producdo de 6leos essenciais de M. pulegium atinja 3
toneladas na Espanha e na Turquia e mais de 7 toneladas em Marrocos (Lawrence, 2006).
Uma grande vantagem da propagacéo in vitro € ser uma ferramenta importante para rapida
multiplicacdo de plantas medicinais, bem como para a extracdo de metabolitos secundarios

(Jafari et al., 2016). Além da conservagdo do recurso genético e disponibilidade de plantas
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durante todo o0 ano sem interferéncias sazonais, livres de doengas e exploracdo da variagéo
somaclonal (Singh e Singh, 2021).

No entanto, a regeneracao in vitro de plantas apesar de depender, em grande parte, do
gendtipo da planta doadora, também depende de fatores nutricionais, concentracGes
adequadas de reguladores de crescimento, condi¢des de cultivo in vitro, dentre outros. Com
relacdo as condicbes de cultivo, para o crescimento dos explantes, as culturas devem ser
mantidas sob condic¢des controladas de luz, temperatura, fotoperiodo e umidade. As condi¢bes
de iluminagdo podem ser estressantes para explantes inoculados, resultando em regenerantes
com fendtipos anormais (Duta-Cornescu et al., 2023).

Portanto, um conjunto variado de fatores bidticos e abidticos sdo componentes chave
para 0 estudo do crescimento e metabolismo das plantas medicinais. Dentre eles, a luz se
destaca como um dos principais fatores abioticos que exercem impacto significativo nesse
processo (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). A intensidade luminosa e a qualidade espectral da luz
exercem influéncia direta na expressdo da totipoténcia das células vegetais. Assim, as
respostas podem ser variadas dependendo do gendtipo de cada espécie, resultando em
variacdes no crescimento e no metabolismo secundario (Taiz et al., 2017).

A partir do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar os impactos da intensidade e
qualidade de luz no crescimento, composicdo quimica volatil, teores de pigmentos
fotossintetizantes, compostos fendlicos e flavonas/flavonois de M. pulegium cultivada in vitro.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Mentha pulegium L.: Boténica e propagacéo da espécie

O género Mentha possui espécies vegetais difundidas por quase todos os paises. Os
usos variam de regido para regido podendo atingir fins alimenticios a usos medicinais. As
espécies vegetais desse género possuem 0Oleos essenciais ricos em moléculas promissoras que
justificam o seu uso em forma de especiaria e na culinaria, cosméticos, produtos de limpeza,
perfumaria e fitoterapicos, desenvolvendo o interesse econdémico nas espéecies (ElI Hassani,
2020).

Espécies do género Mentha tém sido utilizadas na medicina indigena hd muitos
séculos na forma de preparacdes extemporaneas, extratos e Oleos essenciais, atuando,
principalmente, em doencas ou disturbios respiratorios como sinusite, bronquite, tuberculose e
resfriado comum e como remédio na cultura popular (Tafrihi et al., 2021).

No Brasil, atualmente existem espécies do género Mentha exoticas, naturalizadas e
difundidas principalmente em areas antrépicas e nos dominios fitogeograficos da Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, tais como: M. aquatica L., M. arvensis L., M. piperita L.,
M. pulegium, M. spicata L., M. suaveolens Ehrh., sendo no total 6 espécies, mais de 17
variedades e 76 sindbnimos (Antar e Harley, 2023Db).

O poejo real - Mentha pulegium (Lamiaceae) se destaca economicamente em paises do
Oriente Médio, Marrocos, Africa do Norte e Brasil devido a sua utilizacdo em pratos tipicos,
comércio como especiaria, infusos e decoctos de folhas e utilizacdo de seus derivados
vegetais na medicina popular (Benamar et al., 2023; Mateus et al., 2023). Essa espécie é
nativa da Europa, mas adaptada no Brasil, sendo considerada uma planta medicinal, aromética
e condimentar.

No Brasil, as folhas de M. pulegium sdo utilizadas, principalmente, devido ao seu
aroma caracteristico quando esmagadas. As formas mais comuns de uso sd&o em chas e
tinturas, assim como para dar sabor e refrescancia em sucos. Além disso, a M. pulegium é uma
das 71 espécies presentes na lista da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais do Sistema
Unico de Satde (RENISUS) (Brasil, 2009). Essa lista foi proposta pelo Departamento de
Assisténcia Farmacéutica do Ministério da Saude brasileiro a fim de valorizar e direcionar
pesquisas e estudos com plantas medicinais.

A M. pulegium é uma erva rasteira, perene e de crescimento prostrado, podendo atingir
de 30 a 50 cm (Figura 1). Essa espécie se caracteriza por possuir numerosas raizes

rizomatosas. Os caules sdo eretos, bastante ramificados e quadrangulares. As folhas s&o
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constituidas de laminas pecioladas, lanceoladas, pequenas e opostas ao longo do caule, e
coloracdo verde escura. As folhas sdo pilosas e possuem formato eliptico-obliquo podendo
apresentar bordas dentadas ou lisas, além de liberarem aroma caracteristico quando
esmagadas. As flores (Figura 1) sdo constituidas de inflorescéncias pequenas de cor roseo-
arroxeadas e conformacdo verticilaster que crescem nas axilas das folhas (Antar e Harley,
2023a; Guedes, 2015).

Figura 1 — Habito e flores da Mentha pulegium cultivados no canteiro do Horto de
Plantas Medicinais - UFLA. Do autor, 2023.

Fonte: do autor (2024).

A respeito dos aspectos agrondmicos, existem poucos dados na literatura. A
propagacdo sexuada a partir de sementes pode ser uma forma de cultivo. Entretanto, a
semente € muito pequena, o que dificulta a utilizacdo semeadura em bandejas contendo
células e substrato. A germinacdo pode ocorrer entre 10 e 20 dias apds a semeadura. Para ter
sucesso no transplante para a area de interesse é recomendado que a plantula se estabeleca
bem (Guedes, 2015).

Ja a propagacao assexuada ou vegetativa também € possivel, a partir de estacas apicais

e nodais 2-5 cm, com inoculagdo em substrato convencional em bandejas com células. Desta
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forma, € possivel que entre 20 e 30 dias se tenham plantas enraizadas. Segundo Guedes
(2015), outra forma de propagacdo é atraves do corte das raizes que surgem ao redor da planta
nos pontos que a planta toca no solo. Essas raizes ou rizomas podem ser colocadas em
bandejas de germinacdo com substrato especifico, entre eles, casca de arvore, turfa e
composto, com bastante rega de agua. Os propagulos se estabelecem cerca de 4 semanas apos
o0 plantio.

A M. pulegium prospera em solos ricos e bem drenados, beneficiando-se de exposicao
solar adequada. Possui uma alta demanda por agua, especialmente durante o verdo, ou em
temperaturas mais elevadas. Porém, é fundamental que o solo possua boa capacidade de
drenagem, uma vez que ndo tolera solos excessivamente imidos (Guedes, 2015). O cultivo de
M. pulegium para melhor producdo de biomassa e acimulo de nutrientes pode ser realizada
em espacamento de 0,20 x 0,40 m e 0,30 x 0,60m.

Embora seja resistente, enfrenta desafios em invernos com excesso de chuva e geadas.
Além disso, a planta ndo se desenvolve bem quando a temperatura permanece
consistentemente abaixo de -8 °C (Guedes, 2015). Ja o cultivo in vitro também € possivel e

relatado na literatura, e sera descrito no item 2.3.

2.2 Composi¢do quimica e atividade bioldgica

As folhas do poejo sdo uma poderosa fonte de fitoquimicos e utilizadas em suas varias
formas extrativas na medicina popular para tratar desordens humanas. No extrato
hidrometandlico a 70% ja foram encontradas quantidades significativas de polifendis,
derivados de &cidos hidroxibenzoéicos e cinamicos (clorogénico, cafeico, rosmarinico e
ferulico) e do grupo das flavonas/flavonois (catequinas, quercetina, neohesperidina, luteolina,
diosmina e apigenina) (Aires et al., 2016). No mesmo estudo, foi observado que essas
moléculas possuem potente atividade antioxidante e antibacteriana contra cepas isolada em
ambiente hospitalar de Staphylococcus aureus (Aires et al., 2016).

O extrato hidroalcélico de M. pulegium tem efeitos antinociceptivos agudos devido a
diminuicdo do influxo de calcio através dos canais de calcio na membrana dos neurdnios da
via da dor, o que leva a diminuicdo na sensacdo de dor (Mokhtari et al., 2009). Também foi
verificado efeito espasmolitico em ileo isolado de ratos, o que pode explicar 0 seu uso
tradicional contra a diarreia (Estrada-Soto et al., 2010).

Outro grupo de metabdlitos secundarios que determinam a importancia da M.
pulegium € o seu Oleo essencial. Os Odleos essenciais sdo definidos pela International

Organization for Standardization (ISO 9235, 2021) como produtos obtidos a partir do material
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vegetal por hidrodestilagdo, destilacdo a vapor ou destilagdo seca, e por fim expressdo
mecanica de frutos citricos. As substancias presentes no 6leo essencial, em sua maioria
terpénicas e fenilpropanoidicas, possuem baixo peso molecular, consideravel volatilidade e
em especial atividades bioldgicas marcantes.

De acordo com a base de dados Scopus (2024), o 6leo essencial de M. pulegium tem
sido estudado com maior numero de publicacGes a partir dos anos 2000 de forma crescente e
exponencial. Os paises que mais se destacam é o Iran, Marrocos e Algéria, sendo o Brasil em
oitavo lugar, e as areas cientificas mais publicadas sdo agricultura e ciéncias bioldgicas,
farmacologia e toxicologia, bioquimica e medicina.

Messaoudi et al., (2022) verificaram atividade anti-Candida albicans para o 6leo
essencial de M. pulegium cultivada na Algéria e obtido por hidrodestila¢do (0,204%, p/v). Nas
analises quimicas deste estudo foram identificados 26 compostos, sendo a pulegona (74,81%)
o principal e mais importante componente do 6leo essencial, seguido pela mentona (13,01%),
piperitona (3,82%), limoneno (1,55%) e cis-isopulegona (1,31%).

A pulegona é o composto majoritario do 6éleo essencial de M. pulegium e alvo de
pesquisas devido ao seu grande potencial biocida contra microorganismos e insetos de amplo
espectro (Oualdi et al., 2023; Ainane et al., 2023; Mateus et al., 2022).

Entretanto, é constatado na literatura a variacdo da pulegona na composicao do 6leo
essencial, podendo atingir desde 27% a 87% nas regides da Algéria, Marrocos, Portugal, Italia
e Chile. Portanto, a existéncia de quimiotipos, formas de cultivo ou fatores edafoclimaticos
influenciam a producdo desses metabdlitos, sendo essencial os estudos para se ter
uniformidade no 6leo essencial (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Messaoudi et al., 2022).

A biossintese da pulegona em Mentha ocorre a partir de uma rota plastidica com o
precursor MEP (metil-eritritol-fosfato), iniciando-se com geranil-difosfato (GPP), a molécula
base dos terpenos, que logo apds sofre uma série de reagfes enzimaticas especificas (Figura
2). Estudos de imunocitoquimica realizados por Turner e Croteau (2004) foram reportadas a
localizagdo de quatro enzimas envolvidas na biossintese dos monoterpenos p-mentanos em
horteld: geranil difosfato sintase (GPPS, uma preniltransferase que condensa IPP e DMAPP
para produzir o precursor C10 do (2)-limoneno; (2)-(4S)-limoneno-6-hidroxilase (L60OH,
realiza a hidroxilagéo regioespecifica do limoneno, a limoneno-3-hidroxilase esta relacionada
na producdo do isopiperitenol); (-)-trans-isopiperitenol desidrogenase (IPD, oxidacdo de
isopiperitenol em isopiperitenona) e pulegona redutase (PR, catalisa a reducdo da ligacdo
dupla D*® para produzir mentona e, na sequéncia o mentol). Todos foram localizados nas

células secretoras dos tricomas glandulares peltados com marcacdo abundante correspondente
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a fase secretora do desenvolvimento da glandula. A marcacdo com “imunogold” da geranil-
difosfato sintase ocorreu nos leucoplastos das células secretoras. A marcacdo da 4S-limoneno-
6-hidroxilase foi associada ao reticulo endoplasmatico das células da glandula, a marcacédo da
(-)-trans-isopiperitenol desidrogenase foi restrita as mitocondrias das células secretoras,
enquanto a marcacao da (1)-pulegona redutase ocorreu apenas na secrecao citoplasma celular
(Turner e Croteau, 2004).

Figura 2 — Biossintese de pulegona e suas formas reduzidas.
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Fonte: Turner e Croteau, 2004.

Devido aos componentes do éleo essencial obtido de M. pulegium, assim como seu
extrato, tem sido utilizado tradicionalmente nas Gltimas décadas na preparacdo de alimentos
como antisséptico (Shahrajabian e Sun, 2023). Recentemente, estudos para a biossintese de
nanoparticulas ja estdo sendo desenvolvidos pelo método de sintese verde mostrando um
avango em comparacdo com outros métodos porque sdo relativamente reprodutiveis,
ecologicos e prontamente disponiveis e muitas vezes levam a materiais mais estaveis (Dousari
et al., 2023; Mahboubi e Haghi, 2008).

Na Europa, o poejo também é popularmente denominado de planta mosquito (Miraj;
Kiani, 2016). Na dltima década houve aumento do interesse em relacdo as potenciais
aplicacdes do oleo essencial de M. pulegium, especialmente como biocida contra pragas. O

6leo essencial de M. pulegium é rico em monoterpenos oxigenados como pulegona e mentona,
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estas possuem aplicagbes para fins de repeléncia de insetos e inseticida, utilizado
tradicionalmente (Niroumand et al., 2016). A fumigacdo e o efeito inseticida a partir do 6leo
essencial de M. pulegium contendo alto contetido de pulegona (83,3%) em Musca domestica e
Spodoptera littoralis demonstraram resultados promissores em comparacao com outros 0leos
essenciais (Pavela, 2005; 2008).

O Oleo essencial do poejo, composto por pulegona (> 99%) na dose de 0,025
microlitro/cm?, demonstrou potente atividade acaricida nas espécies de Dermatophagoides
farinae e D. pteronyssinus, que num tempo de exposicdo de 5 min matou mais de 98% dos
acaros domeésticos (Rim e Jee, 2006). Além disso, a toxicidade do 6leo essencial de M.
pulegium, pulegona, mentona, assim como combinacGes de pulegona-mentona foram
avaliadas sobre as espécies Drosophila melanogaster e Bactrocera oleae, indicando alto
potencial inseticida, e mostrando que a pulegona com a presenca de mentona apresenta menos
toxicidade para as moscas do que os dois compostos individuais (Pavlidou et al., 2004).

O Oleo essencial de M. pulegium é um antimicrobiano de amplo espectro contra
diversas cepas de Escherichia coli, Staphylococcus;/ aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimuriu, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Candida albicans e o fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum,
apresentando atividade in vitro equivalente ou superior a antimicrobianos usuais, como
gentamicina, eritromicina e cloranfenicol (Ait-Ouazzou et al., 2012; Bouyahya et al., 2017,
Hajlaoui et al., 2009).

Também foi avaliada a atividade relaxante do Oleo essencial de M. pulegium e
pulegona em mausculos lisos isolados da traqueia e da bexiga de ratos, provavelmente
mediadas pela inibi¢do do influxo de célcio (Soares et al., 2012).

Ha relatos na literatura que o 6leo essencial de Mentha pulegium possui propriedades
abortivas. O estudo desenvolvimento por Soares et al., 2005 indicou que o um efeito inibitério

na atividade contratil do miomeétrio isolado de ratos, sendo, portanto, considerada abortiva.

2.3 Micropropagacao de Mentha pulegium

A cultura de tecidos é uma ferramenta biotecnologica da expressdo da
totipotencialidade das células vegetais, e sua potencial organogénese e regeneracdo em um
novo Orgao ou uma nova plantula.

Dentre as técnicas da cultura de tecidos, a micropropagacdo se destaca em sua
aplicacdo na pesquisa e desenvolvimento de novos protocolos de producdo de mudas em

grande escala e até mesmo as de dificil propagacdo. Os beneficios sdo: producéo de plantas
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com elevada qualidade e livre de patdgenos (cultura asséptica), permite o estudo da influéncia
do ambiente na producdo de metabdlitos secundarios de interesse comercial (Espinosa-Leal et
al., 2018). Permite a producdo sustentavel de plantas geneticamente idénticas e livre de
patdgenos durante o ano todo (Silva et al., 2017). Cada espécie necessita de um protocolo de
cultivo in vitro de acordo com a finalidade da produgéo ou pesquisa.

A cultura de tecidos também uma alternativa para estudos fisioldgicos e fitoquimicos
especificos para as espécies vegetais. Outra possibilidade é a producdo de calos, massas
celulares indiferenciadas que podem produzir metabolitos secundarios de interesse medicinal.
Esses compostos quimicos podem ser biossintetizados a partir da biotransformacéo de células
e 6rgdos vegetais, por reacOes de oxidacdo, reducdo, metilacdo, esterificacdo e glicosilacéo
(Giri etal., 2001).

Plantas de Mentha pulegium foram cultivadas em diferentes condi¢bes (casa de
vegetacdo utilizando solo como suporte e auséncia solo em condi¢es in vitro usando gelose e
esferas de vidro) por Benlarbi et al. (2014). Os autores observaram que plantulas cultivadas
em condi¢Bes in vitro cresceram mais vigorosamente e exibiram melhor biocinética de
crescimento do que aquelas cultivadas em vasos em casa de vegetacdo. Além disso, houve
maior acumulo de biomassa no cultivo em meio liquido (esferas de vidro) que ndo foi
acompanhada por qualquer aumento significativo na producdo de compostos volateis.
Segundo os autores, na auséncia de fortes condi¢des de estresse, um alto grau de morfogénese
(biomassa, superficie foliar) durante o cultivo in vitro levou ao fluxo preferencial de carbono
e energia para o crescimento e metabolismo priméario. Parece que o aumento da mecanica a
impedancia do agar (0,026 mg g™* de tecido fresco) as esferas de vidro (0,028 mg g de tecido
fresco) ndo foi suficiente para desencadear producdo massiva de 6leo essencial. Entretanto,
comparando o teor de pulegona no meio solido (5.59 + 0.00 mg mg™ de peso fresco) com o
meio liquido (110.50 + 8.24 mg mg* de peso fresco), o primeiro foi cerca de 20 vezes menor
que o segundo.

O efeito de concentracGes de elicitores na producdo de metabolitos secundarios
importantes de suspensdo de células de M. pulegium também ja foram relatadas. A partir de
plantulas, calos foram formados em meio de cultura MS (Murashige e Skoog) suplementados
com 1 mg L%, e a quantidade desses metabdlitos foram encontradas nos seguintes elicitores,
limoneno (60 mg L de extrato de levedura), mentona (40 mg L de extrato de levedura e 2
mg L de acido salicilico), mentol (6 mg L de 4cido salicilico), o-pineno (4 mg L de acido
salicilico), enquanto pulegona foi encontrada maiores quantidades no controle (Darvishi et al.,
2016).



19

2.4 Luminosidade como fator abio6tico no cultivo in vitro de plantas medicinais

A luz ¢ a principal fonte de energia para as plantas, através da fotossintese sao capazes
de transformar a energia luminosa em energia quimica para 0 Seu crescimento e
desenvolvimento. A qualidade e intensidade da luz sdo parametros ambientais que afetam a
micropropagacéo e o metabolismo secundario das plantas, embora a resposta a luz é espécie-
especifica (Taiz et al., 2017).

A intensidade luminosa ajustada para cada espécie & imprescindivel para uma
fotossintese eficiente. Sob baixa luminosidade, as plantas ndo produzem fotoassimilados de
maneira eficaz, ao passo que sob o estresse luminoso podem sofrer danos, em decorréncia da
foto-oxidacdo. Contudo, a intensidade de luz também influencia a biossintese de metabdlitos
secundarios, tais como terpenos, carotenoides, compostos fendlicos e flavonas/flavondis, pois
guando as plantas sdo expostas a comprimentos de ondas altamente energéticos, estes
metabolitos sdo produzidos no intuito de controlar os danos causados pela foto-oxidacéo (Taiz
etal., 2017).

Pesquisas com plantas medicinais tém comprovado os efeitos da intensidade de luz no
crescimento e no metabolismo secundario de espécies medicinais, como em urtiga (Urtica
dioica, Urticaceae) (Coelho et al., 2021), alfavaca (Ocimum gratissimum L., Lamiaceae)
(Fernandes et al., 2013), erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides L.,
Chenopodiaceae) (Carvalho et al., 2018) e mil-folhas (Achillea millefolium L., Asteraceae)
(Alvarenga et al., 2015). De acordo com Coelho et al., 2021, a producdo de compostos
fendlicos, flavonas/flavondis e atividade antioxidante foi intensificada ao se utilizar maiores
intensidades luminosas em Urtica dioica L., produzindo 5,53 vezes mais compostos fenélicos
em 130 pmol m 2 s7L,

Outro aspecto que pode ser utilizado no cultivo in vitro é a utilizacdo dos espectros
luminosos, assim como combinagcfes de espectros. O espectro de luz tambem afeta a
morfogénese e 0 metabolismo secundario (Muneer et al., 2014). A luz azul (400-500 nm) &
relacionada a processos como fototropismo, fotomorfogénese, abertura estomatica,
funcionamento fotossintético da folha, assim como acumulo de carotendides nas plantas
(Whitelam e Halliday, 2007). Por outro lado, a luz vermelha emite um espectro estreito de luz
(660 nm) que esta proximo da absorcdo maxima para clorofila e fitocromos (Muneer et al.,
2014) esse espectro pode promover o alongamento do hipocétilo e ativar os genes
responsaveis pela biossintese das giberelinas (Darko et al., 2014; Kamiya e Garcia-Martinez,

1999). A luz verde (500-580 nm) diminui a taxa fotossintética em plantas in vitro.
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Estudos de propagacéo in vitro com plantas medicinais indicam que a manipulacdo do
espectro luminoso pode melhorar o crescimento in vitro e o acumulo de metabolitos
secundarios de interesse. Um estudo realizado por (Rocha et al., 2022) com a espécie Lippia
dulcis Trev. avaliaram diferentes espectros de luz, incluindo vermelho (V), azul (A),
combinagOes de azul e vermelho (%A:%V) (30:70, 70:30 e 50:50), diodo emissor de luz
branco (LED) (W), verde (\Vd), amarelo (Am) obtido por LEDs e luz fluorescente branca fria
(FL), ao longo de um periodo de 45 dias. As analises indicaram que as plantulas cultivadas
sob luz vermelha apresentaram uma menor producdo de compostos volateis. De maneira
geral, as combinacGes que proporcionaram melhores resultados foram 50% de luz azul para
50% de luz vermelha e 30% de luz azul para 70% de luz vermelha.

Outra pesquisa, conduzida por Aradjo et al., (2021), analisou a espécie Aeollanthus
suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) sob diferentes espectros de luz de LEDs: branco,
verde, amarelo, azul, vermelho e combinagdes de vermelho e azul (70%V:30%A,
30%V:70%A, 50%V:50%A) e lampadas fluorescentes brancas frias. Segundo o autor, a
acumulacdo de compostos organicos volateis foi influenciada pela qualidade espectral da luz.
A iluminacdo com LEDs brancos aumentou os niveis de acetato de linalol nas plantulas,
enquanto a luz fluorescente aumentou os teores de a-santaleno e (Z)-pB-farneseno. O uso de
luz verde e amarela monocromatica resultou em um maior acimulo de lactona de massoia.

No estudo de cultivo in vitro de Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae), Lazzarini et al.
(2018) verificaram a influéncia da luz vermelha em maiores biomassas de folhas (32,28
mg/plantula) e biomassa total (58,33 mg/plantula), e a luz LED azul mostrou uma maior
producéo de carvacrol (48,11%).

Entretanto, a combinacdo dos espectros luminosos, também podem ser utilizados para
otimizar a producdo de biomassa. No estudo de cultivo in vitro de Lippia rotundifolia Cham.
(Verbenaceae), observaram que a combinagdo de luz LED 2,5 vermelho x 1 azul afetou a
morfogénese, além de se obter maiores dados biométricos e conteudo de clorofila (de Hsie et
al., 2019). No mesmo estudo, o0 espectro monocromatico azul aumentou o contetdo de
mirceno e limoneno, mas diminuiu o conteido de mircenona, que foi aumentado pela luz
vermelha. Os maiores teores de pentadecano foram obtidos com o espectro de luz branca e as
combinac0es de luz vermelha e azul.

As lampadas LEDs (diodos de emissédo de luz) oferecem muitas vantagens como
fontes de radiacdo para as plantas, pois apresentam a emissdo de comprimento de onda e
intensidade de luz controlaveis, distribuicdo de energia espacial e polarizacdo (Silva et al.,

2014). Entretanto as existem dificuldades como por exemplo o custo, que retardam a sua
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implementacdo para aplicacbes no cultivo de plantas. Com o avanco das tecnologias, as
caracteristicas e o desempenho das lampadas LEDs como fontes de radiagdo para as plantas,

tendem a melhorar cada vez mais, porém, essa eficiéncia varia entre os espectros de luz e as

respostas fisioldgicas de cada espécie (Lazzarini et al., 2017).
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CAPITULO 2

Artigo 1

Micropropagacéo de Mentha pulegium L.: intensidade e qualidade de luz no crescimento
e na producdo de compostos volateis e fendlicos

Resumo

A Mentha pulegium L. (Lamiaceae) é uma espécie medicinal nativa da Europa e adaptada ao
Brasil. Contudo, plantas do género Mentha sdo matérias-primas de grande importancia
industrial. A intensidade e qualidade de luz podem afetar as respostas estruturais e quimicas
em plantulas cultivadas in vitro. Objetivou-se avaliar o efeito da intensidade e da qualidade
espectral da luz no crescimento e metabolismo de M. pulegium cultivada in vitro. Segmentos
nodais (1 cm) foram excisados de plantas pré-estabelecidas e inoculadas em tubos contendo
15 mL de meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose e 5,5 g L™ de agar. A influéncia
da intensidade e da qualidade de luz foi avaliado de forma independente, porém as variaveis
de respostas foram as mesmas para ambos experimentos. Apos 30 dias de cultivo in vitro
foram realizadas as analises de crescimento mensurando o comprimento da parte aérea (cm),
0 numero de folhas e as matérias secas (mg) das folhas, do caule, da raiz e total. O
metabolismo foi avaliado pelos doseamentos de pigmentos fotossintetizantes e de compostos
fenolicos e flavonas/flavondis totais, assim como analise quimica da fracdo volatil. O
experimento de intensidade luminosa foi constituido de 5 tratamentos: 26, 51, 69, 94 e 130
umol m? s, As intensidades de 94 e 130 umol m s! tiveram maiores acimulos de matérias
secas, mas nao afetaram o conteddo de pigmentos fotossintetizantes e do constituinte
majoritario da fracdo volatil, a pulegona. No entanto, a analise de componentes principais
indicou uma tendéncia de maior acumulacdo de pulegona nas plantulas cultivadas sob baixas
intensidades luminosas 26 e 51 umol m? s. Plantulas cultivadas sob 130 pmol m? s’
produziram mais compostos fenélicos e as cultivadas sob intensidade de 94 pmol m? s’
biossintetizaram mais flavonas/flavondis. O experimento de qualidade de luz foi realizado
empregado-se 6 tratamentos de luz LED: azul monocromatico, vermelho monocromatico,
branco monocromatico e as combinacfes de 30% azul:70% vermelho, 70% azul:30%
vermelho e 50% azul:50% vermelho. A luz azul e a combinagdo de 50% azul:50% vermelho
indicaram as maiores respostas biométricas. A luz monocromatica azul também proporcionou
maior producdo de pulegona in vitro (80,64%) e a luz monocromaética vermelha teve uma
queda de cerca de 10% no teor em relacdo a azul (72,95%). A qualidade espectral da luz ndo
afetou o acumulo de flavonas/flavonois, porém o componente azul aumenta o teor de
compostos fendlicos em M. pulegium in vitro. Na luz branca e 30% de azul:70% de vermelho
foram registrados os maiores acumulos de pigmentos fotossintetizantes. Portanto, o cultivo in
vitro de Mentha pulegium deve ser conduzido em intensidades de luz na faixa de 94 a 130
umol m? st ou sob presenca total ou parcial de LED azul.

Palavras-chave: poejo; propagacao in vitro; intensidade de luz; espectro de luz; pulegona.



29

Micropropagation of M. pulegium L.: intensity and light quality on growth and
production of volatiles and phenolic compounds

Abstract

Mentha pulegium L. (Lamiaceae) is a medicinal species native to Europe and adapted to
Brazil. However, plants of the Mentha genus are raw materials of great industrial importance.
Light intensity and quality can affect structural and chemical responses in in vitro cultivated
plantlets. The objective was to evaluate the effect of light intensity and spectral quality on the
growth and metabolism of in vitro cultivated M. pulegium. Nodal segments (1 cm) were
excised from pre-established plants and inoculated into tubes containing 15 mL of MS
medium, supplemented with 30 g L™ sucrose and 5.5 g L™? agar. The influence of light
intensity and quality was evaluated independently, but the response variables were the same
for both experiments. After 30 days of in vitro cultivation, growth analyses were performed by
measuring shoot length (cm), number of leaves, and dry matter (mg) of leaves, stem, root, and
total. Metabolism was assessed by quantifying photosynthetic pigments and total phenolic and
flavones/flavonols compounds, as well as chemical analysis of the volatile fraction. The light
intensity experiment consisted of 5 treatments: 26, 51, 69, 94, and 130 pmol m? st
Intensities of 94 and 130 umol m? st resulted in higher dry matter accumulation, but did not
affect the content of photosynthetic pigments and the major constituent of the volatile
fraction, pulegone. However, principal component analysis indicated a tendency for higher
pulegone accumulation in plantlets grown under low light intensities of 26 and 51 umol m? s’
! Seedlings grown under 130 pmol m?2 s produced more phenolic compounds, and those
cultivated under an intensity of 94 pmol m? s? synthesized more flavones/flavonols. The light
quality experiment was conducted using 6 LED light treatments: monochromatic blue,
monochromatic red, monochromatic white, and combinations of 30% blue:70% red, 70%
blue:30% red, and 50% blue:50% red. Blue light and the combination of 50% blue:50% red
showed the greatest biometric responses. Monochromatic blue light also provided greater in
vitro pulegone production (80.64%), while monochromatic red light exhibited a decrease of
about 10% in content compared to blue (72.95%). Spectral quality of light did not affect the
accumulation of flavones/flavonols, but the blue component increased the content of phenolic
compounds in in vitro M. pulegium. The highest accumulations of photosynthetic pigments
were recorded under white light and 30% blue:70% red. Therefore, in vitro cultivation of M.
pulegium should be conducted under light intensities in the range of 94 to 130 umol m? s or
under total or partial presence of blue LED.

Keywords: pennyroyal; in vitro propagation; light intensity; light spectrum; pulegone.



30

1. INTRODUCAO

2 (13

Mentha pulegium L. (Lamiaceae), conhecida como “poejo”, “poejo-real”, “poejinho-
da-horta”, é considerada uma planta medicinal, aromatica e condimentar, nativa da Europa, e
adaptada no Brasil. No Brasil, M. pulegium é uma das 71 espécies presentes na lista da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais do Sistema Unico de Satde (RENISUS) (Brasil,
2022) que tem a finalidade de orientar pesquisas e estudos. Diversas propriedades bioldgicas
sdo relatadas para a espécie: antimicrobiano (Ait-Ouazzou et al., 2012; Bouyahya et al.,
2017); relaxante muscular (Soares et al., 2012), antioxidante (Al-Rajhi et al., 2022), antiviral
(Parsania et al., 2017), inseticida (Domingues e Santos, 2019; Topuz, 2023), acaricida (Rim &
Jee, 2006). Constituintes volateis das espécies de Mentha sdo utilizados comercialmente em
bebidas alcoolicas, cremes dentais, cigarros e enxaguatorios bucais, medicamentos e produtos
alimenticios devido a presenca de pulegona, mentol, 1,8-cineol, carvona, mentona, dentre
outros (Baser et al., 2012; Eftekhari et al., 2021)

Sabe-se que o conteldo de metabdlitos secundarios afeta a qualidade das plantas
utilizadas para consumo alimentar ou medicinal. Um conjunto variado de fatores bioticos e
abioticos desempenha um papel crucial no crescimento e metabolismo dessas plantas. Dentre
eles, a luz se destaca como um dos principais fatores abidticos que exercem impacto
significativo nesse processo. Diversos estudos tem apontado os impactos da intensidade e
qualidade de luz no crescimento e no metabolismo secundario de espécies medicinais, como
em urtiga (Urtica dioica L., Urticaceae) (Coelho et al., 2021), alfavaca (Ocimum gratissimum
L., Lamiaceae) (Fernandes et al., 2013), erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides L.,
Chenopodiaceae) (Carvalho et al., 2018), e mil-folhas (Achillea millefolium L., Asteraceae)
(Alvarenga et al., 2015), capim-doce (Lippia dulcis Trev., Verbenaceae) (Rocha et al., 2022),
Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (Lamiaceae) (Araujo et al., 2021), Digitalis
mariana Boiss. ssp. heywoodii (P. Silva e M. Silva) Hinz (Plantaginaceae) (Silva et al., 2022),
Origanum majorana L. (Cossa et al., 2024). No entanto, cada espécie responde de forma
especifica aos diferentes estimulos de luz.

Apesar da Mentha pulegium ndo ter problema na propagacdo seminal ou vegetativa
(Ebraheem et al., 2020; Monteiro et al., 2020), sendo uma importante matéria-prima para as
industrias farmacéutica, cosmética, perfumaria e alimenticia se faz necessario a propagacéo
em larga escala e com qualidade. A M. pulegium é uma espécie rasteira cujo cultivo em solo
tem a desvantagem de aumentar o teor de cinzas no material vegetal, além de estar sujeito as

variacdes edafoclimaticas, comprometendo sua qualidade.
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Para superar essas dificuldades, a micropropagacédo € considerada um fator-chave para
a realizacdo da propagacdo em massa de plantas elites e padronizadas em ambiente com
condicdes otimizadas (Ebraheem et al.,, 2020). Deste modo, conhecer os efeitos da
luminosidade na propagacao in vitro de M. pulegium fornece estratégias para as condicdes
Otimas de cultivo e de como a luz afeta seu metabolismo secundario.

Monteiro et al. (2020) reportaram que a luz tem um papel determinante na germinagéo
de sementes de M. pulegium. No entanto, ndo foram encontrados dados na literatura que
descrevam os efeitos das condi¢des luminosas ideais para a propagacao in vitro desta espécie
vegetal. Deste modo, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da intensidade luminosa e
qualidade espectral no crescimento e metabolismo de M. pulegium cultivada in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos e Plantas
Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), MG, Brasil. A UFLA esta situada nas coordenadas geograficas 21° 14’ S ¢ 45° 00
W, a 918 m de altitude. Segundo a classificacdo de Sa Junior et al. (2012), o clima regional
predominante, de acordo com metodologia proposta por Koppen, é do tipo Cwa, com
inverno seco e verdo quente.

Explantes foram obtidos a partir de plantas matrizes de Mentha pulegium, cultivadas
em canteiro de dimensdes de 6 x 1,20m localizado no Horto de Plantas Medicinais - UFLA.
As plantas foram previamente adubadas com 3,0 kg.m? de esterco bovino e irrigados
periodicamente (4 vezes) por semana. No periodo de floracdo o material vegetal foi
herborizado e as exsicatas depositadas no Herbario PAMG da Empresa de Pesquisa
Agropecuéaria de Minas Gerais (EPAMIG), sob registro PAMG 58939 (ANEXO A).

2.2 Estabelecimento e multiplicagdo in vitro

Incialmente, segmentos apicais e nodais (1 cm) foram retirados das plantas matrizes e
passaram pelo processo de desinfestacdo em agua corrente (30 min), seguida por imersdo em
solucdo de hipoclorito de s6dio comercial a 50 % (v/v) por 15 min, sob agitacdo constante.
Em seguida, foram enxaguados trés vezes com &gua destilada autoclavada em camara de
fluxo laminar horizontal, sendo inoculados na posicao vertical em tubos de ensaio, contendo
15 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g L de
sacarose e 5,5 g L de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem
por 20 min, a 121°C e 1 atm de pressdo. Apds a inoculagdo, os tubos foram mantidos em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 1°C, fotoperiodo de 16/8 h, fornecidas por lampadas
de LED (light-emitting diode) branca e irradiancia de 39 pumol m2 s®. A cada 30 dias, o
material foi repicado até a terceira repicagem, sem reguladores de crescimento e sem

varia¢fes morfoldgicas observadas.

2.3 Cultivo sob diferentes intensidades luminosas
Segmentos nodais (1cm) da segunda repicagem foram inoculados no mesmo meio
de cultura do estabelecimento e cultivados sob cinco intensidades luminosas: 26, 51, 69,

94 ¢ 130 umol m? s, As intensidades de luz foram medidas por um dispositivo QSO-S
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Procheck + Sensor-PAR Photon Flux (Decagon Devices-Pullman-Washington-EUA). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com 5 tratamentos e 5
repeticdes. Cada repeticdo foi representada por 4 tubos de ensaio, contendo 1 planta por
tubo, totalizando 20 plantas por tratamento. Apds 30 dias, foram realizadas as avaliagdes

de crescimento e metabolismo.

2.4 Cultivo sob diferentes qualidades de luz

Segmentos nodais (1 cm) da terceira repicagem foram inoculados no mesmo meio
de cultura do estabelecimento e cultivados sob diferentes comprimentos de onda de diodos
emissores de luz (LED) (TECNAL® Piracicaba, Brazil): azul, vermelho; 30% azul : 70%
vermelho; 70% azul : 30% vermelho; 50% azul : 50% vermelho; e branco a 42 umol? s
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo 6 tratamentos
com 4 repeti¢des. Cada repeticdo foi composta por 5 tubos de ensaio, com 1 planta por
tubo, totalizando 20 plantas por tratamento. Apds 30 dias, foram realizadas as avaliagdes

de crescimento e do metabolismo.

2.5 Anélise de crescimento

As plantas foram avaliadas quanto ao comprimento da parte aérea (cm), nimero de
folhas e massas seca da folha, do caule (mg), da raiz e total (mg). O comprimento da parte
aérea (CPA) foi determinado com o auxilio de uma régua, medindo-se da base da brotacdo até
0 meristema apical e numero de folhas (NF). Para obter os valores de massa seca das folhas
(MSF), massa seca do caule (MSC) e massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), os
respectivas orgdos foram separados com auxilio de um bisturi, acondicionadas em sacos de
papel kraft e desidratadas em estufa de circulacdo de ar forcado, a 37°C, até peso constante.

Posteriormente, o material seco foi pesado em balanga de precisao.

2.6 Andlises metabolicas
2.6.1 Doseamento de pigmentos fotossintéticos
A extracdo e o doseamento de pigmentos fotossintéticos foram realizados seguindo o
método desenvolvido por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacdes propostas por Barnes et
al. (1992). Em sintese, 50 mg de folhas frescas foram pesadas diretamente em tubos Falcon
cobertos com papel aluminio, onde foram adicionados 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO)

saturado com carbonato de calcio (CaCOs) e incubados em estufa a 65 °C por 48 h. As
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amostras foram preparadas em quadruplicata. A saturacdo do DMSO seguiu o0 protocolo de
Santos et al. (2008) com modificagdes. Para isto, 0 DMSO foi saturado com carbonato de
célcio (CaCOs) na proporcio de 5 g L™t de DMSO, sob agitacdo constante por quatro horas, e
entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo. Posteriormente, a solucdo foi
centrifugada a 6000 rpm por 10 min.

Em seguida, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para cubeta de
quartzo, e os valores de densidade odptica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados 1-Control® (versdo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade
Optica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.

Os comprimentos de onda e as equacdes utilizadas para os calculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila a = (12,47 X Asss) - (3,62 X Asa9);
Clorofila b = (25,06 X Asag) - (6,5 X Asss);
Carotenoides: (1000 x Asgo - 1,29 x Ca- 53,78 x Cp)/220.
A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatorio dos resultados encontrados das

equagdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg g de massa fresca.

2.6.2 Doseamento de compostos fendlicos e flavonas/flavonais totais

Folhas secas provenientes dos experimentos foram pulverizadas por trituracdo em gral
e pistilo. Em microtubos de 5 mL foram pesados 30 mg de folhas de M. pulegium pulverizada
e adicionado 3 mL de etanol a 70%. Os microtubos foram mantidos em ThermoMixer
(Eppendorf ThermoMixer® F2.0) durante 24h, empregando-se 3 ciclos de agitagcdo a 400 rpm
durante 10 min h. O extrato foi centrifugado durante 10 min a 8000rpm e o sobrenadante
utilizado para os ensaios.

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais foi feita pelo método de Folin-
Ciocalteau com modificacfes (Singleton e Rossi, 1965). Em microplacas de 96 pogos, foram
adicionados 20 pL do extrato, 120 pL de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteau (10% v/v) e 120
pL de Na.COs (7,0% p/v). A absorbancia foi mensurada a 760 nm, apés 2 h de incubacéo em
ambiente escuro e temperatura ambiente. A curva de calibracdo foi construida a partir de
solugdo méae de 1,0 mg mL* de &cido galico (Sigma-Aldrich, > 98%) na faixa de 0,0078 a
0,125 mg mL™. O contetido dos compostos fendlicos totais foi calculado a partir da equagéo
y= 62,481x + 0,0947, R?=0,9999. Os dados foram expressos em miligramas equivalentes de

acido galico por grama de massa seca de folha (MgEAG gMSF™).
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A quantificacdo de flavonas/flavondis empregou-se a metodologia de Pe¢kal e
Pyrzynska (2014) com modificagdes. Em microplacas de 96 pogos, foram adicionados 100 pL
da amostra seguidas de 100 pL de AICl3 (10%) preparados em etanol a 70%. Em seguida, as
amostras foram incubadas em ambiente escuro durante 40 min. A absorbancia foi mensurada
a 420 nm. A curva de calibracio foi obtida a partir de solu¢do mée de 1,5mg mL? de
quercetina (Sigma-Aldrich, > 95%) na faixa de 0,0117 a 0,1875 mg mL™. A quantificacio de
flavonas/flavonois nas amostras foi realizada a partir da equacdo y= 26,916x + 0,0904,
R?=0,9994, sendo os resultados expressos em miligrama equivalente de quercetina por grama
de massa seca de folha (MgEQ gMSF?). Todos os tratamentos foram realizados em

triplicatas.

2.6.3 Andlises quimicas da fracéo volatil

As analises quimicas da fracdo volatil foram realizadas em sistema de cromatografia
em fase gasosa Agilent® 7890A, acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD
5975C (Agilent Technologies. Califérnia, EUA), operado por ionizagdo de impacto eletrénico
a 70 e V, em modo varredura, e velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de
massas 40-400 m/z.

Para extracdo da fracdo volatil, empregou-se a técnica de headspace estatico. Para
isso, foi utilizado o extrator/amostrador headspace automatico CombiPAL Autosampler
System (CTC Analytics AG, Switzerland), acoplado ao sistema de CG/EM. Aliquotas de 30
mg de folhas secas, em triplicatas, foram acondicionadas em vial para headspace de 20 mL,
vedados com septo de silicone/PTFE até a analise; 500 uL da fase de vapor foram injetados na
coluna cromatogréafica. Antes da injecéo, as amostras foram incubadas por 30 min a 110 °C,
com agitacdo a 250 rpm e a temperatura da seringa foi programada para 120 °C.

Utilizou-se a coluna capilar de silica fundida HP-5MS (5%-fenil-metilpolisiloxano, 30
m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme)
(California, EUA). Hélio foi utilizado como gés de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. A
injecdo foi realizada no modo split a uma razao de injecdo de 10:1. As temperaturas do injetor
e da linha de transferéncia para o espectrdmetro de massas foram mantidas em 240 °C. A
temperatura inicial do forno foi de 60 °C seguido por uma rampa de temperatura de 3 °C por
min até 240 °C, seguida de uma rampa de 10 °C por minuto até 280 °C. As concentracdes dos
constituintes da fracdo volatil foram expressas pela porcentagem de area relativa dos picos
cromatograficos + desvio padrdo. Para cada tratamento, as analises foram realizadas em

triplicata.
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Os constituintes foram identificados por comparacdo dos seus indices de retengdo
relativos a série n-alcanos (Co.Coo), (Sigma- Aldrich®, St Louis, USA) e comparacdo dos
espectros de massa do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de
literatura (Adams, 2017). Os indices de retencdo foram calculados usando a equacéo proposta
por Dool & Kratz (1963) e para as atribuicGes foram consultados indices de retencdo de
literaturas (Adams, 2017).

2.7 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade com auxilio do software SISVAR
versdo 5.8 (Ferreira, 2011). A analise de componentes principais (PCA) foi realizada
utilizando o software Statistica®, versdo 13.5 (StatSoft — Tulsa, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cultivo sobre diferentes intensidades luminosas

O crescimento in vitro de M. pulegium foi afetado significativamente (p>0,05) pela
intensidade luminosa (Figuras 1 e 2). As plantas cultivadas nas intensidades de 69 e 94 umol
m2 s apresentaram os maiores comprimentos da parte aérea (7,0 cm em média) (Figuras 1 e
2). A intensidade de 26 pmol m™ s* foi a que mais comprometeu o0 comprimento e o nimero
de folhas das plantulas de M. pulegium. No entanto, nas maiores intensidades luminosas
avaliadas (69, 94 e 130 umol m2 st), o nimero de folhas foram maximos, ndo diferindo-se
estatisticamente entre si. Contudo, o impacto mais significativo da intensidade luminosa foi
observado no acumulo de massa seca das folhas (MSF). As folhas de M. pulegium séo a parte
vegetativa mais importante da espécie, pois é neste O0rgdo que estdo armazenados 0S
constituintes quimicos de interesse medicinal e econdmico. Houve uma resposta crescente do
acumulo de MSF com o aumento da intensidade luminosa. O ganho de massa seca das das
plantulas cultivadas sob a intensidade de 130 umol m™? s foi cerca de 10% superior em
relacdo aquelas cultivadas sob 94 umol m? s™. Na menor intensidade de luz (26 pmol m2 s?)
a MSF acumulada foi de 17,54 mg e sob 130 pmol m s foi de 56,64 mg, uma amplitude de
3,2 vezes entre a minima e a méxima MSF.

Maiores intensidades luminosas (94 a 139 pmol m? s) também promoveram
respostas positivas para o acumulo de matéria seca de folhas, brotos, raizes e total em Lippia
gracilis (Lazzarini et al., 2018), Aeollanthus suaveolens (Araujo et al., 2021) e Origanum
majorana (Cossa et al., 2024).

A quantidade de luz, seja em relagdo a intensidade ou ao fotoperiodo, é recebida pelas
plantas através de um mecanismo complexo que inclui a percep¢do dos sinais luminosos ao
nivel da folha. A transducdo desses sinais para sistemas alvo ativam reagdes que garantem o
controle preciso dos processos fisiologicos e metabdlicos (Paik e Hug 2019). Em espécies
intolerantes a sombra, pode ocorrer reducdo da taxa fotossintética devido a baixa presenca de
luz. Este fendmeno pode reduzir a expressao de genes e a atividade das enzimas do ciclo de
Calvin envolvidas na fixacdo de CO: e a regeneragdo da rubisco-1,5-bifosfato (RuBP),
diminuindo assim o potencial de assimilagdo de carbono nas plantas (Tang et al., 2022).
Apesar do suprimento exogeno de carbono nas condigdes in vitro, sob baixas intensidades
luminosas, as reagdes que controlam a fixagdo do carbono podem ndo ter sido ativadas,
prejudicando o acumulo de matéria seca nas folhas de M. pulegium nestas condigdes. A

producdo de matéria fresca no género Mentha, em condicdes ex vitro, ja foi demonstrada que
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sdo significamente afetadas pela intensidade de luz e, também pelo fotoperiodo (Souza et al.,
2015; Burbott; Loomis, 1967).

Figura 1 — Comprimento da parte area (CPA) (a), numero de folhas (b) e acimulo de massas
secas de folhas (MSF) (c), caule (MSC) (d), raiz (MSR) (e) e total (MST) (f) de plantas de
Mentha pulegium cultivadas in vitro durante 30 dias sob diferentes intensidades luminosas.
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Médias seguidas pela mesma letra nas barras ndo diferem significativamente pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 2 — Plantulas de M. pulegium cultivadas in vitro em diferentes intensidades luminosas,
durante 30 dias em sala de crescimento.

BN A

94

Fonte: do Autor (2024).

Com relacdo as demais varidveis e de forma geral, nas maiores intensidades foram
observados maiores acimulos de massa seca no cultivo in vitro de Mentha pulegium. Para a
massa seca total, por exemplo, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre as
intensidades de 94 e 130 pmol m? s. Apesar da intensidade de 130 umol m? s ter
comprometido o acimulo de massa seca de raizes (Figura 1).

Segundo Halliday et al. (2009), conforme a condi¢do luminosa que as plantas sdo
expostas, o equilibrio hormonal, mais especificamente no balanco de auxinas, pode ser
afetado. Este fendmeno pode promover mudangas fisiologicas, como alongamento de caule ou
producdo de maior massa seca total. Resultados similares foram observados para a espécie de
Mentha arvensis e Mentha viridis, em que foram observados correlacdo positiva com o
aumento da intensidade luminosa de 26 para 130 pmol m? s e acimulo de massa seca total
(Alvarenga et al., 2017; Oliveira et al., 2021).
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O tratamento de menor irradiancia (26 umol m? s?) inibiu significativamente o
acumulo de massa seca em todos os parametros avaliados (MSF, MSC, MSR e MST) em M.
pulegium. Isto, possivelmente, pode estar relacionado ao fato de que a baixa disponibilidade
de luz dificulta o potencial da planta de mobilizar o aparato fotossintético, resultando em
baixa taxa de fotoassimilados e, consequentemente, no baixo acimulo de massa seca (Taiz et
al., 2017). Os resultados encontrados por Alvarenga et al. (2017) com Achillea millefolium e
Oliveira et al. (2021) nas espécies de M. viridis e M. arvensis corroboram com o0s observados
no presente estudo, pois também apresentaram, em baixas condi¢es luminosas, folhas pouco
desenvolvidas e acimulo de massa seca reduzido. Em Dysphania ambrosioides L., Carvalho
et al. (2023) também observaram menor acumulo de matéria seca vegetal sob baixa
irradiancia (16,5 pmol m? s%).

Por outro lado, em estudo com Lippia rotundifolia Cham (Verbenaceae), Hsie et al.
(2019) observaram que irradiancias consideradas baixas (20 e 54 umol m™ s) promoveram o
crescimento e o acumulo de pigmentos fotossintéticos nesta espécie.

Portanto, cada espécie responde de forma diferente as condi¢Ges luminosas para o seu
crescimento e desenvolvimento in vitro. Ja em Achillea millefolium, a baixa luminosidade
beneficiou o crescimento in vitro da espécie (Alvarenga et al., 2015). Sendo assim, a
propagacdo in vitro de plantas medicinais necessita do controle da irradiancia conforme a
espécie (Cavallaro et al., 2022). Cada gen6tipo possui uma resposta Unica ao regime de luz a
gue é exposto, 0 que torna necessario determinar condicdes ideais de iluminacdo para cada

especie.
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3.2 Pigmentos fotossintetizantes, compostos fenolicos e flavonas/flavondis sob diferentes
intensidades luminosas

Os teores de clorofilas a e b de M. pulegium cultivados in vitro ndo foram afetados
significativamente (p>0,05) pelas diferentes intensidades de luz (Tabela 1). O teor de
carotenoides totais foi maior na intensidade 69 pmol m s, sendo cerca de 25% maior que 0s
demais tratamentos. Segundo Taiz et al. (2017), os carotenoides sdo pigmentos acessorios que
atuam de forma essencial na cascata de fotoprotecdo nas membranas fotossintéticas, e que
guando sdo expostas a grandes quantidades de energia absorvida podem ser facilmente
danificadas (Taiz et al., 2017). Este fendmeno pode ter ocorrido nas plantulas cultivadas sob
as intensidades de 94 e 130 umol m? s,

Tabela 1 — Contetdos de pigmentos fotossintéticos em M. pulegium cultivadas durante 30 dias

sob diferentes intensidades de luz.

Intensidade Pigmentos (mg.g?)
de luz
(umol m™
s Cl.a Cl.b Cl. Total Carotenodides  Cl. a/b
26 1,11 +0,06a 0,37 +0,02a 1,48 + 0,08ab 0,27+ 0,02b  3,00a
51 1,11 +0,05a 0,34 +0,07a 1,45 + 0,04ab 0,27 £ 0,04b 3,26a
69 1,14+0,02a 0,41 +0,02a 1,55+ 0,02a 0,34+ 0,03a 2,78a
94 1,08 +0,07a 0,32+ 0,01a 1,41 + 0,07b 0,26 + 0,02b  3,37a
130 1,06 +0,06a 0,37 £ 0,03a 1,43 + 0,09ab 0,25+ 0,01b 2,86a
CV(%) 4,93 10,37 8,93 4,30 12,03

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. CI: clorofila.

Por outro lado, na biossintese de clorofila e carotenoides existem genes que regulam a
expressao fotossintética, em que os niveis de irradiancia desempenham papel fundamental
nesse processo (Pham et al., 2018). Ambientes com baixas irradiancias afetam o processo de
fotossintese, proporcionando aumento ou diminui¢do dos pigmentos fotossintetizantes. Em
geral, maiores quantidades de pigmentos fotossintéticos sdo observadas em plantas expostas a
baixas intensidades luminosas, por outro lado reducdo no teor de pigmentos fotossintéticos
sdo observados em maiores intensidades luminosas, provavelmente devido a processos de
fotodegradacgéo (Coelho et al., 2021; Oliveira et al., 2021).

Entretanto, os resultados observados em M. pulegium demonstraram pequenas

variagcoes nos teores de pigmentos fotossintetizantes. Isso pode ser explicado devido a
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plasticidade da espécie, embora esse fendmeno esteja sujeito a influéncia do gendtipo e
ambiente.

A razdo clorofila a/b é uma medida utilizada para descrever a proporcao entre a
quantidade de clorofila a e b em uma amostra de planta. A razdo de clorofila a/b pode
fornecer informac0es sobre a eficiéncia da planta na absorcéo de luz e na taxa de fotossintese,
isto porque as clorofilas a e b desempenham papéis distintos no processo de fotossintese. A
clorofila a é essencial para a transferéncia de elétrons na cadeia de transporte de elétrons,
enquanto a clorofila b desempenha um papel na coleta de luz acessoria. Essa relacdo pode
variar dependendo da planta, das condi¢Oes de crescimento e de outros fatores ambientais. Na
pratica, uma relacdo mais baixa pode indicar adaptagdo a condi¢des de luz mais branda. (Taiz
et al., 2017). Entretanto, no presente estudo ndo houve variacdes significativas observadas,
dado que ndo houve diferenca estatisticas entre os teores de clorofilas a e b.

A biossintese de compostos fenolicos esta intimamente ligada & irradiancia da luz
fotossinteticamente ativa e a qualidade espectral. Por isso, a manipulagdo das condic6es de luz
pode levar a alteracBes no conteudo desses metabdlitos e, consequentemente, a estados
alterados de fotoprotecdo (Sharma et al., 2019). Plantulas expostas a diferentes intensidades
luminosas (26, 51, 69, 94 e 130 umol m™ s) exibiram diferentes quantidades de compostos
fendlicos e flavonas/flavondis totais (p >0,05). Para o contetdo de fendlicos totais, a
luminosidade de 130 pmol m s atingiu o valor maximo de 1,06 mg EAG g. Ja para o teor
de flavonas/flavondis, as intensidades de 26 e 94 umol m? s acumularam os maiores
conteddos (4,61 e 4,76 mg EQ g, respectivamente). Na intensidade de 130 pmol m? s* a
quantidade de flavonas/flavondis teve uma queda de cerca de 20% em relacdo ao teor obtido
na intensidade de 94 umol m? s (Tabela 2).

Tabela 2 — Teores de compostos fendlicos e flavonas/flavonois totais de Mentha pulegium

cultivada in vitro sob diferentes intensidades luminosas.

Intensidade de luz

(umol m? s?) FEN (mg/g EAG)! FLAV mg/g (EQ)?
26 0,80 +0,01d 4,61 +0,09a
51 0,79 +0,03d 4,38 +0,15b
69 0,99 + 0,01b 4,14 +0,18¢c
94 0,86 +0,01c 4,76 +0,21a
130 1,06 + 0,03a 3,8 +0,04d

CV(%) 2,42 2,87
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Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.'Fenois totais, expressos em mg equivalente de acido
galico por g de folha seca (mg EAG g). 2Flavonas/flavonois, expressos em mg equivalente de
quercetina por g de folha seca (mg QE g*).

3.3 Andlise da fragéo volatil de M. pulegium sob diferentes intensidades luminosas

Na analise quimica da fracdo volatil das folhas secas de M. pulegium foram
identificados 17 constituintes quimicos, compreendendo compostos alifaticos (1,96% -
2,09%.), monoterpenos hidrocarbonetos (4,99% - 5,78%) e monoterpenos oxigenados
(91,53% - 92,71%). Esses compostos consistuiram em mais de 99% da composicdo quimica
total (Tabela 2). A pulegona foi o constituinte majoritario (76,24% - 77,74%), seguido da
piperitenona (8,28%-10,40%).

Assim como observado para os compostos fendlicos, as diferentes intensidades
luminosas promoveram altera¢cdes na quantidade dos constituintes volateis. Embora, os teores
do constituinte majoritario ndo tenham apontado diferenca expressiva, outros constituintes
como a piperitenona teve seu maior acimulo na intensidade de 94 pumol m? s (10,40%),
cerca de 20% a mais que as plantulas crescidas sob 130 pmol m? s (8,28%). Plantulas sob
intensidades luminosas de 69 e 130 pmol m™2 s acumularam as maiores porcentagens de
mentona (1,31% e 1,81%) e iso-mentona (1,83% e 2,79%), respectivamente. Nas intensidades
luminosas de 26 e 94 umol m s registraram-se maiores teores de limoneno (2,02% e 2,09%,
respectivamente).

A composicdo quimica volatil de M. pulegium j& é bem conhecida, sendo estes
mesmos constituintes quimicos ja identificados em outros estudos, porém apresentam
concentracdes diferentes conforme as condicgdes e regides de cultivo (Mohammadhosseini et
al., 2023; Oualdi et al., 2023; Rayan et al., 2023). A variagdo da pulegona na composicdo do
oleo essencial pode atingir desde 27% a 87% nas regides da Algeéria, Marrocos, Portugal,
Italia, Chile Assim, a existéncia de quimiotipos, formas de cultivo ou fatores edafoclimaticos
influenciam a produgdo desses metabdlitos, sendo essencial os estudos para se ter uma
uniformidade no 6leo essencial (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Messaoudi et al., 2022).

A pulegona, assim como a combinacéo de pulegona-mentona, é utilizada pela industria
farmacéutica, alimenticia e agroquimica. O potencial dessas moléculas ja foi estudada na
literatura, como antimicrobiano (Ait-Ouazzou et al., 2012; Bouyahya et al., 2017); relaxante
(Soares et al., 2012), antioxidante (Al-Rajhi et al., 2022), antiviral (Parsania et al., 2017) e
inseticida (M. Domingues e Santos, 2019; Topuz, 2023).
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No presente estudo, notou-se pequenas varia¢des nos teores dos compostos volateis de
maior interesse em M. pulegium cultivadas sob diferentes intensidades luminosas in vitro
(Figura 3). Entretanto, futuros estudos sd@o necessarios para investigar o crescimento e

producdo dessas moléculas durante a aclimatizagéo e producdo em campo.
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Tabela 3 — Composicdo quimica volatil de plantas de Mentha pulegium cultivadas in vitro durante 30 dias sob diferentes intensidades de luz.

Intensidades de luz (umol m2 s)

Compostos IR 26 51 69 94 130
Area (%) + DP

Compostos alifaticos 2,09 2,01 2,00 2,00 1,96
3-metil-ciclopentanona 844 0,15+0,01 0,17+0,02 0,20%+0,01 0,28%+0,05 0,17+0,02
3-metil-ciclohexanona 945 0,63 +0,05 054+0,05 040+001 0,36+0,09 0,27+0,01
6-metil-5-hepten-2-ona 985 0,14 +0,01 0,07+0,01 010+0,01 0,09+0,01 0,07+0,03
3-octanol 995 0,90 £ 0,07 1,23+0,03 1,33+0,02 1,27+0,06 1,45+0,04
Monoterpenos hidrocarbonetos 5,67 5,58 5,51 5,78 4,99
a-pineno 930 1,89+ 0,04 204+0,04 187+003 188+0,09 1,75+0,09
Sabineno 970 0,31+0,01 0,39+0,01 035+001 0,35+0,02 0,30+0,03
B-pineno 973 1,35+0,02 148+0,02 136+0,02 137+0,06 1,29+0,05
p-menta-1(7),8-dieno 1003  0,10+0,01 0,10+0,01 0,10%x0,01 0,09+0,01 0,09+0,01
Limoneno 1025 2,02+0,44 157+0,89 183+0,26 2,09+0,68 1,56+0,66
Monoterpenos oxigenados 91,47 92,12 91,98 91,53 92,71
1,8-cineol 1027 0,48 £0,01 047+0,02 045+001 045+0,01 0,43+0,02
Mentona 1148 0,53 +0,17 037+031 131+043 090+050 1,81+0,68
Iso-mentona 1158  0,51+0,23 047+0,37 183+054 128+0,85 2,79+0,87
Iso-pulegona 1171 2,22 +0,12 184+0,07 188+0,05 1,77+0,15 1,73x0,05
Pulegona 1238 76,91+132 77,74+145 76,65+048 76,24+1,46 76,73+ 2,04
Piperitona 1249  0,05+0,01 0,05+0,01 0,18+0,13 0,07£0,01 0,33+0,21
Ni 1259 0,21 £0,02 0,09+002 011+001 0,10%+0,01 0,05+0,02
Iso-piperitenona 1266 0,27 £0,03 0,28+0,01 0,24+0,02 0,25+0,05 0,20+0,02
Ni 1285 0,98 £0,14 0,41+0,08 052+003 044+0,19 0,36+0,07
Piperitenona 1335 9,81 +0,95 10,30+0,62 8,81+0,47 10,40+0,41 8,28+0,31
Total (%) 99,73 99,71 99,52 99,31 99,66
NUmeros de compostos 17 17 17 17 17

* Indice de reteng&o relativo a série n-alcanos (Cs-Cz0) em coluna HP-5MS na ordem de eluigdo conforme a classe. ni = ndo indentificado; DP: desvio padréo (n=3).
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3.4 Andlise de componentes principais (PCA) — Intensidade de luz

Os resultados da analise de componentes principais (PCA) representada em scores e
loadings, apresenta uma visdo ampliada dos tratamentos, auxiliando na interpretacdo das
variaveis estudadas (Figura 3). A primeira componente principal explica 60,46% da variagdo
dos dados, e a segunda 24,82% totalizando 85,28% da variancia total. Pode-se considerar que
a PCA apresentada é adequada para avaliar as relagdes entre as variaveis, uma vez que explica
grande parte da variabilidade dos dados; uma vez que as duas primeiras componentes
explicam mais de 50% dos dados.

No intervalo de intensidades luminosas avaliado podemos observar a separagéo de 3
grupos, podendo descrevé-los como de baixa intensidade (26 e 51 umol m? s1); média (69 e
94 pmol m? s?) e alta (130 umol m? s1). Os conteidos de mentona e compostos fendlicos
totais (FEN) foram incrementados sob alta intensidade de luz. Ja o crescimento in vitro de M.
pulegium foi favorecido em intensidades de luz consideradas medianas. No entanto, para o
acumulo de maior teor de pulegona deve-se considerar o cultivo sob baixa intensidade
luminosa. Ja os teores de limoneno, piperitenona e flavonas/flavonois (FLA) ndo houve

agrupamento, demonstrando que ndo ha correlacdo com as intensidades luminosas.

Figura 3 — Analise de componentes principais (PCA) da matriz de correlacdo baseada em 12
componentes de M. pulegium L. sob diferentes intensidades luminosas in vitro. Abreviacdes:
CPA — comprimento da parte aérea, MSR — massa seca da raiz, NF — niamero de folhas, MSF
— massa seca da folha, MSC — massa seca do caule, MST — massa seca total, FEN —

compostos fenolicos totais, FLAV — flavonas/flavonois.
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3.5 Cultivo sob diferentes qualidades de luz

A qualidade de luz afetou significativamente (p>0.05) o crescimento de M. pulegium
cultivadas in vitro (Figuras 4 e 5). As plantulas cultivadas sob a luz monocromatica vermelha
e combinacdo (30% azul:70% vermelho) apresentaram o0s maiores comprimento da parte
aérea, sendo 42% e 26%, respectivamente maior que os demais que foram estatisticamente
iguais entre si. O alongamento do caule sob luz vermelha também foi observado para outras
espécies medicinais, tais como Lippia rotundifolia (de Hsie et al., 2019), Vaccinium
corymbosum (Hung et al., 2016), Ajuga multiflora Bunge (Lamiaceae) (Jeong e Sivanesan,
2018) e P. amboinicus (Silva et al., 2017).

De acordo com Lv et al. (2021), o crescimento das plantas é controlado pela luz,
especialmente a luz vermelha/vermelha distante que esta associada a sinalizacdo e regulacéo
da biossintese de auxina. O aumento das concentracdes endogenas de auxinas nos tecidos
pode levar ao aumento da divis&o celular e alongamento celular (Jafari et al., 2016). Por outro
lado, a luz vermelha monocromatica prejudicou o contelldo de massa seca foliar, 6rgdo onde
estdo armazenados os metabolitos secundarios de interesse da espécie (Figura 4b). Outra
hipdtese que pode explicar esse fendmeno, é que a luz vermelha leva a inducdo da producéo
endégena de hormodnios, como as giberelinas, responsaveis por regular processos de
alongamento do caule e senescéncia de folhas (Kamiya e Garcia-Martinez, 1999; Matsuo et
al., 2019). Relacdo positiva da luz vermelha monocromatica com o acimulo de matéria seca
foi observada em Lippia gracilis por Lazzarini et al. (2018) e em Plectranthus amboinicus por
Silva et al. (2017). Entretanto, durante o crescimento in vitro de um hibrido de Cattleya
cultivadas sob a luz vermelha monocromatica observaram-se colapso de algumas células do
mesofilo e reducdo nas laminas foliares e, consequentemente, queda na biomassa (Cybularz-
Urban et al., 2007).

A luz azul e 50% azul:50% vermelho promoveram o acimulo de massa seca da folha
(MSF) e total (MST) cerca de 15% e 11%, respectivamente, comparada a luz branca. O efeito
positivo da luz azul na producdo de massa seca foliar foi relatado para Mentha viridis
(Alvarenga et al., 2017), Achillea millefolium (Alvarenga et al., 2015) e Ageratum
houstonianum Mill. (Asteraceae) (Heo et al., 2006). O mesmo tratamento 50% azul:50%
vermelho também tiveram influéncia positiva no acumulo de massa foliar em Pfaffia
glomerata (Silva et al., 2020) e P. amboinicus (Silva et al., 2017).

A fotoinativacio da auxina AIA (Acido indolacético) foi reportada para Nicotiana
tabacum durante o cultivo in vitro de plantas expostas a luz azul (Seibert et al., 1975). Isto

pode explicar 0s menosres comprimentos e maiores acumulos de massa foliar em M.
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pulegium cultivadas sob luz azul monocromaética. Pois, com a inativagdo das auxinas, a
dominancia apical pode ser quebrada, favorecendo o crescimento lateral dos Orgaos

fotossintetizantes.

Figura 4 — (a) Comprimento da parte area (CPA), (b) nimero de folhas e (c) massas secas das
folhas (MSF), (d) do caule (MSC), (e) da raiz (e) e (f) total (MST) das plantulas de Mentha

pulegium cultivadas in vitro durante 30 dias.
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Médias seguidas pela mesma letra nas barras ndo diferem significativamente pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 5 — Plantulas de M. pulegium cultivadas in vitro em diferentes espectros luminosos
(branca; vermelha; azul; 50% azul:50% vermelho; 70% azul:30% vermelho; 30% azul:70%

vermelho), durante 30 dias em sala de crescimento.

70A 30A
30V 70V

Fonte: do Autor (2024).

E reportado na literatura, que a luz azul pode ser um 6timo recurso a se considerar, na
utilizacdo de plantas in vitro para otimizacdo e producgdo de proteinas soluveis, carboidratos,
aumento da espessura da folha, sintese de pigmentos fotossintetizantes, desenvolvimento de
cloroplastos e abertura de estobmatos (Liu et al., 2014; Dutta e Jatothu, 2013; Xu e Cui, 2009).
Esses fatores podem ter contribuido também para os maiores acimulos de massa seca foliar,
raiz e total em M. pulegium.

3.6 Pigmentos fotossintetizantes, compostos fendlicos e flavonas/flavonois sob diferentes
espectros luminosos

Os pigmentos fotossintéticos, como clorofila a, b e carotenoides desempenham um
papel fundamental na fisiologia das plantas. A absor¢éo de luz e transferéncia de energia séo
cruciais na conversdo de energia luminosa em energia quimica. O teor desses pigmentos é
utilizado para estimar o potencial fotossintético das plantas, influenciando diretamente seu
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crescimento, desenvolvimento e adaptacdo a diferentes condigdes ambientais (Taiz et al.,
2017).

A qualidade espectral da luz influenciou significativamente os teores de pigmentos
fotossintéticos em M. pulegium (p>0,5) (Tabela 4). Plantulas cultivadas sob luz branca e
30%azul:70%vermelha acumularam maiores quantidades de clorofila a (0,90 e 0,93 mg.g2,
respectivamente). O teor minimo de clorofila a (0,72 mg.g?) foi observado nas plantulas
cultivadas sob a luz azul. No que tange a clorofila b, os contetdos méaximos foram observados
na luz vermelha (0,57 mg.gl), 70% azul:30% vermelha (0,59 mg.g™t) e 30% azul:70%
vermelha (0,56 mg.g™t). Assim como observado para clorofila a, a luz azul também reduziu o
acumulo de clorofila b (0,31 mg.g?) que foi cerca de duas vezes menor que 0s contelidos
méaximos observados nos outros tratametos. No que tange a clorofila total, o tratamento de

30% de luz azul e 70% de luz vermelha foi o0 que acumulou o maior teor (1,50 mg.g™2).

Tabela 4 — Pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides),

M. pulegium cultivadas in sob diferentes espectros luminosos.

Qualidade de Pigmentos (mg.g?)
luz Cl.a Cl.b Cl. Total Carotendides  Cl. a/b
Branca 0,90+006a 043+004b 133+016c 019+003a 210a
Vermelha  084+0,03b 057+0,03a 1,41+0,04b 0,18+0,0la  148b
Azul 0,72+003c 031+004c 1,03+008d 017+002b 228a
50%A:500%\/
0 Y 0,82+004b  048+007b 1,30+00lc  0,16+00lb  1,84b
70%A:30%\
° Y 083+0,05b 059+00la 142+008b 0,17+00lb  1.40b
30%A:70%\
0 Y 093+003a 056+005a 150+004a 020+0,0la 1,66b
CV(%) 523 11,05 3.82 9.25 17.67

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste
Scott-Knott a de 5% de probabilidade. CI: clorofila.

O efeito de LEDs vermelhos e azuis, assim como outras colora¢des e combinagoes,
séo eficazes em estimular a fotossintese e o crescimento em diversas espécies de plantas. Os
LEDs azul e vermelho foram desenvolvidos para o cultivo in vitro de plantas, uma vez que as
clorofilas a e b apresentam absor¢cdo méxima em comprimentos de onda especificos (460 nm

para azul e 660 nm para vermelho). A relacdo de proporcdes de luz demonstra eficacia tanto
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na proliferagdo quanto na promocéo de caracteristicas de qualidade nas plantulas (Cavallaro et
al., 2022).

O efeito de LEDs monocromaticos vermelho e azul no conteddo de pigmentos
fotossintetizantes é bem relatado, sendo encontrados tanto relacGes positivas quanto negativas
para ambos o0s espectros no cultivo in vitro de plantas. O conteudo de pigmentos
fotossintetizantes estimulados por LEDs varia conforme a espécie, tipo de explante, estagio de
desenvolvimento e tempo de exposicédo (Silva et al., 2014; Lazzarini et al., 2018).

Nota-se que tanto na luz branca e nos tratamentos que continham o componente
vermelho, a producdo de clorofila b foi aumentada em M. pulegium. A luz vermelha assim
como combinagBes em maiores concentragfes também aumentou os niveis de pigmentos
fotossintéticos de O. majorana (Cossa et al., 2024), Passiflora edulis Sims. (Passifloraceae)
(Chen et al., 2020) e Musa acuminata (Musaceae) (do Nascimento Vieira et al., 2015) sob
cultivo in vitro e a luz azul isolada a diminui¢do. Resultados de Li et al. (2013) demonstraram
que plantulas com menores teores de clorofila utilizam o aparato fotossintético de maneira
mais eficiente do que plantulas com teores mais elevados sob o espectro de luz vermelha (Li
etal., 2013).

O excesso de luz vermelha em plantulas in vitro durante um longo periodo podem
resultar em prejuizos, como baixa capacidade fotossintética e crescimento prejudicado
(Cavallaro et al., 2022). Além disso, 0 aumento de niveis de incidéncia de luz vermelha é
proporcional ao desarranjo dos tilacoides no cloroplasto (Maluta et al., 2013). Sendo assim, na
literatura é documentado, uma possivel solucdo para esse problema, a adicdo do espectro
luminoso azul, ao qual pode ajudar na regulacdo do metabolismo de carboidratos (Kowallik,
1982; Miao et al., 2019). Isto pode inclusive estar relacionado aos maiores ganhos de matéria
seca obtidos por M. pulegium, conforme discutido anteriormente.

Quanto aos teores de compostos fendlicos totais, sob a luz monocromatica azul e 70%
azul:30% vermelho as plantulas de M. pulegium registraram os maiores acumulos (1,21 e 1,25
mg EAG/g de folhas secas). O conteudo de flavonas/flavondis nédo foi influenciado pelos
espectros luminosos (4,54 — 4,79 mg EQ /g de folhas secas). Os resultados observados por
Roosta et al. (2023) corroboram com o presente estudo, uma vez que 0s autores também nao
encontraram variagdo na producéo de flavonas/flavonois em M. pulegium cultivadas em solo e

em casa de vegetacdo com luzes LEDs branca, vermelha, azul e combinagdes vermelho-azul.



52

Tabela 5 — Fendis totais, expressos em mg equivalente ao &cido galico por g de folha seca (mg
EAG g% e flavonas/flavondis (flavondis e flavonas), expressos em mg equivalente de
quercetina por g de folha seca (mg QE g?), de Mentha pulegium cultivada in vitro nos
tratamentos de qualidade de luz (branca, vermelha, azul, 50% azul:50% vermelho, 70%

azul:30% vermelho, 30% azul:70% vermelho).

Qualidade de luz Fen (EAG) Flav (EQ)

Branca 1,13 + 0,03b 4,68 +0,18a
Vermelha 0,98 + 0,03c 457 +0,14a
Azul 1,21 +0,03a 454 +0,13a

50%A:50%V
1,04 +0,01c 4,69 +0,13a

70%A:30%V
1,25+ 0,02a 4,79 +0,21a

30%A:70%V
1,10 + 0,03b 4,77 +0,19a

CV(%) 2,2 4,62

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste
Scott-Knott a de 5% de probabilidade. CI: clorofila.

A producdo de compostos fenolicos esta associada a mecanismos antioxidantes
protetivos, pois estdo envolvidos na neutralizacdo de danos oxidativos causados pela
formacédo de radicais livres induzidos pela luz (Taiz et al., 2017). A influéncia da luz azul na
producdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante foi relatada para as espécies Lippia.
dulcis (Rocha et al., 2022), Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (Schisandraceae) (Szopa e
Ekiert, 2016), Dracocephalum forrestii W.W.Sm. (Lamiaceae) (Weremczuk-Jezyna et al.,
2021).

Entretanto, também é encontrado na literatura, o efeito da luz vermelha no aumento da
producdo de arbutina, um polifenol em O. majorana e a luz amarela a sua inibi¢do (Cossa et
al., 2024). Sendo assim, o espectro luminoso afeta a biossintese de compostos fendlicos nas
plantas de diferentes formas, dependendo da espécie e dos tipos de condicdo de crescimento
(Zhang et al., 2018; Taiz et al., 2017).
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3.7 Andlise da fracao volatil de M. pulegium sob diferentes espectros luminosos

Na fracdo volatil de folhas secas de M. pulegium cultivadas sob diferentes espectros
luminosos foram identificados 15 a 17 constituintes quimicos (Tabela 6). A fracdo volatil
consistiu majoritariamente de constituintes quimicos monoterpénicos oxigenados (91,96% a
93,16%), seguido de monoterpenos hidrocarbonetos (3,50% a 5,59%) e compostos alifaticos
(1,88% a 2,04%). Esses compostos corresponderam a mais de 99% da porcentagem de area
relativa total. As plantulas que apresentaram componentes de luz azul acumularam maiores
teores de pulegona (78,11 a 80,64%). O tratamento com luz monocromatica vermelha foi o
que registrou o menor teor de pulegona (72,95%). A biossintese in vitro de piperitenona
também foi influenciada por maiores composi¢cbes de vermelho. Na luz vermelha
monocromatica e de 30% azul:70% vermelho foram observados os menores acamulos (8,89%
e 8,53%, respectivamente). Ainda assim nesses dois tratamentos foi observado maior
contetdo de mentona (2,90% e 1,26%, respectivamente) e iso-mentona (3,36% e 1,22%). De
forma geral, a composicao da luz é importante para a fotossintese, assim como o fornecimento
de acucares para a biossintese de terpenos. A absorcdo da luz azul pelas plantas, aumenta o
estado energético comparado com a luz vermelha, devido a maior energia disponivel nesse
comprimento de onda (Taiz et al., 2017). Nesse sentido, o acumulo de monoterpenos
oxigenados, como a pulegona e piperitenona pode ter sido influenciado por pela excitagéo
fotoquimica provida da luz azul.

Outros estudos da literatura corroboram com o que foi observado para M. pulegium. O
aumento da producdo de pulegona e mentona pela luz azul ja foi relatada em Mentha
canadenses L. (Lamiaceae) (Ueda et al., 2021). O carvacrol, constituinte majoritario de Lippia
gracilis e Plectranthus amboinicus, também apresentaram maiores acumulos sob luz azul
(Lazzarini et al., 2018; Silva et al., 2017). O mirceno e o o0xido de piperitenona em Lippia
rotundifolia também indicaram maiores teores sob luz azul (de Hsie et al., 2019). Entretanto,
isto depende do constituinte quimico, pois o sabineno em Achillea millefolium indicou
maiores contetdos sob luz vermelha (Alvarenga et al., 2015). No estudo de Rocha et al.
(2022) foi observado que Lippia dulcis sob luz vermelha, produziu poucos compostos volateis
em comparacdo as combinagdes 50% azul:50% vermelho e 30% azul:70% vermelho.

Apesar de ndo termos realizado, estudos anatébmicos a M. pulegium sob luz azul
obteve maior acumulo de matéria seca nas folhas, 6rgdo da planta que estdo presentes 0s
tricomas secretores e o local de sintese e armazenamento da pulegona (Fuchs et al., 2022;
Croteau et al., 2005). Conforme Ueda et al. (2021), o efeito de LEDs nos fotorreceptores ou

fatores relacionados, como os fatores de transcricdo genética, podem desempenhar papel
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direto ou indireto na facilitacdo dos processos enzimaticos envolvidos na biossintese de
terpenos em células secretoras. Assim, é possivel notar que os efeitos da luz azul podem atuar
em partes especificas da biossintese de terpenos, assim como também, podem estimular a
producdo de precursores como o dimetilalildifosfato (DMAPP) ou isopentenildifosfato (IPP),
na producdo de pulegona, mentofurano, mentona e mentol (Ueda et al., 2021).

Monoterpenos oxigenados como pulegona e mentona e iso-mentona Sdo
intermedidrios do mentol, composto responsavel pela sensacdo de resfriamento e
descongestionamento causado pela reacdo direta com o receptor melastatina 8 (TRPM8) (Xu
et al., 2020). Ambos sdo comuns em Oleos essenciais de plantas do género Mentha e tém
varias aplicag¢fes industriais e medicinais. O espectro luminoso pode afetar a fotodegradagédo
desses compostos e, por isso a determinacdo das condi¢cdes 6timas de luminosidade é

importante para otimizar a producao de moléculas de interesse.



Tabela 6 — Fracdo volatil das folhas de M. pulegium cultivadas in vitro sob diferentes espectros luminosos, durante 30 dias.
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IR Branca Vermelha Azul 50A:50V 70A:30V 30A:70V
Compostos —
Area (%) + DP

Compostos alifaticos 1,88 1,92 1,99 2,03 2,04 2,01
3-metil-ciclopentanona 844 0,10 + 0,01 0,19 + 0,02 0,13 +£0,02 0,12 + 0,02 0,10 + 0,04 0,15+ 0,02
3-metil-ciclohexanona 945 0,59 + 0,05 0,45+0,12 0,54+0,11 0,59 + 0,06 0,63 +£0,07 0,53 +0,02
6-metil-5-hepten-2-ona 985 0,06 + 0,01 0,14 + 0,01 0,03+£0,01 0,04 + 0,01 0,03+0,01 0,08 £0,01
3-octanol 995 1,13 +0,01 1,14 + 0,07 1,29 + 0,05 1,28 + 0,04 1,28 + 0,01 1,25+ 0,01
Monoterpenos hidrocarbonetos 5,14 4,96 3,50 5,59 5,05 5,36
a-pineno 930 1,87 + 0,04 1,82 +0,16 1,82 +0,07 1,97 +0,11 1,96 + 0,04 1,97 + 0,08
Sabineno 970 0,34 +0,01 0,33 +0,03 0,33 +£0,02 0,35+ 0,01 0,36 £0,01 0,36 £ 0,02
B-pineno 973 1,34 +£0,03 1,31+0,11 0,30 + 0,05 1,40 £ 0,08 1,39 £ 0,03 1,41 £0,05
p-menta-1(7),8-dieno 1003 0,09 + 0,01 0,10 + 0,01 0,09 £0,01 0,10 + 0,01 0,09 +£0,01 0,10+0,01
Limoneno 1025 1,50 + 0,29 1,40 + 0,33 0,95+0,21 1,76 +0,73 1,25+0,14 1,52 +0,11
Monoterpenos Oxigenados 92,66 92,48 93,16 91,96 92,56 92,30
1,8-cineol 1027 0,42 +0,01 0,45 + 0,02 0,40+£0,01 0,43 +0,02 0,42 £0,01 0,50 £ 0,02
Mentona 1148 0,61+0,14 2,90 + 0,07 0,13+£0,10 0,69 + 0,21 0,46 £0,15 1,26 + 0,22
Iso-mentona 1158 1,00 £0,15 3,36 £ 0,09 0,29 + 0,05 1,06 £0,31 0,51+0,32 1,22 +0,72
Iso-pulegona 1171 1,81 +£0,07 1,81+0,12 1,78 £0,15 1,84 +0,11 1,91 £ 0,06 1,86 £ 0,04
Pulegona 1238 7924+060 72,95+0,75 8064+023 78,11+0,23 79,31+1,07 78,21+1,06
Piperitona 1249 0,10 £0,03 0,67 £ 0,06 - 0,15 +0,07 0,06 £ 0,02 0,25+0,03
Ni 1259 0,06 + 0,01 0,21 + 0,05 - 0,05 + 0,01 0,04 £0,01 0,11+£0,01
Iso-piperitenona 1266 0,23 +0,02 0,27 +£0,04 0,23 £0,06 0,25 + 0,01 0,26 £ 0,02 0,24 £0,01
Ni 1285 0,26 £ 0,01 0,98 +0,24 0,10 + 0,02 0,20 £ 0,04 0,13+0,02 0,50 £ 0,03
Piperitenona 1335 9,07 +0,44 8,89 + 1,08 9,59 + 0,88 9,19 +0,42 9,60 + 0,56 8,563 +0,33
Total (%) 99,68 99,36 98,65 99,57 99,64 99,67
NUmeros de compostos 17 17 15 17 17 17

* Indice de retenc&o relativo a série n-alcanos (Cs-Czo) em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo conforme a classe. ni = ndo indentificado; DP: desvio padrdo (n=3)
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3.8 Andlise de componentes principais (PCA) — Qualidade de luz

Na analise de componentes principais utilizando doze componentes, a variancia
acumulada pelos dois primeiros componentes foi de 88,53% da variacdo total observada, visto
que a primeira componente principal explicou 74,58% e a segunda, 13,95% (Figura 6).
Segundo Mardia et al. (1979), se os primeiros componentes acumularem acima de 80%, eles
explicam satisfatoriamente a variabilidade manifestada entre as variaveis avaliados.

A PCA indicou a separacdo de trés grupos, o grupo da luz azul e combinacdo 50%
azul:50% vermelho, demonstrou uma interacdo positiva com o acumulo de MSF, MSR, MST
e piperitenona. Observar-se que em outro agrupamento a luz branca e combinacdo 70%
azul:30% vermelho, se interagiram de forma positiva com o contetdo de flavonas/flavondis
(FLAV), compostos fendlicos totais (FEN), NF e pulegona. Entretanto, nota-se que ha o
agrupamento da luz vermelha que correlacionou positivamente com as variaveis CPA, MSC,
mentona e iso-mentona, e negativamente com as demais variaveis de respostas. A combinacdo
luminosa 30% azul:70% vermelho ndo obteve interagdo ou relagdo com nenhuma variavel

pesquisada.

Figura 6 —Analise de componentes principais (PCA) da matriz de correlacdo baseada em 12
componentes de M. pulegium L. sob diferentes espectros luminosos in vitro. Abreviacdes:
CPA — comprimento da parte aérea, MSR — massa seca da raiz, NF — nimero de folhas, MSF
— matéria seca da folha, MSC — matéria seca do caule, MST — matéria seca total, FEN —

compostos fendlicos totais, FLAV — flavonas/flavonois.
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4. Conclusao

A luz afeta o crescimento e a composicao volatil e fendlica de M. pulegium. A
intensidade luminosa de 94 pumol m2 s?, assim como a luz monocromatica azul e a
combinacdo de 50% azul:50% vermelho proporcionam melhores respostas de crescimento in
vitro de M. pulegium. O teor de pulegona ndo é afetado pela variacdo na intensidade
luminosa, porém o componente azul aumenta sua producéo. A intensidade luminosa néo afeta
consideravelmente os teores de pigmentos fotossintetizantes. H4 uma correlacdo linear da
producdo de compostos fenolicos com o acréscimo de intensidade luminosa, porém o
contetdo de flavonas/flavondis ndo responde do mesmo modo. O efeito de LEDs vermelhos e
azuis, assim como as combinagdes, sdo eficazes em estimular a producdo de pigmentos
fotossintéticos assim como as flavonas/flavonois totais em M. pulegium. Portanto, M.
pulegium é uma espécie que possui condi¢cBes 6timas para cultivo in vitro com foco em
producdo de pulegona. Assim, o uso de intensidade luminosa de 94 umol m?2 s e o uso de
combinacbes de LEDs azul e vermelho podem melhorar a producdo de matéria vegetal e de

metabolitos secundarios em estudos futuros para a aplicacdo em grande escala.
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