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RESUMO GERAL 
 

Na primeira parte do projeto o objetivo foi avaliar fatores que 
influenciam o crescimento in vitro de Hyptis marrubioides através da cultura 
nodal, onde foram conduzidos quatro experimentos.  No primeiro, foram 
avaliados quatro volumes de meio de cultura (10, 20, 30 e 40 mL); no segundo a 
orientação do explante (vertical e horizontal); no terceiro, quatro posições do 
segmento nodal no explante (1º, 2º, 3º e 4º segmentos nodais) e posição apical. 
No quarto experimento, avaliou-se a taxa de multiplicação in vitro em função da 
origem do explante.  Após 40 a 45 dias foram avaliados o comprimento da 
brotação (CB), comprimento da raiz (CR), biomassa seca da parte aérea (BSPA) 
e da raiz (BSR), número de brotações (NB) e de nós (NN).  O crescimento in 
vitro de H. marrubioides foi superior utilizando-se 40 mL de meio de cultura e 
segmentos nodais inoculados em posição horizontal com 2 pares de gemas.  
Posições mais próximas ao ápice do explante apresentaram comprimento 
superior do maior broto, maiores acúmulos de biomassa seca da parte aérea e da 
raiz e comprimento da raiz.  A maior taxa de multiplicação (4,06) foi obtida no 
terceiro subcultivo com a utilização de gemas apicais como fonte de explantes.  
Nesta primeira parte do projeto, plantas de H. marrubioides cultivadas in vivo e 
in vitro foram analisadas para determinação dos compostos do óleo essencial 
através de HS – GC/MS. A cultura nodal mostrou-se um método eficiente para 
propagação clonal de H. marrubioides, pois não interferiu na composição 
química da fração volátil.  Na segunda parte do projeto foi estudado o teor e a 
composição química do óleo volátil em folhas e inflorescências frescas de H. 
marrubioides coletadas em diferentes localidades do Sul de Minas Gerais. O 
óleo essencial foi extraído por hidrodestilação e analisado por CG-EM. Foram 
realizadas análises de componentes principais (PCA) e de agrupamento 
hierárquico (HCA). O local de coleta influenciou no teor de óleo essencial de 
folhas e inflorescências de hortelã-do-campo.  O maior teor de óleo essencial foi 
mensurado nas folhas de H. marrubioides provenientes do município de 
Luminárias (0,14%). Os principais constituintes químicos identificados nos 
acessos foram a α-tujona (6,72-19,3%), a β-tujona (8,40-24,20%), a cis-
pinocanfona (2,68-5,71%), α-copaeno (4,43-9,25%), β-cariofileno (7,24-
11,49%) e o γ-muuroleno (6,73-12,02%).  De acordo com as análises de PCA e 
HCA foi possível concluir que há um grande polimorfismo químico entre as 
amostras dos óleos essenciais.  Na terceira parte do projeto foi conduzido um 
bioensaio com o objetivo de realizar a caracterização química e avaliar a 
atividade inseticida do óleo essencial de H. marrubioides e de uma mistura 
isomérica comercial de α+β-tujona sobre Atta sexdens rubropilosa. Os 
constituintes majoritários presentes no óleo essencial foram: β-tujona (40,8%), 
α-tujona (16,1%) e sabineno (15,9%), seguidos pelos constituintes 10S,11S-
himachala-3(12),4-dieno (4,4%), cis-pinocanfona (4,0%) e β-cariofileno (3,9%). 
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A aplicação tópica do óleo essencial das inflorescências de H. marrubioides na 
dose de 28,5% de α + β-tujona indicou efetiva toxicidade em formigas 
cortadeiras. Essa dose de α + β-tujona do óleo apresentou uma TL50 estimada de 
3,06 dias.  
 
Palavras-chave: Planta Medicinal. Crescimento in vitro. População de plantas. 

Formigas cortadeiras. 

 



GENERAL ABSTRACT 
 

The objective of the project (first part) was to evaluate factors 
influencing in vitro growth of Hyptis marrubioides through nodal culture, where 
four experiments were conducted. At first, were analyzed four culture medium 
volumes (10, 20, 30 and 40 mL); in the second the explant orientation (vertical 
and horizontal); in the third, four nodal segment positions in the explant (1st, 2nd, 
3rd and 4th nodal segments) and apical position. In the fourth experiment was 
evaluated the in vitro multiplication rate according to the explant origin. After 
40 to 45 days were evaluated the sprout length (SL), root length (RL), dry matter 
shoot (DMS) and root (DMR), shoots number (SN) and nodes (NN). The growth 
in vitro of H. marrubioides was higher using 40 mL of culture medium and 
nodal segments inoculated in a horizontal position with 2 pairs of gems. 
Positions near to the explant apex presented highest length of the greater shoot, 
higher accumulation of dry matter from shoot and root and root length. The 
highest multiplication rate (4.06) was obtained in the third subculture with the 
use of apex gems as explant source. In this first part of the project, plants of H. 
marrubioides grown in vivo and in vitro were analyzed for the essential 
compounds determination of the essential oil through HS - GC/MS. The nodal 
culture shown an efficient method for clonal propagation of H. marrubioides, 
therefore did not affect the chemical composition of the volatile fraction. In the 
second part of the project was study the content and chemical composition of 
volatile oil in fresh leaves and inflorescences of H. marrubioides collected in 
different places in southern of Minas Gerais. The essential oil was extracted by 
hydrodistillation and analyzed by GC-ME. There were carried out principal 
components analyses (PCA) and hierarchical clustering (HCA). The collection 
site influenced the essential oil content of leaves and inflorescences of mint 
leaves. The highest essential oil content was measured in the leaves of H. 
marrubioides from the municipality of Luminárias (0.14%). The main chemical 
constituents identified in access were α-thujone (6.72- 19.3%), the β-thujone 
(8.40-24.20%), cis-pinocamphone (2.68-5.71%), α-copaene (4.43-9.25%), β-
caryophyllene (7.24-11.49%) and the γ-muurolene (6.73-12.02%). According to 
the PCA and HCA analysis was possible conclude that there is a large chemical 
polymorphism among the essential oils samples. In the third part of the project 
was conducted a bioassay with the objective to perform the chemical 
characterization and evaluate essential oil insecticidal activity of H. 
marrubioides and an isomeric mixture commercial of α + β-thujone on Atta 
sexdens rubropilosa. The major constituents present in the essential oil were β-
thujone (40.8%), α-thujone (16.1%) and sabinene (15.9%), followed by the 
constituent 10S, 11S-himachala-3(12), 4-diene (4.4%), cis-pinocamphone 
(4.0%) and β-caryophyllene (3.9%). Topical application of essential oil from H. 
marrubioides inflorescences at a dose 28.5% of  α + β-thujone showed effective 
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toxicity in cutter ants. This dose α + β-thujone of the oil had a TL50 estimated of 
3.06 days. 

 
Keywords: Medicinal Plant. In vitro growth. Plant population. Cutter ants. 
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CAPÍTULO 1 Introdução geral 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Dentre as famílias vegetais conhecidas e utilizadas popularmente com 

elevado potencial químico, rica em espécies aromáticas de grande importância 

econômica (SIMÕES; SPITZER, 2000), encontra-se a família Lamiaceae com 

aproximadamente 264 gêneros descritos (UNITED STATES DEPARTMENT 

OF AGRICULTURA - USDA, 2007). Hyptis marrubioides Epl. é uma espécie 

pertencente a esta família, endêmica da região do Cerrado Brasileiro, conhecida 

popularmente como hortelã-do-campo. 

Estudos têm mostrado atividades biológicas importantes no gênero 

Hyptis, tais como atividades antifúngica (OLIVEIRA et al., 2004), 

antibacteriana (SOUZA et al., 2003) e inseticida (ARAÚJO et al., 2003) dentre 

outras. 

 Aos óleos essenciais secretados nesse gênero têm sido atribuídas ações 

farmacológicas, como anestésico, antiespasmódico e anti-inflamatório (DI 

STASI et al., 1996).  

A propagação de H. marrubioides pode ser feita por sementes, que em 

geral apresenta boa germinação. No entanto, plantas advindas de sementes 

apresentam grande variabilidade quanto à morfologia e ao teor de metabólitos 

(PEREIRA et al., 2006). 

A micropropagação de plantas medicinais tem se difundido devido à 

possibilidade de produzir um grande número de plantas homogêneas e com 

elevada qualidade sanitária, à possibilidade de conservar o germoplasma, 

garantindo a manutenção da biodiversidade, além de auxiliar no melhoramento 

genético. Dentre as variáveis mais efetivas para o êxito da regeneração in vitro 

estão: a idade, o tipo de explante, o genótipo e o tempo de transferência para 

outro meio, dentre outros (SABÁ, 2000). 



 

 

16

Tendo em vista a necessidade de plantas para estudos químicos e 

biológicos, torna-se fundamental a utilização de técnicas como a 

micropropagação, visando à produção de mudas homogêneas e de qualidade de 

H. marrubioides. Além disso, estudar a variabilidade química é fundamental 

quando se deseja desenvolver estudos de efeitos biológicos, objetivando um 

padrão químico para essa espécie aliado à seleção de plantas com altos teores de 

óleo essencial.  

Os óleos essenciais são ricos em terpenoides, que podem ser fortemente 

repelentes às formigas da tribo Attini, conforme demonstrado por Marsaro 

Júnior et al. (2004). Botrel (2009) verificou que o óleo essencial da espécie H. 

marrubioides apresentou um efeito tóxico sobre a formiga cortadeira (Atta 

sexdens rubropilosa FOREL), mas não inferiu hipóteses relacionadas à ação 

biológica dessa espécie no controle de insetos e, sugeriu que estudos 

relacionados ao isolamento de compostos deveriam ser realizados a fim de 

descobrir a substância ativa responsável pela toxicidade. 

Nesse sentido, objetivou-se: 1) avaliar fatores que podem influenciar o 

crescimento in vitro de H. marrubioides através da cultura nodal e avaliar a 

produção de constituintes voláteis em plântulas; 2) avaliar o teor e a composição 

química de óleo volátil em folhas e inflorescências de H. marrubioides coletadas 

em diferentes localidades do Sul de Minas Gerais; 3) avaliar o efeito do óleo 

essencial de H. marrubioides e de uma mistura isomérica comercial de α+β-

tujona sobre a mortalidade de formigas cortadeiras. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Descrição botânica do gênero Hyptis 

 

O gênero Hyptis apresenta uma grande diversidade morfológica, 

principalmente na região do Cerrado Brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies 

(HARLEY, 1988).  

Esse gênero se caracteriza por apresentar plantas com inflorescências 

compostas, com flores dispostas em cima formando panículas congestas, 

espigas, verticilos ou capítulos, ou dispostas em panículas amplas; as flores 

geralmente têm cálice 10-nervado com cinco dentes iguais ou desiguais, 

raramente obsoletos, geralmente acrescente no fruto, e algumas vezes fortemente 

curvado ou inflado; corola bilabiada, 4-lobada, lobo superior emarginado, os 

dois lobos laterais expandidos e o lobo inferior formando um lábio cimbiforme, 

articulado na base, inicialmente ereto-patente, incluindo as anteras dos quatro 

estames declinados sob tensão para produzir um mecanismo explosivo de 

polinização; estigma 2-lobado, estilete ginobásico ou com estilopódio; os frutos 

são 4 núculas obovoide, algumas vezes achatadas, mucilaginosas ou não; são 

ervas, arbustos ou raramente árvores, geralmente com caules quadrangulares; 

folhas opostas, frequentemente portando glândulas com substâncias aromáticas 

(HARLEY, 1988). 

As plantas do gênero Hyptis apresentam um aroma característico e são 

usadas no tratamento de infecções gastrointestinais, câimbras, dores e no 

tratamento de infecções de pele (CORRÊA, 1931).  

H. marrubioides (Figura 1) é também conhecida como hortelã-do-campo 

e pertence à família Lamiaceae. Lamiaceae compreende uma família pertencente 

à Ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 200 gêneros e, 

aproximadamente 3.200 espécies, distribuídas em todo o mundo. 
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Figura 1 Aspecto da planta adulta de Hyptis marrubioides (A) e detalhe de  

inflorescências branca (B) e roxa (C) 
 

2.2 Micropropagação em plantas medicinais 

 

O emprego de técnicas biotecnológicas se constitui em ferramenta 

bastante útil para a reprodução de exemplares com propriedades desejáveis 

(FRANÇA et al., 2001), em que vários problemas em biotecnologia de plantas 

podem ser resolvidos pela técnica da cultura de tecidos. 

Dentre os principais benefícios da micropropagação de plantas podem 

ser citadas: possibilidade de aumento rápido no número de indivíduos 

geneticamente idênticos a partir de plantas selecionadas, produção de mudas 

durante todo o ano, mesmo em regiões nas quais a planta não apresenta 

condições para a propagação sexuada e produção de plantas com elevada 

qualidade fitossanitária (ECHEVERRIGARAY et al., 2001). 

O cultivo in vitro de tecidos e células vegetais constitui assim uma 

alternativa para o suprimento constante e homogêneo de material vegetal. 

(A) (C) 

(B) 
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Técnicas como micropropagação, culturas de calos, raízes e suspensão celular de 

plantas medicinais, aromáticas e inseticidas podem ser aplicadas, visando não só 

a propagação em larga escala de genótipos superiores como a produção de 

metabólitos secundários (CONCEIÇÃO, 2000). Além disso, podem ser 

consideradas como ferramentas promissoras para a preservação de recursos 

genéticos vegetais, bem como para a propagação comercial de plantas 

medicinais (ABREU, 1998). 

González, Andrade e Bertolo (2002) ressaltam a importância do tipo de 

explante utilizado na micropropagação e sua subsequente manipulação. Dessa 

forma, a micropropagação pode ser conduzida por multiplicação por meio de 

proliferação de gemas axilares, multiplicação mediante indução de gemas 

adventícias por organogênese direta ou indireta e multiplicação via 

embriogênese somática. 

 

2.2.1 Fatores que influenciam o crescimento in vitro de explantes 

 

Na micropropagação de uma espécie, o primeiro passo é o 

estabelecimento in vitro de plantas, o que se inicia com a seleção dos explantes 

mais adequados. Estudos referentes à propagação clonal in vitro de Pfaffia 

tuberosa (ginseng brasileiro) foram conduzidos por Martins e Nicoloso (2004), 

os quais demonstraram uma elevada contaminação (60%) na fase inicial de 

cultivo, um bom desenvolvimento de segmentos nodais em meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e uma baixa sobrevida (10%) na fase de 

aclimatização. 

Existem vários fatores que influenciam o crescimento in vitro de plantas. 

Dentre esses fatores podemos citar volumes de meio de cultura, orientação do 

explante, posição do segmento nodal na plântula e origem do explante. 
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A quantidade de meio e o tipo de recipientes utilizados são variáveis 

muito importantes que necessitam de mais atenção. Grattapaglia e Machado 

(1998) afirmam que essas variáveis afetam diretamente a área superficial da 

interface meio-atmosfera, o volume de ar sobre o meio e a profundidade do 

meio. Carvalho et al. (1995) estudando a influência de fatores físicos no 

desenvolvimento e crescimento in vitro de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) 

Poir.), verificaram que 10 mL de meio de cultura por frasco com quatro 

explantes, proporcionou maior formação de gemas em relação aos volumes de 

20 e 30 ml.  

Outro fator que influencia sobremaneira o crescimento in vitro de 

explantes é a posição de inoculação. Pereira et al. (2006) ao estudarem 

segmentos nodais de unha de gato (Uncaria guianensis) em duas posições de 

inoculação (horizontal e vertical), presença e ausência de GA3, com 1, 2, e 3 

gemas, verificaram que o maior acúmulo de fitomassa seca de brotações, foi 

obtido com explantes inoculados na horizontal sem GA3 independente do 

número de gemas com peso entre 30 e 40 mg. 

De acordo com Pierik (1990) é comum os efeitos da posição dos 

explantes sobre a multiplicação in vitro. O uso de segmentos de origem basal e 

apical pode causar uma fonte de variação na resposta final e, dessa forma, 

provocar erros na estimativa da multiplicação.  

Verificando a regeneração in vitro de maracujá-amarelo (Passiflora 

edulis Sims), Crespo et al. (2003) estudaram três tipos de explantes (basal, 

mediano e apical) e observaram que o explante apical produziu maior número de 

brotos, nós, raízes e folhas e maior comprimento dos brotos. 

Amaral (2007) estudando o efeito de concentrações de ANA (ácido 

naftalenoacético) e BAP (benzilaminopurina) e da posição dos explantes na 

indução de organogênese in vitro em segmentos caulinares internodais de 

alfavaca (Ocimum selloi), verificou que o primeiro, segundo e terceiro 
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segmentos caulinares internodais apresentaram, em meio de cultivo 

complementado com 0,1 mg L-1 de ANA e 1,0 mg L-1 de BAP, frequência de 

organogênese de 93,33%, 73,33% e 73,33%. 

A determinação da taxa de multiplicação in vitro pode depender do tipo 

de explante e da espécie em estudo. De acordo com Santos et al. (2006), uma 

maior taxa de multiplicação in vitro implica na maior velocidade do processo de 

micropropagação e na redução da necessidade de constante estabelecimento de 

novas culturas. Borges et al. (2011) avaliando a taxa de multiplicação in vitro de 

clones híbridos de Eucalyptus globulus (eucalipto medicinal) observaram que a 

taxa variou entre subcultivos, apresentando tendência de aumento inicial e 

posterior queda da maioria dos clones e introduções in vitro. 

 

2.3 Óleos essenciais e variabilidade genética 

 

 Os óleos essenciais são substâncias produzidas pelo metabolismo 

secundário em pequenas quantidades em relação às substâncias produzidas pelo 

metabolismo primário, sendo responsáveis por funções nem sempre bem 

definidas. Difundem-se com facilidade a partir da evaporação, constituindo 

verdadeiro elo entre a fonte produtora e o meio ambiente. Apesar de terem sido 

considerados por muito tempo mero desvio de funções vitais da planta, os óleos 

essenciais são fundamentais para a inter-relação dos organismos, promovendo, 

assim, o equilíbrio entre os reinos vegetal e animal (CRAVEIRO, 1981). 

Também denominados óleos etéreos ou essências, são misturas complexas e 

apresentam as características de volatilidade e baixa massa molecular, 

normalmente sendo líquidos de aparência oleosa, odoríferos, solúveis em 

solventes orgânicos e com solubilidade limitada em água (SIMÕES; SPITZER, 

2003). 
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 Os óleos essenciais são compostos frequentemente sintetizados e 

armazenados em estruturas anatômicas chamadas de tricomas glandulares que se 

projetam da epiderme e agem como advertência sobre a toxicidade do vegetal, 

repelindo potenciais herbívoros mesmo antes que ataquem (TAIZ; ZEIGER, 

2004).  

Como estratégia de proteção, as espécies do gênero Hyptis apresentam 

adaptações como pelos glandulíferos viscosos e pelos tectores, distribuídos nos 

ramos das inflorescências, para impedir a ação das formigas (BARROSO, 1991; 

MOTA, 1998), que com muita frequência visitam essas plantas quando floridas. 

Monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15) voláteis de forma cíclica e 

acíclica são os componentes predominantes nos óleos essenciais. As essências 

possuem, geralmente, odor característico e auxiliam nas interações entre plantas, 

plantas/insetos e outros organismos, estando esses componentes presentes em 

quantidades variadas em diversos órgãos vegetais.  

Estudos com populações silvestres de plantas aromáticas e medicinais, 

relacionados ao teor e a composição química e a área de ocorrência têm 

demonstrado a existência de variação genética entre plantas de diferentes 

populações (VIEIRA; SIMON, 2000). 

Os principais constituintes químicos encontrados por Sales et al. (2007) 

em H. marrubioides, ao estudar a variabilidade química presente no óleo 

essencial desta espécie em duas localidades do Sul de Minas Gerais foram 

cariofila-4(14),8(15)-dien-5β-ol, eudesma-4(15),7-dien-1β-ol, óxido de 

cariofileno e β-cariofileno.  

Diferenças encontradas na variabilidade do teor e da composição 

química de constituintes majoritários de Hyptis suaveolens (erva-canudo) foram 

atribuídas à origem geográfica das plantas (GRASSI et al., 2005; SIDIBE et al., 

2001). Porém, populações naturais de plantas que ocorrem ao longo de um 

gradiente ambiental variam quanto à constituição genética e atividade fisiológica 
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e embora pertencendo à mesma espécie, podem responder de modo muito 

diferente às condições ambientais vigentes (MARTINS et al., 2006). 

De acordo com Blank et al. (2006) pesquisas com plantas medicinais 

ainda estão voltadas, preferencialmente, para o conhecimento de espécies que 

produzem fitofármacos desejados, ignorando-se os processos genéticos, 

ambientais e fitotécnicos que influenciam a produção desses compostos 

químicos. 

A variabilidade genética das plantas é expressa através dos chamados 

quimiotipos (APEL, 2001). Alguns autores utilizam o termo quimiotipo para 

plantas de mesmo gênero e espécie, com a mesma aparência externa, mas que 

diferem, às vezes consideravelmente, em sua composição química. Esses 

quimiotipos usualmente ocorrem naturalmente em plantas silvestres, e podem 

resultar de polinização cruzada (PRICE; PRICE, 1999; SIMÕES; SPITZER, 

2000). 

 

2.4 Importância do estudo de populações de plantas medicinais nativas: 
acessos 

 

O gênero Hyptis possui cerca de 400 espécies, com ampla distribuição 

no continente americano (HARLEY, 1988). Esse gênero exibe a maior 

diversidade morfológica na região do Cerrado Brasileiro. O Cerrado Brasileiro é 

considerado um ‘hotspot’ mundial com uma região que concentra alto nível de 

biodiversidade. ‘Hotspot’ é, portanto, toda área prioritária para conservação, 

devido à ameaça de extinção, no mais alto grau, com pelo menos 1500 espécies 

endêmicas de plantas e que tenha perdido mais de ¾ de sua vegetação original. 

No ano 2000, existiam listados 25 ‘hotspots’, atualmente ampliados para 34, 

correspondendo a apenas 2,3% da superfície terrestre, onde se encontram 50% 

das plantas conhecidas (MYERS, 2000; RHODIN, 2005). 
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Apesar da crescente procura nos mercados interno e externo por plantas 

medicinais brasileiras, devido à falta de informações técnicas para os extratores, 

manejadores e agricultores, a matéria-prima não tem conseguido chegar ao 

mercado com a qualidade, na quantidade e regularidade necessárias. Além disso, 

os recursos florestais, em áreas conservadas ou em regeneração, não conseguem 

suprir a demanda por matéria-prima à medida que as espécies atingem maior 

importância econômica, com isso corre-se o risco da degradação dos recursos 

nas áreas naturais ou a ocorrência do seu estreitamento em variabilidade 

genética (MONTANARI JÚNIOR, 2002). 

Pesquisadores da área de conservação de recursos genéticos de plantas 

medicinais têm enfatizado a necessidade de incrementar as coleções de acessos 

das espécies mantidas em coleções ex situ e da necessidade de uma apropriada 

representação geográfica dessas espécies em sua área de distribuição 

(PADULOSI; LEAMAN; QUEK, 2002). 

Figueiredo et al. (2004) avaliaram o comportamento de 23 acessos de 

Pfaffia glomerata oriundos de várias regiões do Brasil. Os parâmetros medidos 

foram o peso da matéria fresca e seca da parte aérea e da raiz, o número de 

folhas, índice de colheita e teor de β-ecdisona. Os acessos apresentaram 

diferenças significativas em relação a todas as variáveis analisadas, indicando 

variabilidade genética na coleção. O teor de β-ecdisona variou entre 0,15 e 

0,47%. Três acessos se destacaram em relação ao peso seco de raiz e teor de β-

ecdisona para serem usados em projetos de cultivo. 

Quatro acessos da espécie P. glomerata coletados na vegetação natural 

do Estado do Paraná também foram estudados por Corrêa Júnior et al. (2003) e 

Corrêa Júnior, Ming e Cortez (2008), onde um acesso apresentou uma média de 

produção de β-ecdisona por planta maior (0,38%).  

Castro et al. (2008) analisaram o crescimento, o teor e a composição  do 

óleo essencial de nove acessos de mentrasto (Ageratum conyzoides) coletados no 
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Estado do Tocantins. O teor de óleo obtido do acesso que apresentou a maior 

produção de biomassa seca foi de 0,43%. Um dos acessos foi superior a todos os 

demais no acúmulo de massa seca da planta (144,3 g/planta). 

Estudos relacionados a características agronômicas e de variabilidade 

química de plantas medicinais nativas ainda precisam ser realizados, sendo 

fundamentais para conservação e caracterização de espécies. 

 

2.5 Atividade inseticida de óleos essenciais sobre formigas  

 

As formigas cortadeiras do gênero Atta estão incluídas entre os 

principais insetos-praga de cultivos no Brasil (CRUZ et al., 1996). Esses insetos 

causam desfolha em vários tipos de plantas, como eucalipto, gramíneas e plantas 

nativas, utilizando as folhas para cultivar o fungo, que é empregado na sua 

alimentação (ZANUNCIO et al., 2002).  

As formigas cortadeiras têm sido controladas, principalmente, 

utilizando-se inseticidas de origem sintética, os quais agem indiscriminadamente 

contra todos os insetos, inclusive os benéficos (FERNANDES et al., 2002).  

Assim, a utilização de produtos naturais de origem vegetal com ação tóxica às 

formigas e/ou ao fungo simbionte é uma perspectiva na busca de um método 

eficaz de controle dessa praga. 

Os óleos voláteis possuem uma série de ações biológicas (DEY; 

HARBONE, 1997), sendo essa uma das justificativas para se aprofundar os 

estudos em óleos no combate de pragas. Compostos orgânicos bioativos 

produzidos por vegetais incluem repelentes, inibidores de crescimento, 

esterilizantes e toxinas, que formam uma vasta defesa química contra insetos e 

microrganismos invasores e apresentam-se como uma estratégia viável para a 

redução das populações de insetos (CAVALCANTE; MOREIRA; 

VSCONCELOS, 2006). 
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Análises de composição química do óleo essencial extraído de 

inflorescências de genótipo roxo de Hyptis marrubioides, demonstraram 41,0% 

de α-tujona e 15,9% de β-tujona, sendo esses os constituintes majoritários 

(BOTREL et al., 2009). A tujona, constituinte majoritário do óleo essencial de 

inflorescências de H. marrubioides é caracterizada por uma cetona 

monoterpênica que exibe propriedades neurotóxicas manifestadas por 

convulsões tônico-clônicas em animais e humanos (LACHENMEIER, 2010). 

Uma planta ou variedade possui diversos mecanismos para resistir ao 

ataque de uma praga. Esses meios constituem os tipos de resistência. Painter 

(1951) propôs a classificação de resistência em três tipos: não preferência para 

alimentação, oviposição ou abrigo (antixenose); antibiose (efeito adverso da 

planta sobre o metabolismo do inseto) e tolerância (regeneração ou capacidade 

de suportar o ataque do inseto). 

Uma espécie de eucalipto, Eucalyptus grandis foi uma das menos 

consumidas em testes de preferência pela formiga cortadeira Atta sexdens 

rubropilosa a diferentes espécies florestais (PERES FILHO; DORVAL; BERTI 

FILHO, 2002). Os autores, porém, não investigaram as causas da não 

preferência das formigas por essa espécie de eucalipto. 

Os óleos essenciais são ricos em terpenoides que podem ser fortemente 

repelentes às formigas da tribo Attini, conforme demonstrado por Marsaro 

Júnior et al. (2004). Esses autores observaram alterações de comportamento em 

operárias de Atta sexdens rubropilosa quando as formigas foram expostas ao 

óleo essencial de Eucalyptus maculata. Além disso, os extratos hexânicos dessa 

espécie de eucalipto revelaram alguns terpenoides, especialmente o β-eudesmol, 

como os responsáveis pelas alterações de comportamento. 

 Cheng et al. (2008) ao estudarem a atividade inseticida do óleo essencial 

e da substância química trans-cinamaldeído presente em Cinnamomum 

osmophloeum verificaram que, tanto o óleo essencial quanto a substância 
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química obtiveram resultados excelentes no controle de formiga de fogo 

(Solenopsis invicta). Os valores de TL50 para as concentrações de 2% de óleo 

essencial e trans- cinamaldeído após período de exposição em frascos abertos 

foram 105 e 32,2 minutos; e após período de exposição em frascos fechados 

foram 18,5 e 21,2 minutos, respectivamente.  
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CAPÍTULO 2 Cultura nodal e análises de constituintes voláteis por HS-
CG/EM em plântulas de hortelã-do-campo (Hyptis 
marrubioides EPL.) 
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RESUMO 
 

Objetivou-se avaliar fatores que influenciam o crescimento in vitro 
através da cultura nodal e a produção de compostos voláteis em plântulas de 
Hyptis marrubioides. Foram conduzidos quatro experimentos em delineamento 
experimental inteiramente casualizado. No primeiro, foram avaliados quatro 
volumes de meio de cultura (10, 20, 30 e 40 mL); no segundo a orientação de 
inoculação do explante (vertical e horizontal); no terceiro, quatro posições do 
segmento nodal no explante (1º, 2°, 3º e 4º segmentos nodais) e posição apical. 
No quarto experimento, avaliou-se a taxa de multiplicação in vitro em função da 
origem do explante. Após 40 a 45 dias foram avaliados o comprimento da 
brotação (CB), comprimento da raiz (CR), biomassa seca da parte aérea (BSPA) 
e da raiz (BSR), número de brotações (NB) e de nós (NN). A taxa de 
multiplicação foi decorrente de três subcultivos utilizando como fonte de 
explantes, segmentos apicais e nodais. O crescimento in vitro de H. 
marrubioides foi superior utilizando-se 40 mL de meio de cultura e segmentos 
nodais inoculados em posição horizontal com 2 pares de gemas. Posições mais 
próximas ao ápice do explante apresentaram comprimento superior do maior 
broto, acúmulos de biomassa seca da parte aérea e da raiz e comprimento da 
raiz. A maior taxa de multiplicação (4,06) foi obtida no terceiro subcultivo com 
a utilização de gemas apicais como fonte de explantes. Plantas cultivadas in vivo 
e in vitro foram analisadas para determinação dos compostos do óleo essencial. 
A cultura nodal mostrou-se um método eficiente para propagação clonal de H. 
marrubioides, pois não interferiu na composição química da fração volátil 
quando comparada com plantas obtidas de cultivos in vivo. 
 
Palavras-chave: Planta medicinal. Micropropagação. Segmentos nodais. 

Segmentos apicais. Subcultivos. Composição química. Fração 
volátil. 
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ABSTRACT  
 

The work was intended to evaluate the factors influencing the in vitro 
growth through nodal culture and volatile compounds production in plantlets of 
Hyptis marrubioides. Four experiments were conducted in a completely 
randomized experimental design. In the first experiment were evaluated four 
culture medium volumes (10, 20, 30 and 40 mL); in the second one, orientation 
of explants inoculation (vertical and horizontal), in the third one, four position of 
nodal segment in the explant (1st, 2nd, 3rd and 4th nodal segment) and apical 
position. In the fourth experiment, was evaluated the multiplication rate in vitro 
in function to explant source. After 40 to 45 days were evaluated the sprout 
length (SL), root length (RL), dry matter shoot (DMS) and root (DMR), shoots 
number (SN) and nodes (NN). The multiplicatin rate was determined from three 
subculture using explants as source, apical and nodal segment. In vitro growth of 
H. marrubioides was greater utilizing 40 mL of culture medium and nodal 
inoculated segments at horizontal position with 2 pairs of gems. Positions near 
to the explant apex presented highest length of the greater shoot, dry matter 
accumulation of shoot and root and root length.  The highest multiplication rate 
(4.06) was obtained in the third subculture with the use of apical gems as 
explants source. Plants grown in vivo and in vitro were analyzed for essential oil 
compounds. The nodal culture shown to be an efficient method for clonal 
propagation of H. marrubioides, therefore did not affect at the chemical 
composition of the volatile fraction when compared with plants obtained from 
cultivation in vivo. 
 
Keywords: Medicinal plant. Micropropagation. Nodal segments. Apical 

segments. Subculture. Chemical composition. Volatile fraction. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A biodiversidade de plantas no Brasil é bastante relevante para o mundo.  

Plantas do gênero Hyptis são nativas da região do Cerrado brasileiro e estão 

ameaçadas de extinção. Hyptis marrubioides Epl. é também conhecida como 

hortelã-do-campo e pertence à família Lamiaceae. Estudos têm mostrado 

atividades biológicas importantes relacionadas ao gênero Hyptis, tais como 

atividades antifúngica (OLIVEIRA et al., 2004), antibacteriana (SOUZA et al., 

2003) e inseticida (ARAÚJO et al., 2003) dentre outras. Aos óleos essenciais 

secretados nesse gênero têm sido atribuídas ações farmacológicas, como 

anestésico, antiespasmódico e anti-inflamatório (DI STASI; LIMA, 2002). 

Explantes provenientes de diferentes órgãos respondem grandemente em 

sua capacidade morfogenética quando um órgão é segmentado (GEORGE; 

HALL; DE KLERK, 2008). Para a cultura nodal, os segmentos nodais 

segmentados são cultivados no meio de proliferação livre de citocinina, onde 

eles formam raízes e alongamento dos brotos axilares com múltiplos nós. 

 Tendo em vista a propagação de plantas homogêneas e geneticamente 

estáveis, os explantes ideais para a regeneração são aqueles contendo gemas pré-

existentes, como os segmentos nodais e apicais (GEORGE; HALL; DE KLERK, 

2008), uma vez que, não sendo necessária a desdiferenciação celular, há uma 

menor probabilidade de regeneração de plantas com variação somaclonal. A 

cultura nodal é considerada ideal para reduzir os riscos da irregularidade 

genética surgida da fase dos calos. 

 A capacidade morfogenética pode variar dependendo do volume de 

meio, orientação do explante na inoculação e posição do explante dentro da 

planta doadora. Por exemplo, a posição do segmento nodal na plântula e 

volumes de meio de cultura (REIS et al., 2004); orientação do explante 

(PEREIRA et al., 2006); taxa de multiplicação in vitro (FLORES; JOSEILA; 
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NICOROSO, 2006); efeito da posição (efeito topofísico) no enraizamento, 

alongamento de brotação e proliferação de brotos (HUNG; TRUEMAN, 2011); 

efeito da orientação do segmento nodal no desenvolvimento de calos (NAOR; 

ZIV; ZAHAVI, 2011); idade, posição e orientação do segmento na resposta 

morfogenética (GARCIA-LUIS et al., 1999; PAPAFOTIOU; MARTINI, 2009; 

RAMAROSANDRATANA; VAN STADEN, 2003; SAINI; JAIWAL, 2002). 

 Devido à ameaça de extinção e com intuito de obtenção de mudas 

homogêneas, objetivou-se avaliar diferentes fatores que podem influenciar o 

crescimento in vitro de H. marrubioides através da cultura nodal, bem como 

determinar possíveis diferenças químicas na fração volátil de plantas cultivadas 

in vivo e in vitro.   
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de 

Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG) da 

Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG. 

A exsicata dessa espécie está depositada no herbário da UFLA, sob o 

código ESAL 13955, coletada em Tiradentes, MG.  

As determinações das biomassas secas da parte aérea (BSPA) e da raiz 

(BSR) nos experimentos foram realizadas por secagem em estufa de circulação 

forçada de ar a 40ºC, até peso constante, as quais foram expressas em 

miligramas (mg). 

 

2.1 Fase de estabelecimento 

 

Segmentos apicais e laterais de H. marrubioides provenientes de plantas 

cultivadas em casa de vegetação foram estabelecidos in vitro em meio MS 

semissólido (MURASHIGE; SKOOG, 1962), na ausência de regulador de 

crescimento. Inicialmente os segmentos foram lavados em água corrente por 

duas horas e posteriormente desinfestados com solução de hipoclorito de sódio a 

30% durante 15 minutos. Após a desinfestação o material vegetal foi lavado 

quatro vezes com água destilada e autoclavada a 121°C sobre pressão de 1 atm, 

durante 20 minutos. Foram inoculados 50 segmentos apicais e 50 segmentos 

nodais em tubos de ensaio (22 x 150 mm), contendo 10 mL de meio de cultura 

MS.  

Avaliou-se a porcentagem de contaminação, oxidação e de segmentos 

não brotados. 
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a) Experimento 1: avaliação de diferentes volumes de meio de 

cultura no crescimento de segmentos nodais in vitro de H. 

marrubioides 

 

 Segmentos nodais obtidos de plântulas pré-estabelecidas in vitro de H. 

marrubioides, foram utilizados como fonte de explantes. Foram inoculados 

cinco segmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento por frasco com 

capacidade interna de 350 mL. Utilizou-se o meio de cultura MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), semissólido, acrescido de 30 g L-1 de sacarose 

e 6 g L-1 de ágar e pH ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da autoclavagem. 

Os tratamentos constituíram de diferentes volumes de meio de cultura: 

10, 20, 30 e 40 mL. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento, com 25 

mol m-2s-1 de intensidade luminosa, temperatura de 25 ± 1°C e fotoperíodo de 

16 horas de luz. 

 O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, 

constituído de quatro tratamentos com quatro repetições. Foram utilizados 

quatro frascos/repetição contendo cinco explantes cada. Após 45 dias, foram 

avaliados por explante o número médio de nós, comprimento médio da maior 

brotação, biomassa seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca de raiz (BSR).   

 

b) Experimento 2: avaliação da orientação do segmento nodal e 

números de gemas no crescimento in vitro de H. marrubioides 

 

 Segmentos nodais de plântulas com 1 e 2 pares de gemas, foram 

inoculados na posição vertical e horizontal em meio de cultura MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), semissólido, acrescido de 30 g L-1 de sacarose 

e 6 g L-1 de ágar e pH ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da autoclavagem. Foram 
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utilizados frascos com capacidade interna de 250 mL, contendo 40 mL de meio e 

quatro explantes por frasco. 

 O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado 

em esquema fatorial (2 X 2) sendo duas posições de inoculação e dois números 

de gemas, totalizando quatro tratamentos. Foram utilizadas quatro repetições 

com cinco frascos cada.  

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento, com intensidade 

luminosa 25 mol m-2s-1 de intensidade luminosa, temperatura de 25 ± 1°C e 

fotoperíodo de 16 horas de luz. Após 45 dias, foram avaliados número de nós, 

comprimento da maior brotação (CMB), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e 

biomassa seca de raiz (BSR). 

 

c) Experimento 3: avaliação da posição do segmento nodal na 

plântula no crescimento in vitro de H. marrubioides  

 

Os explantes utilizados foram segmento apical e 1°, 2°, 3° e 4° 

segmentos nodais contendo duas gemas axilares de plântulas pré-estabelecidas 

in vitro. Esses segmentos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL 

de meio MS semissólido, na ausência de regulador de crescimento. Os explantes 

foram expostos a condições de 25 µmol m-2s-1 de intensidade luminosa, 

temperatura de 25 ± 1°C e fotoperíodo de 16 horas de luz. O delineamento 

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco 

tratamentos contendo quatro repetições e cinco tubos por repetição. Após 40 

dias, as plântulas foram avaliadas quanto ao comprimento médio da maior 

brotação (CMB), biomassa seca da parte aérea (BSPA), biomassa seca da raiz 

(BSR), comprimento da raiz (CR) e número de segmentos nodais.  
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d) Experimento 4: taxa de multiplicação de H. marrubioides em 

função da origem do explante 

 

Para a obtenção da taxa de multiplicação, foram realizados três 

subcultivos. Os segmentos apicais e nodais foram inoculados em tubos de ensaio 

contendo 12 mL de meio MS semissólido na ausência de regulador de 

crescimento.  Foi inoculado um explante por tubo de ensaio e estes foram 

expostos a condições de 25 μmol m-2 s-1 de intensidade luminosa, temperatura de 

25 ± 1°C e fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 de escuro.  

Após 40 dias realizou-se a primeira repicagem (1º subcultivo). Os 

segmentos obtidos na primeira repicagem foram, então, inoculados em frascos 

de vidro com capacidade de 250 mL, contendo 40 mL de meio de cultura, com 5 

segmentos por frasco. Em cada subcultivo os segmentos apicais e nodais foram 

mantidos em frascos separados. Em intervalo de 40 dias, o mesmo procedimento 

foi realizado para segunda repicagem (2º subcultivo) e terceira repicagem (3º 

subcultivo).  

A partir dos dados do número de segmentos apicais e nodais obtidos ao 

final de cada subcultivo comparando com o número inicial de gemas inoculadas, 

foram determinadas as taxas de multiplicação. 

 

2.2 Enraizamento e aclimatização 

 

 Segmentos nodais com tamanho aproximado de 1,5 cm foram 

inoculados em frascos com 40 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962) sem regulador de crescimento. Após 40 dias, cinquenta 

plântulas foram retiradas do frasco e cultivadas em substrato comercial 

Plantmax® para aclimatização em casa de vegetação. Avaliou-se a porcentagem 

de sobrevivência das plântulas, comprimento e número de raízes/plântula. 
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2.3 Análise estatística 

 

 As variáveis analisadas nos experimentos foram submetidas à análise de 

variância, com auxílio do software SISVAR (FERREIRA, 2002). No primeiro 

experimento as médias foram submetidas à análise de regressão. No segundo e 

terceiro experimentos as variáveis foram comparadas pelo teste de Scott-Knott 

(p ≤ 0,05). 

  

2.4 Análise da fração volátil por HS-CG/EM  

 

 Amostras de folhas de H. marrubioides foram coletadas do campo 

(idade de 24 meses), casa de vegetação (idade de 24 meses) e cultivadas in vitro 

em meio MS sem regulador de crescimento (45 dias). As amostras foram secas 

em estufa com circulação de ar a 39ºC. 

  As análises químicas foram realizadas no Laboratório de Fitoquímica do 

DAG/UFLA. Para extração da fração volátil de H. marrubioides empregou-se a 

técnica de headspace estático. Para isso, utilizou-se do extrator/amostrador 

headspace automático CombiPAL Autosampler System (CTC Analytics AG, 

Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. Após procedimentos de otimização 

das condições operacionais foram estabelecidos os seguintes parâmetros: 

temperatura de incubação da amostra de 100ºC durante 30 min, temperatura da 

seringa a 110ºC. Foram empregados 100 mg de folhas secas fragmentadas em 

tamanho aproximado de 5 mm, que foram acondicionadas em vial para headspace 

de 20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE; 500 µL da fase de vapor foram 

injetados na coluna cromatográfica. A fração volátil foi analisada empregando 

cromatografia em fase gasosa acoplado a um espectrômetro de massas (CG-EM) e 

cromatografia em fase gasosa acoplado a um detector de ionização em chama de 

hidrogênio (CG-DIC). 
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 Nas análises de CG-EM foi utilizado um sistema de cromatografia em 

fase gasosa Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® 

MSD 5975C (Agilent Tchnologies, Califórnia, EUA), operado por ionização de 

impacto eletrônico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, 

com um intervalo de aquisição de massas de 40-400 m/z. Utilizou-se uma coluna 

capilar de sílica fundida HP-5 (30 m de comprimento × 0,25 mm de diâmetro 

interno × 0,25 μm de espessura do filme) (Califórnia, EUA). O gás hélio foi 

utilizado como gás de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do 

injetor e a linha de transferência para o MS foram mantidas em 220 °C e 240 °C, 

respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60 ºC, isotérmico por 1,5 

min, seguido por uma rampa de temperatura de 3º C/min até 240 ºC, seguida de 

uma rampa de 10 ºC/min até 270 ºC. A injeção foi realizada no modo split a uma 

razão de injeção de 1:50.  As análises quantitativas da fração volátil foram 

realizadas por CG-DIC empregando o sistema Agilent® 7890A acoplado a um 

detector de ionização de chama de hidrogênio nas mesmas condições operacionais 

das análises por CG/EM. As concentrações dos constituintes presentes no óleo 

foram expressas pela porcentagem de área relativa dos picos cromatográficos. 

Os componentes foram identificados por comparação de seus índices de 

retenção relativos calculados com índices de retenção de literaturas (ADAMS, 

2007; BOTREL et al., 2009; DAVIES, 1990),  por comparação dos espectros de 

massas com o banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NATIONAL 

INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2008) e de 

literatura  (ADAMS, 2007) e por coinjeção com mistura de α e β-tujona de 

referência [Sigma-Aldrich®, pureza declarada de 82,5% (porcentagem de área 

relativa CG), ~ 70% de α-tujona e ~ 10% de β-tujona].  Os índices de retenção 

(IR) foram determinados utilizando uma curva de calibração de uma série de n-

alcanos (C8-C20), injetados nas mesmas condições cromatográficas das amostras.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Fase de estabelecimento 

 

Segmentos apicais e nodais de plantas cultivadas em casa de vegetação 

foram estabelecidos in vitro. Na fase de estabelecimento, a desinfestação com 

30% de hipoclorito de sódio por 15 minutos, foi bastante eficiente, quando 

associada com a lavagem dos tecidos por 30 minutos pelo menos em água 

corrente antes da realização da assepsia. A contaminação do explante foi de 2 a 

4%, uma porcentagem baixa mostrando a eficiência da assepsia (Tabela 1). 

Os segmentos nodais obtiveram maior porcentagem de oxidação 

comparada à utilização de segmentos apicais (Tabela 1). Esse fato pode ser 

devido o segmento apical ser mais jovem do que o segmento nodal. Esse tipo de 

escurecimento é consequência da liberação de fenóis no meio de cultura 

ocorridos no processo de corte do explante (GEORGE; HALL; DE KLERK, 

2008). 

Em relação à porcentagem de segmentos não brotados não foi observado 

diferença entre os tipos de explantes utilizados (Tabela 1). 

 

Tabela 1 Porcentagem de contaminação, oxidação e de segmentos não brotados 
oriundos de segmentos apicais e nodais de plantas cultivadas em casa 
de vegetação de H. marrubioides na fase de estabelecimento in vitro 

Tipos de explantes 
(origem) 

Contaminação 
(%) 

Oxidação 
(%) 

Segmentos 
não brotados (%) 

Segmentos apicais 4 6 8 
Segmentos nodais 2 30 8 
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a) Experimento 1: avaliação de diferentes volumes de meio de 

cultura no crescimento de segmentos nodais in vitro de H. 

marrubioides 

 

Os tecidos da planta e órgãos crescem in vitro no meio artificial, o qual 

fornece os nutrientes necessários para o crescimento. O crescimento e 

desenvolvimento do explante são influenciados pela disponibilidade desses 

componentes no meio nutritivo e do número de explantes inoculados no meio de 

cultura devido à competição entre eles.  

Neste trabalho, pôde-se observar que o maior volume de meio de cultura 

disponibilizou mais nutriente e diminuiu a competição entre as plântulas. Isso 

explica a tendência em se obter um maior crescimento in vitro à medida que se 

aumenta a quantidade do meio de cultura. 

Observou-se um aumento no número de nós e comprimento do maior 

broto à medida que se aumentou os volumes de meio. Valores máximos foram 

obtidos com a utilização de 40 mL de meio de cultura (4,85 nós por plântula e 

8,10 cm de comprimento). A utilização de 10 mL de meio de cultura se mostrou 

ineficiente para o crescimento in vitro de H. marrubioides, apresentando valores 

médios mais baixos (2,58 nós por plântula e 2,59 cm de comprimento) (Figura 

1). 

A quantidade de meio e o tipo de recipiente utilizados no cultivo in vitro 

são variáveis que afetam diretamente a área superficial da interface meio-

atmosfera, o volume de ar sobre o meio e a profundidade do meio 

(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Assim, são variáveis que exercem 

influência direta em parâmetros de crescimento. Para H. marrubioides pode-se 

observar diferenças significativas entre os tratamentos, principalmente para a 

variável comprimento do maior broto com a utilização de volumes de 10 mL 

com 2,58 cm e 40 mL com 8,10 cm de comprimento (Figura 3). 
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Resultados semelhantes foram observados por Pereira et al. (2006) ao 

estudarem a proliferação de brotos de curauá in vitro (Ananas erectifolius) e 

Reis, et al. (2007) estudando a micropropagação de erva cidreira (Melissa 

officinalis) utilizando diferentes volumes de meio de cultura. Nesses trabalhos 

houve um aumento no número de brotos, número de nós e comprimento do 

maior broto à medida que se aumentou o volume do meio. 

y = 0,6223x + 2,2388
R2 = 0,70

y = 1,59x + 1,4013
R2 = 0,8369
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Figura 1 Número de nós por explante e comprimento do maior broto de Hyptis 
marrubioides cultivada em diferentes volumes de meio de cultura MS 
após 45 dias de cultivo 

 

O mesmo comportamento foi observado para a variável biomassa seca 

da parte aérea (BSPA), onde os melhores incrementos de massa seca foram 

observados com 40 mL de meio de cultura (41,0 mg plântula-1) (Figura 2).  
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Figura 2 Biomassa seca da parte aérea em mg plântula-1 (BSPA) de Hyptis 

marrubioides cultivada em diferentes volumes de meio de cultura MS 
após 45 dias de cultivo 

 

As plântulas cultivadas em diferentes volumes de meio apresentaram 

crescimento bastante diferenciado. A Figura 3 demonstra as plântulas cultivadas 

com os diferentes volumes de meio, onde 30 e 40 mL de meio nutritivo, 

proporcionaram plântulas mais vigorosas com maior número de segmentos 

nodais para a micropropagação da espécie. 
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Figura 3 Plântulas de Hyptis marrubioides após 45 dias de cultivo em diferentes 
volumes de meio de cultura; T1: 10 mL; T2: 20 mL; T3: 30 mL; T4: 
40 mL 

 

Observou-se um aumento no acúmulo de biomassa seca da raiz, à 

medida que se aumentou os volumes de meio (Figura 4). Valores máximos 

foram obtidos com a utilização de 40 mL de meio de cultura (5,54 mg explante-

1). Para cada 10 mL de meio de cultura, houve um acréscimo na biomassa seca 

da raiz de 1,12 mg explante-1. 
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Figura 4 Biomassa seca da raiz em mg explante-1 (BSR) de Hyptis marrubioides 

cultivada em diferentes volumes de meio de cultura MS após 45 dias 
de cultivo 

T1 T2 T3 T4 
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b) Experimento 2: avaliação da orientação do segmento nodal e 

números de gemas no crescimento in vitro de H. marrubioides 

 

É sabido que a auxina é sintetizada no ápice caulinar e transportada em 

direção basípeta aos tecidos localizados abaixo do ápice. Esse transporte é 

denominado transporte polar. O gradiente longitudinal da auxina da parte aérea 

até a raiz afeta vários processos de desenvolvimento e crescimento (TAIZ; 

ZEIGER, 2004). Um desses processos é a inibição do crescimento das gemas 

axilares. Neste trabalho observou-se que as orientações dos segmentos nodais de 

H. marrubioides inoculados no meio de cultura sem regulador de crescimento 

influenciaram no crescimento das brotações. 

A orientação horizontal do segmento nodal no meio de cultura em 

relação à posição vertical, tanto com uma gema ou duas gemas, induziu maiores 

crescimento, acúmulo de biomassa seca e número de brotações axilares (Tabela 

2).  

 Avaliando a parte aérea das plântulas a orientação horizontal 

proporcionou maior comprimento da brotação e, consequentemente, maior 

biomassa seca e número de nós (Tabela 2). A utilização do segmento nodal com 

duas gemas na posição horizontal emitiu maior número de brotos por segmento 

nodal. Esse maior número de brotos pode ser explicado pela inibição da 

dominância apical, pois o transporte polar das auxinas é interrompido na posição 

horizontal. 

 O sistema radicular do explante inoculado na posição horizontal 

proporcionou maior comprimento e biomassa seca da raiz (Tabela 2). Foi 

observado no nó maior indução do sistema radicular, enquanto que na posição 

vertical as raízes foram emitidas na parte inferior do explante, onde não havia 

nó. Isso talvez se deva ao fato de que no nó tenha maior quantidade de células 

meristemáticas, onde ocorre a síntese de auxina para o enraizamento.                                                                  
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Tabela 2 Biomassa seca da parte aérea (BSPA - mg), e da raiz (BSR – mg),  
comprimento da brotação (cm), comprimento da raiz (CR), número de 
brotações (NB) e número de nós (NN) de Hyptis marrubioides com 45 
dias de cultivo, em função da orientação do explante e número de 
gemas inoculadas 

1 par de gema 2 pares de gemas Parâmetros 
avaliados Vertical Horizontal Vertical Horizontal 

BSPA (mg) 23,84 B 38,51 A 20,78 B 61,09 A 
CB (cm) 2,14 B 4,98 A 1,64 B 7,25 A 
NB 2,03 B 2,51 A 2,80 B 4,02 A 
NN 6,41 B 8,71 A 7,28 B 17,33 A 
BSR (mg) 1,54 B 5,22 A 0,94 B 6,49 A 
CR (cm) 3,80 B 6,02 A 2,84 B 6,39 A 
As médias seguidas da mesma letra, dentro de cada par, na linha não diferem entre si 
pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de significância. 
 

 Pereira et al. (2006) trabalhando com segmentos nodais de unha de gato 

(Uncaria guianensis) em duas posições de inoculação (horizontal e vertical), 

presença e ausência de GA3, com 1, 2, e 3 gemas, verificaram maior acúmulo 

com explantes inoculados na horizontal sem GA3 independente do número de 

gemas com peso entre 30 e 40 mg. 

Erig e Schuch (2002) verificaram que os maiores número de brotações, 

de gemas e taxa de multiplicação foram obtidos com o explante na orientação 

horizontal para o porta-enxerto de macieira cv. Marubakaido. Papafotiou e 

Martini (2009) estudando explantes foliares de Zamioculcas zamiifolia usando 

diferentes posições da folha, orientação e meio suplementado com reguladores 

de crescimento, observaram que a orientação horizontal do explante 

proporcionou menor desenvolvimento e proliferação de brotações comparando 

com a orientação vertical.    

A figura 4 demonstra o crescimento e o sistema radicular formado na 

utilização do segmento nodal inoculado na posição vertical e horizontal. As 

brotações e as raízes provenientes de explantes inoculados na posição horizontal, 

tanto com 1 ou 2 pares de gema, proporcionaram maior crescimento das 

brotações de H. marrubioides. 
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Figura 4 Plântulas de Hyptis marrubioides cultivadas na posição vertical com 1 
par de gemas (a); posição vertical com 2 pares de gemas (b); posição 
horizontal com 1 par de gemas (c) e posição horizontal com 2 pares de 
gemas (d) 

 

c) Experimento 3: avaliação da posição do segmento nodal na 

plântula no crescimento in vitro de H. marrubioides 

 

A posição do segmento nodal na plântula demonstrou exercer influência 

nas varáveis de crescimento analisadas. Alongamento da brotação, comprimento 

da raiz, biomassa seca da parte aérea e da raiz diferiram entre os segmentos 

nodais e apicais de H. marrubioides quando foram propagados através da cultura 

nodal. As brotações derivadas do segmento apical e do 1º, 2º e 3º segmentos 

nodais apresentaram maior comprimento da brotação do que brotos provenientes 

do 4º segmento nodal na parte basal da plântula (Figura 5 e Tabela 5). No 

entanto, essa resposta pode ser diferenciada dependendo da espécie em estudo. 

  

  

A B 
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Hung e Trueman (2011) demonstraram em plântulas de eucalipto que a maior 

percentagem de enraizamento e maior comprimento do broto foram obtidos com 

segmento nodal da parte basal da plântula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Plântula de Hyptis marrubioides demonstrando a posição dos            
segmentos apical e nodal 

 

Tabela 5 Comprimento médio da maior brotação (CMB - cm), biomassa seca da 
parte aérea (BSPA - mg), biomassa seca da raiz (BSR - mg), 
comprimento da raiz (CR - cm) e número de segmentos nodais na 
brotação de Hyptis marrubioides com 40 dias de cultivo, em função da 
posição do segmento nodal na plântula 

Posição do 
segmento nodal 

CMB  
(cm) 

BSPA 
(mg) 

BSR  
(mg) 

CR  
  (cm) 

Nº segmentos 
nodais 

Segmento apical 4,75 a 22 a 2,1 a 1,81 a 5,1 b 
1º segmento nodal 3,81 a 19 b 0,3 b 0,14 b 6,0 b 
2º segmento nodal 4,47 a 19 b 0,5 b 0,21 b 7,2 a 
3º segmento nodal 4,29 a 23 a 0,4 b 0,08 b 6,9 a 
4º segmento nodal 2,93 b 24 a 0,4 b  0,30 b 6,1 b 

As médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nível de 5% de significância. 
 

Com relação à biomassa seca da parte aérea (BSPA), verificou-se que o 

segmento apical e os segmentos mais próximos à base apresentaram maiores 

 

Segmento apical 

1º Segmento nodal 

2º Segmento nodal 

3º Segmento nodal 

4º Segmento nodal 
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acúmulos. Já para o número de segmentos nodais, 2ª e 3ª gemas laterais 

apresentaram resultados superiores (7,2 e 6,9 nós/explante) (Tabela 5). 

Para biomassa seca (BSR) e comprimento de raiz (CR), maiores valores 

foram observados em plântulas desenvolvidas a partir de segmentos apicais (2,1 

mg e 1,81 cm, respectivamente) (Tabela 5). No segmento apical é onde ocorre a 

síntese das auxinas. Taiz e Zeiger (2004) relatam que há um gradiente de 

concentração desse fitohormônio no eixo do caule, do ápice para a base devido 

ao transporte basípeto das auxinas. Essa maior concentração de auxinas no ápice 

pode ser responsável pelos segmentos apicais de H. marrubioides terem 

desenvolvido maior sistema radicular.  

Pereira et al. (2005) estudando a influência do número de gemas, 

presença ou ausência de folhas e posição do explante na multiplicação in vitro 

da batata, concluíram que microestacas de origem basal proporcionaram 

resultados superiores aos apicais, especialmente para altura de brotações, taxa de 

multiplicação e número de brotações secundárias formadas. Em plântulas de 

ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) cultivadas in vitro, segmentos basais 

também proporcionaram maior taxa de multiplicação e plântulas maiores em 

biomassa, altura, número de raízes e brotações (NICOLOSO; ERIG, 2002). 

Esses resultados são contrários ao observado para espécie H. marrubioides, onde 

valores superiores foram encontrados em explantes desenvolvidos 

principalmente a partir de segmentos apicais, em todos os parâmetros analisados, 

exceto para número de segmentos nodais.  

Reis et al. (2004) não encontraram diferenças no desenvolvimento 

vegetativo in vitro de ipeca (Psychotria ipecacuanha) utilizando segmentos 

nodais obtidos das posições basal, mediana e apical. Esses resultados mostram 

que existem variações muito grandes entre espécies no que se refere à 

determinação da posição do segmento nodal que proporciona melhor 

crescimento in vitro. 
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 Outros trabalhos mostram a importância da posição do explante, a 

orientação e a suplementação ou não de reguladores de crescimento no 

desenvolvimento e na proliferação de brotações (COSTA et al., 2006; GARCIA-

LUIS et al., 1999; HUNG; TRUEMAN, 2011; NAOR; ZIV; ZAHAVI, 2011;  

PAPAFOTIOU; MARTINI, 2009; RAMAROSANDRATANA; STADEN, 

2003; SAINI; JAIWAL, 2002). 

 

d) Experimento 4: taxa de multiplicação de H. marrubioides em 

função da origem do explante 

 

 Observando a plântula in vitro, após o período de 40 dias, as folhas 

demonstraram amarelecimento e posterior queda. O desenvolvimento e 

crescimento dos segmentos de H. marrubioides in vitro evidenciaram que a 

plântula inicia a entrada na fase estacionária aos 40 dias de cultivo. Portanto, 

para essa espécie a melhor época de repicagem é por volta de 30 a 40 dias, antes 

de entrar na fase estacionária e assim não entrar na fase de senescência. Esse 

período é importante para determinar a taxa de multiplicação e calcular o 

número de plântulas que poderão ser obtidas num determinado intervalo de 

tempo. Conforme Grattapaglia e Machado (1998), o ideal é que um novo 

subcultivo seja realizado antes do início da fase de senescência.   

Na Figura 6 pode ser observado um esquema detalhado do número de 

explantes obtidos em cada subcultivo do segmento apical e nodal. O maior 

número de explantes (572) foi obtido a partir de segmentos apicais, onde no 1º, 

2º e 3º subcultivos foram repicados apenas segmentos nodais (Figura 6A). Em 

contrapartida, explantes oriundos de segmentos nodais, apresentaram os menores 

valores (Figura 6B). 
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Figura 6 Número final de explantes de Hyptis marrubioides oriundos de 
segmento apical (A) e segmento nodal (B), obtidos em cada subcultivo 
com intervalo de 40 dias 
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No final do 1º subcultivo foram obtidos 141 explantes oriundos de 

segmentos apicais, com uma taxa de multiplicação de 3,44. No 2º subcultivo o 

número de explantes obtido foi de 433, com uma taxa de multiplicação de 3,07 e 

no 3º subcultivo esse número passou para 1759 explantes com taxa de 

multiplicação de 4,06 (aumentando em média 32% com relação à taxa de 

multiplicação da 2ª repicagem) (Tabela 6).  

Já explantes oriundos de segmentos nodais obtiveram-se 65 no 1º 

subcultivo, com uma taxa de multiplicação de 2,17. No 2º subcultivo, 144 

explantes, com uma taxa de multiplicação de 2,22 e no 3º subcultivo 310 

explantes com taxa de multiplicação de 2,15. Portanto, a utilização de segmentos 

nodais como fonte de explantes, mostrou-se menos eficiente para obtenção de 

maiores taxas de multiplicação em H. marrubioides.  

 

Tabela 6 Número de plântulas, taxas de multiplicação (TM) de segmentos 
apicais, nodais e total de explantes de Hyptis marrubioides, em três 
subcultivos com intervalo de 40 dias 

Origem  
do 

explante 

Nº 
inicial 
gemas 

1º  
Subcultivo 

Nº de  
plântulas 

TM 

2ª  
Subcultivo 

Nº de 
plântulas 

TM 

3º 
Subcultivo 

Nº de 
plântulas 

TM 

Apicais 41 141 3,44 433 3,07 1759 4,06 
Nodais 30 65 2,17 144 2,22 310 2,15 
Total 71 206 2,90 577 2,80 2069 3,59 

 

A taxa de multiplicação pode depender do tipo de explante e da espécie 

em estudo. Neste trabalho com a espécie H. marrubioides o explante apical 

evidenciou melhor crescimento e taxa de multiplicação. Na micropropagação de 

ginseng brasileiro (Pfaffia tuberosa), explantes provenientes de segmentos 

nodais apresentaram uma maior taxa de multiplicação quando comparados com 

os apicais (FLORES; JOSEILA; NICOROSO, 2006). 
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Na Tabela 6, também constam os valores das taxas de multiplicação 

total (segmentos apicais e nodais). É possível observar que após o terceiro 

subcultivo a taxa de multiplicação média total é de 3,59, ou seja, para cada 

segmento obtêm-se em média três plântulas e meia. Pode-se estimar assim que, 

após o período de três subcultivos (120 dias), iniciando com 1000 explantes de 

plantas elites, obterem-se aproximadamente 96703 plântulas, sem considerar as 

perdas por contaminação. 

Calvete et al. (2009) estudando o desempenho in vitro e agronômico de 

cultivares de morangueiro em vários subcultivos, concluíram que a maior taxa 

de multiplicação foi observada durante o 2º e o 3º subcultivos com média de sete 

a oito propágulos/explante, respectivamente. Para H. marrubioides, foi 

observado um aumento na taxa de multiplicação no 3º subcultivo com explantes 

de origem apical (média de quatro gemas/explante) (Tabela 6). 

 

3.2Análise da fração volátil por HS-CG/EM 

 

As análises químicas da fração volátil das folhas de H. marrubioides 

oriundas de cultivo em campo, casa de vegetação e in vitro não indicaram 

alterações significativas na composição e teores dos constituintes. Foram 

identificados nas amostras 12 constituintes químicos que representaram mais de 

91% do total da composição química da fração volátil (Tabela 7).  

Os voláteis emitidos caracterizaram por uma porcentagem de 

monoterpenos (68,91-73,18%) maior que a de sesquiterpenos (20,12 – 22,78%). 

No entanto, Botrel et al. (2010) observaram maior porcentagem de 

sesquiterpenos no campo de 76,34% e casa de vegetação de 92,57% e baixa 

porcentagem de monoterpenos nos dois materiais (22,86% e 2,35%, 

respectivamente). Isso pode ser devido à diferença entre as amostras, pois no 

presente estudo analisou-se as frações voláteis extraídas por ‘Headspace’ e no 



 

 

59

estudo de Botrel et al. (2010) foi analisado o óleo essencial obtido por 

hidrodestilação em aparelho de Clevenger. 

Independente da origem das amostras (campo, casa de vegetação e 

cultivo in vitro) os constituintes majoritários da fração volátil foram α-tujona 

(39,51 a 40,00%) e terpinoleno (14,45 a 17,00%).  

 Neste trabalho foi detectado α-terpineno (0,65-1,71%) e terpinoleno 

(14,45-17,00%) e Botrel et al. (2010) não encontraram esses constituintes. No 

entanto, encontraram terpinen-4-ol (0,00-1,12%) e α-terpineol (0,71-1,40%).

 O α-copaeno não foi detectado nas amostras da fração volátil oriundas 

do cultivo in vitro. Os demais constituintes apresentaram pequenas variações nos 

seus teores. Al-Qudah, Shibli e Alali (2011) analisaram o óleo essencial de 

Teucrium polium L. e observaram que in vitro o constituinte β-cariofileno foi 

superior em relação as plantas do campo. 

 Essa investigação mostra que a micropropagação de H. marrubioides, 

através da proliferação da cultura nodal, é um método confiável para 

multiplicação rápida dessa espécie permitindo a mesma produção da fração 

volátil de plantas cultivadas no campo ou em ambiente protegido. 

 

Tabelas 7 Constituição química da fração volátil de plantas do campo (24 
meses), casa de vegetação (24 meses) e de plântulas (45 dias) de 
Hyptis marrubioides 

Campo Casa 
Vegetação In vitro Compostos IRa 

Área%+DP Área%+DP Área%+DP 
tuja-2,4-(10)-dieno (M) 964 8,19+0,80 10,08+1,85 11,42+2,69 
2,6-dimetil-2-octeno (H) 967 1,01+0,06 1,21+0,13 1,22+0,20 
α-terpineno (M) 1015 1,71+0,02 1,35+0,35 0,65+0,13 
terpinoleno (M) 1089 15,03+0,56 14,45+0,01 17,00+1,81 
α-tujona (M) 1102 39,51+1,23 40,00+0,03 39,65+2,37 
β-tujona (M) 1120 0,18+0,02 0,17+0,05 0,09+0,02 
trans-pinocanfona (M) 1162 3,28+0,01 3,43+0,13 3,15+0,08 
β-bourboneno (S) 1385 7,72+0,02 6,34+0,38 6,15+0,21 
α-copaeno (S) 1394 1,47+0,09 0,94+0,63 nd 
“continua” 
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Tabela 7 “conclusão” 
Campo Casa 

Vegetação In vitro Compostos IRa 
Área%+DP Área%+DP Área%+DP 

β-cariofileno (S) 1431 7,37+0,57 7,61+0,79 5,99+1,15 
trans-muurola-4-(14),5-dieno (S) 1495 3,67+0,56 4,72+0,11 4,84+0,87 
γ-himachaleno (S) 1498 2,55+0,09 2,20+0,42 3,14+0,28 
Monoterpenos totais (%)  68,91 70,69 73,18 
Sesquiterpenos totais (%)  22,78 21,81 20,12 
Total identificado (%)  91,69 92,50 93,30 
a Índice de retenção relativo a série n-alcanos (C8-C20) em coluna HP-SMS. 
nd = não detectado; M = monoterpeno; S = sesquiterpeno; H = hidrocarboneto 
 

3.7 Enraizamento e aclimatização 

 

 A espécie H. marrubioides foi eficiente em 100% no enraizamento dos 

segmentos nodais no meio de cultivo MS sem a suplementação de reguladores 

de crescimento. As plântulas com tamanho médio de 6,4 cm e com uma media 

de 4 raízes/plântula foram aclimatizadas com 100% de sobrevivência. A Figura 

7 ilustra as plântulas para aclimatização e no vaso. 
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Figura 7 Plântulas retiradas do frasco (A); plântula para aclimatização (B); 
plântulas em bandejas (C); plântula em vaso após 30 dias (D) 
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4 CONCLUSÕES 

 

 O crescimento in vitro de segmentos nodais de H. marrubioides é 

favorecido com o cultivo em 40 mL de meio de cultura, com explantes 

inoculados na posição horizontal. A utilização de diferentes posições do 

segmento nodal na plântula influencia o crescimento in vitro de H. 

marrubioides, onde para a maioria das variáveis de respostas os segmentos mais 

próximos à base apresentam resultados inferiores aos apicais. Plântulas de H. 

marrubioides oriundas de segmentos apicais proporcionam maior taxa de 

multiplicação in vitro no 3º subcultivo (4,06). 

 A cultura nodal é um método eficiente para propagação clonal de H. 

marrubioides, pois não interfere na composição química da fração volátil 

quando comparada com plantas obtidas de cultivos convencionais. 
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CAPÍTULO 3 Variabilidade química do óleo essencial de folhas e 
inflorescências de três acessos de Hyptis marrubioides EPL. 
coletados no sul de Minas Gerais 
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RESUMO 
 

O gênero Hyptis apresenta uma grande importância como fonte de 
constituintes bioativos, possuindo importantes efeitos biológicos. Estudos com 
populações silvestres de plantas aromáticas e medicinais, relacionando teor e 
composição química com área de ocorrência dessas espécies, têm demonstrado a 
existência de variabilidade química no óleo essencial de plantas de diferentes 
populações. Objetivou-se avaliar o teor e a composição química do óleo volátil 
em folhas e inflorescências frescas de hortelã-do-campo (Hyptis marrubioides), 
coletadas em diferentes localidades do Sul de Minas Gerais. O delineamento 
experimental foi inteiramente casualizado, perfazendo um fatorial 3x2, com 
quatro repetições cada totalizando 24 parcelas. O óleo essencial foi extraído por 
hidrodestilação por 90 minutos e analisado por cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massas (CG-EM). Foram realizadas análises de componentes 
principais (PCA) e de agrupamento hierárquico (HCA) a fim de avaliar a 
similaridade da composição química entre o óleo essencial das folhas e 
inflorescências dos três locais. O local de coleta influenciou no teor de óleo 
essencial de folhas e inflorescências de hortelã-do-campo. O maior teor de óleo 
essencial foi mensurado nas folhas de H. marrubioides provenientes do 
município de Luminárias (0,14%). Não houve diferença significativa entre os 
locais de coleta no teor de óleo essencial extraído das inflorescências de H. 
marrubioides. Os principais constituintes químicos identificados nos acessos 
foram a α-tujona (6,72-19,3%), a β-tujona (8,40-24,20%), a cis-pinocanfona 
(2,68-5,71%), α-copaeno (4,43-9,25%), β-cariofileno (7,24-11,49%) e o γ-
muuroleno (6,73-12,02%). De acordo com as análises de PCA e HCA foi 
possível concluir que há um grande polimorfismo químico entre as amostras dos 
óleos essenciais. 

 
Palavras-chave: Planta medicinal. População de plantas. Cromatografia Gasosa. 

Análise multivariada. 
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ABSTRACT  
 

The genus Hyptis presents a great importance as a bioactive constituents 
source, possessing important biological effects. Studies with wild populations of 
aromatic and medicinal plants, relating content and chemical composition with 
occurrence area of these species, have shown the existence of chemical 
variability in essential oil of plants from different populations. Objective was to 
evaluate the content and chemical composition of the volatile oil in leaves and 
fresh mint leaves (Hyptis marrubioides) inflorescences, collected in different 
sites in southern of Minas Gerais. The experimental design was completely 
randomized; making up a factorial 3x2, with four replicates each, amounting 24 
plots. The essential oil was extracted by hydrodistillation per 90 minutes and 
analyzed by GC-ME. There were carried out principal components analyses 
(PCA) and hierarchical clustering (HCA) in order to evaluate the chemical 
composition similarity between the essential oil of the leaves and inflorescences 
of the three places. The collection site influenced the essential oil content of 
leaves and mint leaves inflorescences. The highest essential oil content was 
measured in the leaves of H. marrubioides from the municipality of Luminárias 
(0.14%). There were no significant differences among the collection site in the 
essential oil content extracted of H. marrubioides inflorescences. The main 
chemical constituents identified in the accessions were α-thujone (6.72-19.3%), 
β-thujone (8.40-24.20%), cis-pinocamphone (2.68-5.71%), α-copaene (4.43-
9.25%), β-cariophilene (7.24-11.49%) and γ-muurolene (6.73-12.02%). 
According to the PCA and HCA analyses, it was possible to conclude that there 
is a great chemical polymorphism among the essential oil samples. 
 
 
Keywords: Medicinal plant. Population plants. Gas chromatography.  

Multivariate analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O óleo essencial no gênero Hyptis tem importância como fonte de 

constituintes bioativos, possuindo importantes efeitos biológicos, como 

atividades antimicrobianas, citotóxicas e inseticidas (KUHNT et al., 1995). 

Hyptis marrubioides Epl., conhecida popularmente como hortelã-do-campo, é 

uma planta de uso medicinal com atividades contra infecções gastrointestinais e 

dermatológicas, dores e câimbras (CORRÊA, 1931).  

Vários fatores devem ser levados em consideração quando se deseja 

estudar o teor e a produção de compostos químicos ativos. A variabilidade na 

produção e teor dos óleos essenciais em Lamiaceae é conhecida por ser afetada 

por fatores ambientais tais como luz, disponibilidade de nutrientes, estações do 

ano, período do dia, ciclo e parte da planta, como também por fatores genéticos 

(VIEIRA, 2000). 

A constituição genética das plantas influencia a produção de 

determinados metabólitos, e diferentes variedades de espécies de plantas 

medicinais podem conter diferentes teores de óleo essencial.  A hortelã (Mentha 

arvensis), por exemplo, possui variedades que são mais ricas em óleo essencial, 

contendo alto teor de mentol (BASSO; PISANTE; BASSO, 1998; SHARMA et 

al., 1992). 

A variabilidade genética das plantas é expressa através dos chamados 

quimiotipos (APEL, 2001). Segundo alguns autores, quimiotipo é um termo 

aplicado a plantas de mesmo gênero e espécie, com a mesma aparência externa, 

mas que diferem, às vezes consideravelmente, em sua composição química. 

Esses quimiotipos usualmente ocorrem naturalmente em plantas silvestres, e 

podem resultar de polinização cruzada (PRICE; PRICE, 1999; SIMÕES; 

SPITZER, 2000). 
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Em estudos de divergência genética podem ser utilizados vários 

métodos, cuja escolha baseia-se na precisão desejada pelo pesquisador, na 

facilidade da análise e na forma como os dados foram obtidos. As técnicas de 

análise multivariada podem ser utilizadas para avaliar a divergência entre 

acessos e para selecionar os descritores mais importantes na discriminação dos 

acessos (AMARAL JÚNIOR, 1994; PEREIRA; VENCOVSKY; CRUZ, 1992). 

Entre as técnicas estatísticas multivariadas, destacam-se a análise de 

componentes principais (PCA) e os métodos de agrupamento hierárquico (HCA) 

(CRUZ, 1990, 1997; CRUZ; REGAZZI, 1997). 

A Análise de Componentes Principais (PCA, do inglês, Principal 

Component Analysis) é uma ferramenta estatística multivariada que permite 

extrair, de um determinado conjunto de dados, informações relevantes para o seu 

entendimento. Esse conjunto de dados é caracterizado por apresentar dados 

quantitativos para diversas variáveis obtidos para diferentes amostras. As 

variáveis podem ser, por exemplo, características físico-químicas, dados 

cromatográficos e dados espectroscópicos. A aplicação da PCA a esse tipo de 

conjunto de dados permite explorar os resultados a fim de verificar a existência 

de similaridades ou diferenças entre as amostras que, por sua vez, 

corresponderão às semelhanças ou diferenças na composição química das 

amostras. A PCA visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, 

preservando a maior quantidade de informação (variância) possível. Essa 

redução é obtida por meio do estabelecimento de novas variáveis, denominadas 

componentes principais, as quais são obtidas através de combinações lineares 

das variáveis originais e são organizadas em ordem decrescente de importância. 

Como resultado, a PCA gera dois novos conjuntos de dados chamados de 

escores e pesos, os quais trazem, respectivamente, informações sobre as 

amostras e as variáveis. A interpretação dos dados gerados na PCA é facilitada 

por meio da análise gráfica. Os gráficos podem ser obtidos bi ou tridimensionais, 
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e representam as amostras e as variáveis em um sistema cartesiano, onde os 

eixos são as componentes principais. Esses gráficos apresentam informações que 

expressam as inter-relações que podem existir entre as amostras e as variáveis, 

facilitando a interpretação multivariada de todo o conjunto de dados 

(CORREIA; FERREIRA, 2007; MATOS et al., 2003; NUNES, 2011). A HCA 

busca agrupar as amostras em classes, baseando-se na similaridade dos 

participantes de uma mesma classe e nas diferenças entre os membros de classes 

diferentes (CORREIA; FERREIRA, 2007). 

Hyptis marrubioides é uma espécie que apresenta grandes potenciais 

biológicos, mas ainda são necessários vários estudos que comprovem sua 

eficácia. Estudar a variabilidade química é fundamental quando se deseja 

desenvolver estudos de efeitos biológicos, objetivando um padrão químico para 

essa espécie aliado à seleção de plantas com altos teores de óleo essencial. Nesse 

sentido, objetivou-se avaliar o teor e a composição química de óleo volátil em 

folhas e inflorescências de H. marrubioides coletadas em diferentes localidades 

do Sul de Minas Gerais.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Coleta das amostras 

 

Folhas e inflorescências de populações nativas de H. marrubioides 

foram coletadas às 8h em três municípios do Sul do Estado de Minas Gerais, 

Brasil, durante o outono de 2010. As três localidades são os municípios de Ijaci 

situado a 21°11’58” de Latitude Sul e 44°57’32” de Longitude Oeste de 

Greenwich a uma altitude de 991 m, Luminárias situado a 21°30’30” de Latitude 

sul e 44°55’19” de Longitude oeste de Greenwich a uma altitude de 893 m e 

Ribeirão Vermelho situado a 21°12’49” de Latitude sul e 45°01’10” de 

Longitude oeste de Greenwich a uma altitude de 806 m. Em todos os locais, as 

plantas se encontravam próximas a rios que circundam a região.  

 

2.2 Análises do solo 

 

 Em todas as localidades coletaram-se seis amostras de solo retiradas a 

uma camada de 0-20 cm de profundidade ao redor das plantas de H. 

marrubioides em fase de floração, as quais foram reunidas em uma única 

amostra constituindo uma amostra composta.  

 Realizaram-se as análises dos atributos de fertilidade dos solos (ANEXO 

A) no Laboratório de Fertilidade do Solo do Departamento de Ciência do Solo 

da Universidade Federal de Lavras.  

Os resultados das análises de textura foram os seguintes para o 

município de Ijaci: argila, areia, silte (dag kg-1) = 38 (textura argilosa); 2,0; 60,0; 

Luminárias: 36,0 (textura argilosa); 34,0; 30,0 e no município de Ribeirão 

Vermelho: 24,0 (textura média); 42,0; 34,0. 
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A caracterização química das amostras de solo foi realizada conforme a 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - EMBRAPA (1997).  Os 

atributos químicos dos solos para o município de Ijaci foram: pH em água = 5,6; 

P e K (mg dm-3) = 10,7 e 90; Ca2+, Mg2+, Al3+, H+Al (cmolc dm-3) = 2,7; 0,4; 

0,2; 5,0; CTC efetiva, CTC potencial, (cmolc dm-3) = 3,5; 8,4; m, V (%) = 5,7, 

39,8; matéria orgânica (dag kg-1) = 3,8. Para o município de Luminárias foram: 

pH em água = 6,0; P e K (mg dm-3) = 2,0 e 133; Ca2+, Mg2+, Al3+, H+Al (cmolc 

dm-3) = 2,6; 1,1; 0,1; 3,6; CTC efetiva, CTC potencial, (cmolc dm-3) = 4,1; 7,7; 

m, V (%) = 2,4, 52,8; matéria orgânica (dag kg-1) = 4,8. E para o município de 

Ribeirão Vermelho foram: pH em água = 6,3; P e K (mg dm-3) = 4,6 e 147; Ca2+, 

Mg2+, Al3+, H+Al (cmolc dm-3) = 2,5; 0,7; 0,1; 1,7; CTC efetiva, CTC potencial, 

(cmolc dm-3) = 3,7; 5,2; m, V (%) = 2,7, 68,3; matéria orgânica (dag kg-1) = 1,6. 

 

2.3 Extração e análises do óleo essencial 

 

 A extração do óleo essencial foi realizada no Laboratório de Cultura de 

Tecidos e Plantas Medicinais localizado no Departamento de Agricultura na 

Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG. 

Os óleos essenciais das folhas e inflorescências frescas de H. 

marrubioides foram extraídos por hidrodestilação em aparelho de Clevenger por 

90 min. O óleo essencial foi purificado por partição líquido-líquido com 

diclorometano. A fase orgânica foi reunida e tratada com 5 g de sulfato de 

magnésio anidro durante 30 min. Após esse período a solução foi filtrada e o 

solvente evaporado em temperatura ambiente, sob capela de exaustão de gases. 

O teor dos óleos essenciais foi determinado pelas massas obtidas dos óleos, e 

expresso em g de óleo por 100 g de matéria fresca (%).  

 A composição química do óleo essencial foi determinada por uma 

amostra composta formada pelo agrupamento das repetições de cada tratamento. 
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As análises foram realizadas em um aparelho de cromatografia gasosa 

acoplada a um espectrômetro quadrupolar de massas (CG-EM), Shimadzu® 

QP5050A (Kyoto, Japão), nas seguintes condições operacionais: coluna capilar 

de sílica fundida, modelo CBP-5 (30 m de comprimento × 0,25 mm de diâmetro 

interno × 0,25 μm de espessura do filme em 5% de fenilmetilpolisiloxano) 

(Shimadzu®, Japão), com fluxo de 1 mL.min–1 de hélio como gás de arraste; 

aquecimento com temperatura programada (60oC com um gradiente de 3oC min–

1 até 240oC e, em seguida, com um gradiente de 10oC min–1 até 270oC, 

mantendo-se uma isoterma de 7 min, com um tempo total de corrida de 70 min). 

A energia de ionização do detector foi de 70 e-V, sendo o volume de injeção no 

modo split (1:20), amostra de 0,5 μL diluídas em diclorometano (grau 

ultrarresíduo, Baker, EUA). As temperaturas do injetor e do detector foram 

mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente. A análise foi conduzida no modo 

varredura, a uma velocidade de 1,0 varredura s-1, com um intervalo de massas de 

40-400 m/z. A análise quantitativa foi obtida pela integração do cromatograma 

total de íons (TIC). A identificação dos constituintes foi realizada por 

comparação, automática e manual, dos espectros de massas com o banco de 

dados das bibliotecas NIST/EPA/NHI (NIST, 1998), por comparação dos 

espectros de massas e índices de retenção (IR) com os da literatura (ADAMS, 

2001) e coinjeção com padrões autênticos. Os índices de retenção foram 

calculados através da coinjeção com uma mistura de hidrocarbonetos, C8–C32 

(Sigma, EUA), e com aplicação da equação de Van Den Dool e Kratz (1963). 

Foi realizada análise do percentual normalizado dos constituintes 

químicos identificados, que foram agrupados de acordo com a estrutura 

carbônica dos precursores biossintéticos dos terpenos presentes nos óleos 

essenciais nas três localidades e duas partes da planta de H. marrubioides.  
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2.4 Análises estatísticas e multivariada 

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 

compreendendo três localidades de coleta (Ijaci, Luminárias e Ribeirão 

Vermelho) e duas partes da planta (folhas e inflorescências), perfazendo um 

fatorial 3x2, num total de 6 amostras de óleos essenciais, com quatro repetições, 

totalizando 24 parcelas. Os resultados dos teores do óleo essencial em H. 

marrubioides foram analisados estatisticamente por análise de variância e as 

médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade pelo 

programa Sisvar®, versão 5.0 (FERREIRA, 2000). 

A fim de avaliar a similaridade da composição química entre o óleo 

essencial das folhas e inflorescências dos três acessos de H. marrubioides 

(Ijaci, Luminárias e Ribeirão Vermelho) foram realizadas análises de 

componentes principais (PCA) e de agrupamento hierárquico (HCA). A PCA 

foi aplicada as amostras de óleos essenciais, tomando as áreas porcentuais 

relativas correspondentes a cada constituinte químico identificado nas análises 

de CG-EM (Tabela 2, pág. 83) como variáveis.  Para identificação dos 

constituintes no gráfico de pesos foi utilizado o intervalo numérico entre 1 a 31, 

correspondentes a numeração do pico cromatográfico indicado na Tabela 3. Foi 

tratada uma matriz 6x31 (6 amostras de óleos essenciais x 31 teores de 

constituintes químicos). Os dados foram pré-processados empregando 

autoescalamento e os resultados estão demonstrados pelos gráficos dos escores e 

dos pesos, com duas componentes principais (PC).  

O agrupamento hierárquico das seis amostras de óleo essencial utilizou 

como medida de dissimilaridade a distância euclidiana média, obtida a partir dos 

dados autoescalados dos 31 descritores, correspondentes aos constituintes 

químicos identificados pela análise química representada na Tabela 4. Para a 

apresentação das estimativas das dissimilaridades da composição química das 
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amostras dos óleos essenciais foi traçado um dendrograma representativo dos 

grupos formados. As análises de PCA e de agrupamento hierárquico foram 

realizadas com os recursos computacionais do software Matlab version 7.5, 

MathWorks, Natick, 2007. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Análises do solo 

 

Os atributos de fertilidade e textura dos solos dos três acessos de H. 

marrubioides indicaram que os solos apresentaram uma acidez de média a fraca.  

Observou-se também que os solos coletados nos municípios de Ijaci e 

Luminárias apresentaram textura argilosa e os coletados em Ribeirão Vermelho, 

textura média. Todos os solos apresentaram teores altos de Mn e Fe. Esse 

resultado pode ser devido à ocorrência de populações de H. marrubioides 

próximas as margens de rios onde predominam as várzeas, onde o ambiente 

químico e biológico dos solos é profundamente alterado. Conforme Meurer 

(2006), dependendo do estado de oxirredução do solo, os valores do pH e da 

concentração de Mn2+ e Fe2+ podem ser aumentados na solução do solo. 

Apesar de apenas as condições nutricionais do solo terem sido avaliadas 

neste estudo, possivelmente outras variáveis locais, tais como microclima, 

insolação, idade da planta, variabilidade genética também podem ter grande 

influência na composição química volátil de H. marrubioides. Isso demonstra 

um grande potencial no estudo dessas variáveis para maximizar a produção dos 

constituintes voláteis com interesse medicinal ou agroquímico. 

 

3.2 Análises do óleo essencial 

 

A análise de variância indicou interação significativa para os fatores 

locais de coleta e partes da planta. Não houve diferença significativa entre os 

locais de coleta no teor de óleo essencial extraído das inflorescências. O teor de 

óleo nas inflorescências das plantas coletadas em Ribeirão Vermelho (0,12%) e 

Ijaci (0,13%) foram maiores que nas folhas, 0,02% e 0,05%, respectivamente. 
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Nas folhas, o maior teor de óleo essencial de H. marrubioides foi mensurado de 

plantas provenientes do município de Luminárias (0,14%), teor cerca de três 

vezes superior em relação ao óleo das folhas das plantas oriundas de Ijaci 

(0,05%) (Tabela 1).  

O maior teor de óleo essencial encontrado em folhas do acesso de 

Luminárias pode ser explicado pelas condições do local de coleta. O solo 

apresentou maior fertilidade, com maiores teores de matéria orgânica (4,8 dag 

kg-1), Mg (1,1 cmolcdm-3) e CTC efetiva (t = 4,1 cmolcdm-3). Nas proximidades 

dessa população havia restos culturais da cultura do milho, demonstrando que 

nesse local poderia ter ocorrido influência do colúvio advindo da área adjacente 

acima que recebeu adubação do solo. Boyle e Craker e Simón (1991) também 

verificaram que o crescimento da planta e o teor de óleo essencial de alecrim 

(Rosmarinus officinalis L.) foram significativamente superiores em plantas que 

receberam fertilizantes, quando comparados à testemunha. 

 

Tabela 1 Teores de óleos essenciais (%) de folhas e inflorescências frescas de 
três acessos de H. marrubioides coletados em municípios do Sul de 
Minas Gerais, Brasil. UFLA, Lavras, 2010 

PARTE DA PLANTA LOCAL COLETA Folha Inflorescência 
Ribeirão Vermelho 0,02 bB 0,12 aA 
Ijaci 0,05 bB 0,13 aA 
Luminárias 0,14 aA 0,08 aA 
As médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não 
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de significância. 

 

Azevedo et al. (2002) ao estudarem a variabilidade quimiotípica do óleo 

essencial de Hyptis suaveolens do Cerrado Brasileiro observaram que partes 

aéreas de H. suaveolens secas ao ar oriundas de nove populações, em estágio de 

frutificação, apresentaram um rendimento médio do óleo essencial de 0,41% 

(p/p).  Nos acessos de H. marrubioides do presente estudo observou-se teor 

médio de 0,07% de óleo essencial extraído das folhas. Já nas inflorescências, o 
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teor médio foi de 0,11% (Tabela 1). Comparando os teores de óleo essencial das 

folhas e flores entre cada localidade observou-se que os teores das 

inflorescências são maiores que nas folhas nas plantas oriundas de Ribeirão 

Vermelho e Ijaci. Em Luminárias, não houve diferença entre os teores de óleo 

das folhas e inflorescências (Tabela 1). 

Estudos com populações de plantas aromáticas e medicinais 

relacionados ao teor e a composição química e a área de ocorrência têm 

demonstrado a existência de variação genética entre plantas de diferentes 

populações (BLANK et al., 2004; CASTRO et al., 2004; TAVARES et al., 

2005; VIEIRA; SIMON, 2000). 

Estudos de variabilidade química entre diferentes populações naturais de 

plantas medicinais e aromáticas são importantes para seleção de espécies 

altamente produtoras de metabólitos secundários ou que produza um metabólito 

de interesse em maiores quantidades. Esses estudos também são fundamentais 

para a determinação da atividade biológica de um produto natural e para o 

desenvolvimento de produtos comerciais. De acordo com Silva (2003) os 

estudos da variabilidade genética existentes, vinculados aos estudos fitoquímicos 

para identificação de compostos secundários com ação terapêutica e sua 

implicação na conservação, ainda são incipientes.  

Através de um estudo de diferentes acessos de H. marrubioides podem 

ser selecionadas populações com alto teor de óleo essencial, o que pode ser 

atribuído à variação genética entre as populações, ao ambiente ou a interação 

genótipo x ambiente. Botrel et al. (2009) identificaram diferenças quantitativas 

na composição química do óleo essencial de inflorescências de H. marrubioides, 

onde os componentes α-tujona e β-tujona apresentaram a maior porcentagem de 

área dos picos nas inflorescências roxas, 41 e 15,9%, respectivamente. As 

porcentagens nas inflorescências roxas chegaram a ser até nove vezes maiores, 

comparadas às inflorescências brancas.   
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Os resultados das análises qualitativas e quantitativas dos óleos 

essenciais analisados estão representados na Tabela 2 na ordem de eluição em 

coluna CBP-5. No total, 31 constituintes voláteis foram identificados numa faixa 

entre 93,31% a 99,79%. Apenas as amostras de inflorescências de Ijaci (I-i, 

56,26%) e de Ribeirão Vermelho (R-i, 57,36%) apresentaram teores de 

monoterpenos oxigenados superiores aos sesquiterpenos oxigenados. As 

amostras de inflorescências de Luminárias (L-i) e das folhas de Ribeirão 

Vermelho (R-f) tiveram um conteúdo mais expressivo de sesquiterpenos totais, 

61,27% e 66,21%, respectivamente. De acordo com Sales et al. (2007), 

sesquiterpenos oxigenados (52,9-93,2%) são a principal classe de constituintes 

químicos do óleo essencial de caules e folhas de populações de H. marrubioides 

provenientes de Lavras e Tiradentes-MG. Resultados contrários foram 

observados neste trabalho, onde todos os acessos e partes da planta apresentaram 

menores teores de sesquiterpenos oxigenados (11,35-42,82%), exceto para 

folhas coletadas no município de Ribeirão Vermelho (Tabela 2). 

 



 

Tabela 2 Composição química e porcentagem de área relativa dos picos cromatográficos correspondentes aos 
constituintes identificados nos óleos essenciais de folhas e inflorescências de H. marrubioides coletadas nas 
três localidades do Sul de Minas Gerais 

Área (%) 
Ijaci Liminárias Ribeirão Vermelho Constituinte IRa 

Folhas Inflor. Folhas Inflor. Folhas Inflor. 
1 3-Octanol 992 0,45 0,30 0,35 0,10 0,10 0,21 
2 cis-Hidrato de sanineno 1064 0,10 0,43 0,10 0,10 0,10 0,41 
3 trans- Hidrato de sanineno 1098 0,93 0,74 0,10 0,10 0,63 0,89 
4 α-Tujona 1104 8,71 17,57 16,42 7,11 6,72 19,30 
5 β-Tujanol 1115 20,19 24,20 19,07 15,58 8,40 23,35 
6 iso-3-Tujanol 1132 2,58 0,80 0,72 2,34 2,10 0,51 
7 trans-Sabinol 1137 0,10 0,79 0,82 - - 0,85 
8 trans-Verbenol 1142 1,22 1,80 1,55 0,79 1,29 1,88 
9 neoiso-3-Tujanol 1147 0,10 0,61 0,58 - 0,10 0,78 
10 cis-Pinocanfona 1170 4,77 5,55 5,35 3,82 2,68 5,71 
11 Terpinen-4-ol 1174 1,56 2,09 2,05 1,13 0,80 1,80 
12 α-Terpineol 1188 2,06 1,68 1,14 1,07 1,75 1,88 
13 α-Copaeno 1374 9,25 6,51 6,69 7,26 4,43 5,37 
14 β-Bourboneno 1383 2,30 0,54 0,77 2,26 0,10 0,39 
15 β-Cariofileno 1418 9,35 11,49 10,43 9,26 7,24 11,08 
16 α-Humuleno 1452 0,85 0,99 1,01 0,91 0,60 0,86 
17 (E)- β-Farneseno 1454 0,10 0,10 - - 0,10 0,33 
18 γ-Muuroleno 1480 8,57 9,24 12,02 9,03 6,73 11,47 
19 γ-Cadineno 1513 1,53 0,82 0,79 1,37 2,28 0,67 
20 δ-Cadineno 1521 0,92 0,79 0,86 1,10 0,96 0,54 
21 Desconhecido 1539 0,72 0,12 0,44 0,61 0,95 0,37 
22 cis-Muurol-5-em-4β-ol 1555 0,64 0,47 5,01 7,56 6,41 1,84 
“continua” 
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Tabela 2 “conclusão” 
Área (%) 

Ijaci Liminárias Ribeirão Vermelho Constituinte IRa 
Folhas Inflor. Folhas Inflor. Folhas Inflor. 

23 β-Nerolidol 1573 0,10 0,61 0,62 0,59 0,71 0,38 
24 Espatulenol 1576 0,74 0,62 0,51 1,09 2,51 0,53 
25 Óxido de cariofileno 1581 4,44 3,04 2,98 6,15 10,59 2,40 
26 10-epi-g-Eudesmol 1618 - 0,10 0,10 0,10 0,10 0,39 
27 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5α-ol 1631 0,97 0,75 0,69 1,11 2,10 0,49 
28 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5β-ol 1635 2,66 2,54 2,54 3,51 5,72 1,57 
29 β-Eudesmol 1649 0,10 0,46 0,47 0,87 2,11 0,53 
30 α-Cadinol 1652 1,20 0,52 0,53 1,50 0,82 0,41 
31 Germacra-4(15,5,10(14)-trien-1α-ol 1685 6,73 3,23 3,57 6,99 11,75 2,81 
 Monoterpenos oxigenados  42,32 56,26 47,90 32,04 24,57 57,36 
 Hidrocarbonetos sesquiterpênicos  33,59 30,60 33,01 31,80 23,39 31,08 
 Sesquiterpenos oxigenados  17,58 12,34 17,02 29,47 42,82 11,35 
 Sesquiterpenos totais  51,17 42,94 50,03 61,27 66,21 42,43 
 Total identificado  93,49 99,20 97,93 93,31 90,78 99,79 
a Índice de retenção relativo a série de n-alcanos (C8-C32) em coluna CBP-5. 
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Foram observadas variações nos teores dos constituintes químicos dos 

óleos das inflorescências e folhas das três localidades (Tabela 2). A faixa de 

teores observados para os constituintes majoritários do óleo demonstraram 

grandes diferenças entre as amostras. Os principais constituintes foram a α-

tujona (6,72-19,3%), a β-tujona (8,40-24,20%), a cis-pinocanfona (2,68-5,71%), 

α-copaeno (4,43-9,25%), β-cariofileno (7,24-11,49%) e o γ-muuroleno (6,73-

12,02%).  Os teores de α e β-tujona do presente trabalho foram bastante distintos 

dos observados por Botrel et al. (2009) que determinaram 41,0% de α-tujona e 

15,9% de β-tujona em inflorescências de genótipo roxo de plantas H. 

marrubioides cultivadas em campo experimental em Lavras-MG (Brasil). 

A diferença mais marcante entre os teores dos constituintes do óleo foi 

observada nas amostras das R-f que apresentaram os menores teores de α-tujona 

(6,72%), β-tujona (8,40%), cis-pinocanfona (2,68%), α-copaeno (4,43%), β-

cariofileno (7,24%) e γ-muuroleno (6,73%) e os maiores de γ-cadineno (2,28%), 

espatulenol (2,51%), óxido de cariofileno (10,59%), cariofila-4(12),8(13)-dien-

5α-ol (2,10%), cariofila-4(12),8(13)-dien-5β-ol (5,72%), β-eudesmol (2,11%) e 

germacra-4(15),5,10(14)-trien-1α-ol (11,75%) (Tabela 2). A análise de PCA 

confirma a expressiva distinção dessa amostra em relação às demais, pois ela 

forma uma amostra isolada das demais (Figura 1). 
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Figura 1 Dispersão gráfica gerada a partir dos escores dos componentes (CP) 1 e 

2, na análise de componentes principais para os óleos essenciais 
extraídos de inflorescências e folhas de H. marrubioides coletadas em 
3 localidades. R: Ribeirão Vermelho; L: Luminárias; I: Ijaci; f: folhas; 
i: inflorescências. A numeração da PCA segue a Tabela 2 

 

Os principais constituintes químicos encontrados por Sales et al. (2007) 

em H. marrubioides, ao estudarem a variabilidade química presente no óleo 

essencial dessa espécie em duas localidades da região do Cerrado Brasileiro 

(Lavras e Tiradentes, MG) foram cariofila-4(14),8(15)-dien-5β-ol, eudesma-

4(15),7-dien-1β-ol, óxido de cariofileno e β-cariofileno. Esses resultados 

diferem dos encontrados neste trabalho, onde os monoterpenos α e β-tujona 

apresentaram maiores percentagens no óleo essencial, variando de 6,72 a 

24,20%. No estudo realizado por Sales et al. (2007), as percentagens de α e β-

tujona variaram de 0,4 a 1,8%. Comparando estses locais de coleta com os 

estudados neste trabalho, pode-se sugerir que existem fatores ambientais ou 

genéticos influenciando a composição química.  
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Comparando as amostras de I-i, R-i e Luminárias folhas (L-f), os óleos 

de I-i e R-i apresentaram os maiores teores de α-tujona (17,57% e 19,30%, 

respectivamente) e de β-cariofileno (11,49% e 11,08%, respectivamente). Pela 

análise de PCA também pode-se observar a distinção das amostras L-i e I-f das 

I-i, R-i e L-f (Figura 1). 

Corroborando com os dados apresentados acima, o gráfico de escores 

demonstra a separação de três grupos contrastantes (Figura 1).  A análise de 

PCA indicou uma variância cumulativa de 78,65%, sendo que a primeira 

componente principal explica 58,73% e a segunda 19,92%.  

Apesar do número populacional analisado, ser bastante reduzido e da 

amostragem ter sido tomada de localidades muito próximas, pôde-se notar que 

há um grande polimorfismo químico entre as amostras de óleos essenciais. 

Curiosamente, óleos essenciais extraídos de folhas de uma localidade 

apresentaram uma composição química qualitativa e quantitativa similar a de 

óleos extraídos de inflorescências de outra localidade. Como exemplo disso, a 

análise de agrupamento hierárquico interligou as amostras L-i com I-f e I-i com 

L-f, conforme demonstra o dendrograma da Figura 2. Os resultados da HCA 

corroboram integralmente com as análises de PCA, pois também indicaram o 

isolamento de R-f e a maior proximidade entre o grupo L-i e I-f e o grupo R-i, L-

f e I-i. 

Resultados obtidos por Azevedo et al. (2002) mostraram algumas 

importantes diferenças entre populações de Hyptis suaveolens do Cerrado 

Brasileiro, indicando a existência de polimorfismo químico. Três principais tipos 

de óleos essenciais de indivíduos de H. suaveolens foram encontrados: Grupo I 

(22,2% das amostras) foi caracterizado pela presença de α- bulneseno (0,13%); 

Grupo II (33,3% das amostras) teve β-bourboneno (4,58%) como composto 

majoritário; e Grupo III (44,5% das amostras) mostrou porcentagens 

significativas de 1,8-cineol (20,90%) e sabineno (11,98%). 
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A identificação de polimorfismo químico também foi observada por 

Sales et al. (2007) ao estudarem a composição e variabilidade química do óleo 

essencial de H. marrubioides em duas localidades da região do Cerrado 

Brasileiro (Lavras e Tiradentes, MG). Três principais tipos de óleos essenciais 

foram encontrados: agrupamento I (folhas frescas e caules frescos ou secos de 

Lavras) caracterizados por alta porcentagem de cariofila-4(14),8(15)-dien-5β-ol 

(16,7%) e eudesma-4(15),7-dien-1β-ol (12,8%); agrupamento II (folhas secas e 

caules de Tiradentes) com epi-longipinanol (16,2%) como principal constituinte; 

e agrupamento III (folhas secas de Lavras) contendo alto teor de (β)-cariofileno 

(17,4%) e α-copaeno (10,1%). 

  

 
Figura 2 Dendrograma do padrão de similaridade estabelecido pela análise de 

agrupamento hierárquico, com base nas distâncias euclidianas médias, 
para os óleos essenciais extraídos de inflorescências e folhas de H. 
marrubioides coletadas em 3 localidades. R: Ribeirão Vermelho; L: 
Luminárias; I: Ijaci; f: folhas; i: inflorescências 
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Na Tabela 3, visando melhor visualização das alterações na biossíntese 

dos compostos, pode-se observar o percentual normalizado dos constituintes 

químicos agrupados de acordo com o esqueleto carbônico dos terpenos presentes 

nos óleos essenciais nas três localidades e duas partes da planta de H. 

marrubioides.  

 

Tabela 3 Percentual normalizado dos constituintes químicos agrupados de 
acordo com o esqueleto carbônico dos terpenos presentes nos óleos 
essenciais de folhas e inflorescências de H. marrubioides coletadas nas 
três localidades do Sul de Minas Gerais 

Área (%) 
Ijaci Luminárias Rib. Vermelho Constituinte 

Folhas Inflor. Folhas Inflor. Folhas Inflor. 
Tujona 35,26 45,56 38,78 27,22 20,09 46,37 
Pineno 6,46 7,42 7,08 4,97 4,42 7,64 
Mentano 3,90 3,81 3,27 2,37 2,84 3,70 
Copaeno 9,97 6,57 6,86 7,83 4,93 5,40 
Bourboneno 2,48 0,55 0,79 2,44 0,11 0,39 
Cariofileno 18,78 17,99 17,07 21,61 28,55 15,63 
Humuleno 0,92 1,00 1,04 0,98 0,67 0,87 
Farneseno 0,22 0,72 0,64 0,64 0,90 0,71 
Cadineno 13,86 11,95 19,70 22,18 19,15 15,02 
Aromadendreno 0,80 0,63 0,52 1,18 2,79 0,53 
Eudesmeno 0,11 0,57 0,58 1,05 2,46 0,93 
Germacreno 7,25 3,26 3,66 7,54 13,08 2,83 
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
 

 Observa-se que 46,37% dos constituintes químicos do óleo essencial 

extraído de inflorescências no município de Ribeirão Vermelho foram 

originados a partir do mentano resultando em esqueletos carbônicos do tipo 

tujano. E, 28,55% e 13,08 dos constituintes químicos do óleo essencial extraído 

de folhas de H. marrubioides nesse acesso, foram originados a partir dos cátions 

humulil e germacril resultando em esqueletos carbônicos do tipo cariofilano e 

germacrano, respectivamente. 
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 Os maiores percentuais normalizados nos diferentes acessos estudados 

foram obtidos com constituintes químicos resultantes em esqueletos carbônicos 

do tipo tujano. 
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4 CONCLUSÕES 

 

O maior teor de óleo essencial foi obtido de folhas de H. marrubioides 

provenientes do município de Luminárias-MG (0,14%).  

Os principais constituintes químicos identificados nos acessos foram a 

α-tujona (6,72-19,3%), a β-tujona (8,40-24,20%), a cis-pinocanfona (2,68-

5,71%), α-copaeno (4,43-9,25%), β-cariofileno (7,24-11,49%) e o γ-muuroleno 

(6,73-12,02%).  

Ressalta-se que mesmo sendo de localidades muito próximas, com base 

nas análises multivariadas foi possível concluir que há um grande polimorfismo 

químico entre as amostras dos óleos essenciais provenientes de folhas e 

inflorescências de H. marrubioides das três populações de plantas estudadas. 

Porém, o número reduzido de indivíduos avaliados (três), bem como a realização 

de uma só análise química para cada indivíduo, não nos fornece dados 

estatisticamente suficientes para que se possa discutir a existência de 

quimiotipos na espécie. 
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CAPÍTULO 4 Caracterização química e atividade inseticida do óleo 
essencial de Hyptis marrubioides EPL. E DA 
SUBSTÂNCIA α + β tujona sobre Atta sexdens rubropilosa 
FOREL (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) 
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RESUMO 
 

Espécies de plantas medicinais têm sido estudadas na tentativa de 
descobrir novas moléculas inseticidas. Objetivou-se realizar a caracterização 
química e avaliar a atividade inseticida do óleo essencial de Hyptis marrubioides 
e de uma mistura isomérica comercial de α+β-tujona sobre Atta sexdens 
rubropilosa. Os constituintes majoritários presentes no óleo essencial foram: β-
tujona (40,8%), α-tujona (16,1%) e sabineno (15,9%), seguidos pelos 
constituintes 10S,11S-himachala-3(12),4-dieno (4,4%), cis-pinocanfona (4,0%) 
e β-cariofileno (3,9%). A aplicação tópica do óleo essencial das inflorescências 
de H. marrubioides na dose de 28,5% de α + β-tujona indicou efetiva toxicidade 
em formigas cortadeiras. A atividade tóxica do óleo essencial foi cerca de 40% 
maior que a da mistura isomérica. Essa dose de α + β-tujona do óleo apresenta 
uma TL50 estimada de 3,06 dias. O componente majoritário presente no óleo 
essencial é a β-tujona, o qual parece ser a substância responsável pela morte de 
90% das formigas após 144 h da aplicação. 
 
Palavras-chave: Planta medicinal. Inseticida natural. Atta spp. 
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ABSTRACT  
 

Species of medicinal plants have been studied in the effort of 
discovering new insecticidal molecules. It was aimed to perform the chemical 
characterization and evaluate the insecticidal activity of the essential oil Hyptis 
marrubioides and of a commercial isomeric mixture α+β-thujone on Atta 
sexdens rubropilosa. The major constituents present in the essential oil were β-
thujone (40.8%), α-thujone (16.1%) and sabinene (15.9%), followed by the 
constituents 10S.11S-himachala-3(12), 4-dieno (4.4%), cis-pinocamphone 
(4.0%) and β-caryophylene (3.9%). The topical application of the essential oil H. 
marrubioides inflorescences at the dose of 28.5% of α + β-thujone indicated 
effective toxicity in cutter ants. The toxic activity of the essential oil was about 
40% high than isomeric mixture. This dose α + β-thujone oil had a TL50 
estimated of 3.06 days. The major constituent present in the essential oil is a β-
thujone, which seems to be the substance responsible for the 90% ants death 
after 144 h from the application.  
 
Keywords: Medicinal plant. Natural insecticide. Atta spp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A utilização de produtos naturais de origem vegetal com ação tóxica às 

formigas cortadeiras e/ou ao fungo simbionte é uma perspectiva na busca de um 

método eficaz de controle dessa praga. No Brasil, a utilização de formas 

alternativas de controle de pragas vem crescendo em substituição aos inseticidas 

altamente tóxicos ao homem e ao meio ambiente (FERNANDES et al., 2006), 

mas ainda em pequenas proporções. 

Plantas aromáticas e seus óleos essenciais têm sido estudados como 

agentes antimicrobianos, fungicidas, inseticidas e repelentes de insetos e 

conservação de produtos estocados (BAKKALI et al., 2008; DORMAN; 

DEANS, 2000; ISMAN; MACHIAL, 2006). Os óleos essenciais constituem-se 

numa alternativa aos pesticidas sintéticos, pois não apresentam efeitos adversos 

para o meio ambiente (ISMAN, 2000; ISMAN; MACHIAL, 2006). Por isso, um 

dos maiores interesses dos óleos essenciais, na última década, primeiramente se 

deve a sua atividade fumigante e inseticida de contato e pela sua menor 

exigência de mecanismos de aprovação regulatória para sua exploração, devido 

sua longa história de uso (ISMAN, 2006). Pesquisas desenvolvidas com óleos 

essenciais confirmaram seus potenciais no controle de diversos fitopatógenos e 

pragas que afetam a produção agrícola (BALBI-PEÑA et al., 2006; BATISH et 

al., 2008; ISMAN, 2006; VIGO-SCHULTZ et al., 2006). 

 Hyptis marrubioides Epl. é uma espécie pertencente à família 

Lamiaceae, conhecida popularmente como hortelã-do-campo. O gênero Hyptis 

apresenta uma grande diversidade morfológica, principalmente na região do 

Cerrado Brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies (HARLEY, 1988). 

Vários estudos têm confirmado atividades biológicas importantes 

relacionadas ao gênero Hyptis, tais como atividades antifúngica (OLIVEIRA et 
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al., 2004), antibacteriana (SOUZA et al., 2003), larvicida (COSTA et al., 2005) e 

inseticida (ARAÚJO et al., 2003). 

O óleo essencial de H. marrubioides é constituído majoritariamente 

pelos monoterpenos isoméricos α e β-tujona (BOTREL et al., 2009).  

Investigações sobre atividades biológicas dos isômeros α e β-tujona têm 

sido conduzidas no Instituto Europeu de Saúde (EUROPEAN COMMISSION, 

HEALTH & CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL, 

2002). A tujona, composta por uma mistura isomérica está banida como aditivo 

alimentar nos Estados Unidos e sua presença em alimentos e bebidas é 

regulamentada em vários países (na União Europeia o limite é de 10 mg L-1). 

Deve ser enfatizado que as restrições ao uso de plantas que contêm tujona e 

derivados deve-se principalmente ao isômero-α (PRESTI et al., 2007).  

As formigas cortadeiras [Atta sexdens rubropilosa (Forel)] pertencem à 

ordem Hymenoptera, família Formicidae. São insetos que causam grandes 

prejuízos às plantações, pois geralmente a infestação de uma área é caracterizada 

por um elevado número de colônias de controle difícil e oneroso para o 

agricultor (RIBEIRO, 2002). 

Almeida et al. (2007) avaliaram a toxicidade de extratos, frações e 

substâncias puras de Helietta puberula RE Fr. (Rutaceae) para operárias de Atta 

sexdens L. e para o seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (Singer) 

Möller. Os resultados mostraram que dentre as seis substâncias isoladas de H. 

puberulla, três delas foram concomitantemente tóxicas para as saúvas e para o 

fungo, mostrando que constituintes químicos de origem natural são uma fonte 

promissora de novas substâncias para o controle de formigas cortadeiras. 

Objetivou-se realizar a caracterização química e avaliar a atividade 

inseticida do óleo essencial de H. marrubioides e de uma mistura isomérica 

comercial de α+β-tujona sobre Atta sexdens rubropilosa (Forel) (Hymenoptera: 

Formicidae). 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Extração do óleo essencial 

 

Inflorescências de plantas de H. marrubioides com idade de 270 dias, 

cultivadas em casa de vegetação foram coletadas em fevereiro de 2011. A 

exsicata da espécie está depositada no herbário localizado no Departamento de 

Biologia da Universidade Federal de Lavras, sob registro ESAL 13955.  

As inflorescências foram coletadas na parte mediana de ramos floridos 

de 20 vasos às 8h. As inflorescências frescas foram pesadas em balança analítica 

(240 g) e, posteriormente, hidrodestiladas em aparelho de Clevenger por 60 min. 

Foram utilizadas quatro repetições, cada uma oriunda de amostra composta de 

60 g de massa fresca. O óleo essencial foi purificado por partição líquido-líquido 

em funil de separação, realizando-se três lavagens do hidrolato com três porções 

de 20 mL de diclorometano. As frações orgânicas foram reunidas e secas com 

sulfato de magnésio anidro. O solvente foi evaporado à temperatura ambiente, 

sob capela de exaustão de gases. O óleo isolado foi analisado por cromatografia 

gasosa acoplada a detector de ionização em chama de hidrogênio (CG-DIC) e 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM). 

 

2.2 Substâncias de referência 

 

Foi adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) uma mistura 

isomérica de referência de α + β-tujona. Conforme as especificações do produto 

a mistura apresenta 82,5% de pureza determinada por porcentagem de área 

relativa por CG, contendo ~ 70% de α-tujona e ~ 10% de β-tujona. Solução de 

referência de n-alcanos, C8-C20, também foi adquirida da mesma companhia. 
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2.3 Análises cromatográficas 

 

 As análises químicas foram realizadas no Laboratório de 

Fitoquímica do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de 

Lavras. O óleo essencial foi analisado por CG-DIC e CG-EM. Para as análises 

de CG-DIC empregou-se um sistema Agilent® 7890A equipado com coluna 

capilar de sílica fundida HP-5 (30 m de comprimento × 0,25 mm de diâmetro 

interno × 0,25 μm de espessura do filme) (Califórnia, EUA). O gás hélio foi 

utilizado como gás de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do 

injetor e do detector foram mantidas em 220°C e 240 °C, respectivamente. A 

temperatura inicial do forno foi de 60 ºC, isotérmico por 1,5 min, seguido por 

uma rampa de temperatura de 3º C/min até 240 ºC, seguida de uma rampa de 

10ºC/min até 270ºC. O óleo foi diluído em acetato de etila (1%, v/v) e injetado 

automaticamente no cromatógrafo empregando volume de injeção de 1,0 μL, no 

modo split a uma razão de injeção de 1:50.   

Nas análises de CG-EM utilizou-se um sistema Agilent® 7890A 

acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® 5975C, operado por 

ionização de impacto eletrônico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade 

de 1,0 scan/s, com um intervalo de aquisição de massas de 40-400 m/z. As 

condições cromatográficas foram as mesmas empregadas nas análises por CG-

DIC. Cada constituinte foi identificado por comparação dos espectros de massas 

com o banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literatura  

(ADAMS, 2007); por comparação dos índices de retenção relativos com índices 

de retenção de  literaturas (ADAMS, 2007; BOTREL et al., 2009; DAVIES, 

1990);  e por coinjeção de substância de referência de α + β-tujona. Os índices 

de retenção (IR) foram determinados utilizando uma curva de calibração de uma 

série de n-alcanos (C8-C20), injetados nas mesmas condições cromatográficas das 

amostras. A concentração dos constituintes foi calculada por meio da área 



 

 

101

integral de seus respectivos picos, relacionada com a área total de todos os 

constituintes da amostra, obtida pela análise utilizando cromatógrafo a gás com 

detector de ionização de chamas (FID). 

 

2.4 Atividade formicida 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Seletividade do 

Departamento de Entomologia da UFLA.  

As formigas cortadeiras foram coletadas no interior de um eucaliptal 

isento de contaminação química situado no Campus da UFLA. Para a realização 

dos bioensaios, as formigas operárias foram acomodadas em placas de Petri e 

mantidas em câmara climática com temperatura de 24 ± 1°C, umidade relativa 

de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12h. Foram utilizadas placas de Petri de 10 cm de 

diâmetro forradas com papel-filtro, contendo 10 formigas que receberam dieta 

artificial constituída de 5 g de glicose; 0,1 g de lêvedo de cerveja; 1,5 g de ágar e 

1 g de peptona bacteriológica dissolvidos em 100 mL de água destilada. A cada 

2 dias, foi feita a troca da dieta para evitar contaminação. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado 

(DIC) com quatro repetições, em esquema fatorial (2x5), sendo duas fontes de α 

+ β-tujona: o óleo essencial de inflorescências de H. marrubioides e a mistura 

isomérica de referência de α + β-tujona.   

Soluções do óleo essencial e da mistura isomérica empregando como 

veículo, óleo vegetal de soja, foram preparadas nas concentrações de 7,1; 14,2; 

21,2 e 28,5%. Essas concentrações foram determinadas a partir de ensaios 

preliminares realizados por Botrel (2009) e estão expressas em termos dos teores 

de α + β-tujona nas duas fontes.    

O volume de 1,0 µL das misturas foi aplicado no dorso das formigas 

com auxílio de uma microsseringa, sendo que no tratamento controle (ausência 
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total de óleo essencial ou mistura isomérica), aplicou-se apenas o óleo vegetal de 

soja. Para facilitar a manipulação das formigas durante a aplicação dos 

tratamentos, as mesmas foram desmaiadas por meio de CO2 por cerca de 30 

segundos.  

 

2.5 Análises estatísticas 

 

 A mortalidade das formigas foi registrada a cada 24 h, contando-se o 

número de formigas mortas em cada placa, por um período de 6 dias. Após esse 

período, calcularam-se os tempos letais 50% (TL50) para cada grupo formado 

através da análise de sobrevivência utilizando o pacote "survival" do R (R 

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). Após a seleção do modelo matemático 

mais adequado por meio da análise de resíduos, realizou-se a análise de 

contraste para verificar a semelhança entre os produtos testados e foi realizada 

a formação de grupos congêneres.  

A evolução da mortalidade das formigas foi determinada pelo cálculo da 

área abaixo da curva de progressão da mortalidade de formigas (AACPMF) 

segundo a seguinte fórmula modificada de Campbell & Madden (1990): 

AACPMF = Σ{[(mortalidade atual + mortalidade anterior)/2]* intervalo entre 

avaliações}. Após análise estatística pelo programa SISVAR (FERREIRA, 

2000) realizou-se o teste de média de Scott-Knott (p < 0,05). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Caracterização química do óleo essencial 

 

A análise cromatográfica detectou a presença de 35 componentes no 

óleo essencial das inflorescências de H. marrubioides. Dentre os principais 

constituintes destacaram-se além da α-tujona (16,1%) e  β-tujona (40,8%), a 

predominância de sabineno (15,9%), 10S,11S-himachala-3(12),4-dieno (4,4%), 

cis-pinocanfona (4,0%) e β-cariofileno (3,9%) (Tabela 1). 

 O teor de α + β-tujona no óleo essencial das inflorescências de H. 

marrubioides correspondeu a um total de 56,9%. Esse teor é idêntico a 

somatória dos teores de α + β-tujona encontrados por Botrel et al. (2009) em 

análises do óleo essencial das inflorescências do genótipo roxo de H. 

marrubioides, que quantificaram 41,0% de α-tujona e 15,9% de β-tujona. 

A classe dos monoterpenos oxigenados (65%) foi dominante no óleo 

essencial das inflorescências de H. marrubioides (Tabela 1), diferente da 

composição química do óleo essencial do caule e das folhas dessa espécie 

vegetal analisados por Sales et al. (2007), que constataram que o óleo  

constituiu-se, predominantemente, por constituintes químicos da classe dos 

sesquiterpenos oxigenados (52,9- 93,2%). 

 



 

Tabela 1 Composição química e porcentagem de área relativa dos picos cromatográficos correspondentes aos 
constituintes identificados no óleo essencial das inflorescências de Hyptis marrubioides 

Pico Constituinte IRa Área do pico (%) Método de indentificação 
1 α-tujeno 931 0,2 c,d 
2 α-pineno 938 0,3 c,e 
3 tuja-2,4-(10)-diene 959 0,1 c,e 
4 sanineno 975 15,9 c,e 
5 β-pineno 978 1,5 c,e 
6 α-terpineno 1013 0,3 c,e 
7 β-tujeno 1024 0,5 c 
8 1,8-cineol 1027 1,0 c 
9 g-terpineno 1054 0,4 c,e 

10 hidrato de trans-sabineno 1063 0,3 d 
11 terpinoleno 1084 0,1 c,e 
12 hidrato de cis-sabineno 1095 0,2 d 
13 n.i. (m/z=136) 1097 0,2 - 
14 α-tujona 1102 16,1 c,e,g 
15 β-tujona 1114 40,8 c,e,g 
16 iso-3-tujonol 1134 0,3 c,f 
17 trans-pinocarveol 1139 0,2 c,e 
18 3-tujen-2-ol 1141 0,2 c 
19 cis-pinen-3-ol 1145 0,6 c 
20 trans-pinocanfona 1162 0,1 c,e 
21 cis-pinocanfona 1177 4,0 - 
22 n.i. (m/z=154) 1181 0,9 c,e 
23 α-terpineol 1196 0,6 c,d 
24 α-ylamgeno 1371 0,2 c,e 
25 α-copaeno 1399 2,3 c,d 

“continua” 
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Tabela 1 “conclusão” 
Pico Constituinte IRa Área do pico (%) Método de indentificação 
26 β-bourboneno 1409 0,2 c,d 
27 β-cariofileno 1433 3,9 c,d 
28 α-humuleno 1469 0,3 c,d 
29 10S,11S-himachala-3(12),4-dieno 1510 4,4 c,e 
30 n.i. (m/z=207) 1512 1,5 c 
31 n.i. (m/z=154) 1534 0,1 - 
32 d-cadineno 1545 0,1 - 
33 n.i. (m/z=220) 1553 0,3 c 
34 14-hidroxi-(Z)-cariofioleno 1612 0,7 c,e 
35 n.i. (m/z=220) 1710 0,3  

 Hidrocarbonetos monoterpênicos  19,7  
 Monoterpenos oxigenados  65,0  
 Hidrocarbonetos sesquiterpênicos  12,0  
 Não identificados  3,3  
 TOTAL  100  

aÍndice de retenção relativo a série de n-alcanos (C8-C20) em coluna HP/MS-5. bPorcentagem de área relativa do pico cromatográfico 
obtido pelo detector de ionização de chamas. cIdentificação estabelecida com base na comparação dos espectros de massas com o 
banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e Adams (2007). Índice de retenção relativo relatados por Davies et al. 
(1990)d; Adams (2007)e e Botrel et al. (2009)f. gIdentificação realizada pela coinjeção de substância de referência. n.i.: não 
identificado 
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3.2 Atividade formicida 

 

 A toxicidade das diferentes doses do óleo essencial de inflorescências de 

H. marrubioides para formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa) pode ser 

observada na Figura 1. A dose de 28,5% de óleo essencial proporcionou maior 

percentagem de mortalidade de formigas cortadeiras em todos os períodos 

avaliados, chegando a 90%, 144 h após a aplicação. Para as demais doses 

utilizadas do óleo essencial, a mortalidade não ultrapassou a 25%, durante o 

período avaliado (Figura 1). 
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Figura 1 Mortalidade de formigas cortadeiras (%) expostas a diferentes doses de 

α + β-tujona utilizando como fonte o óleo essencial de 
inflorescências de H. marrubioides, durante 144 h após a aplicação 

 

A tujona é um monoterpeno oxigenado que apresenta atividade 

neurotóxica em animais, podendo provocar crises epileptiformes ou tetaniformes 

e distúrbios sensoriais e psíquicos (LACHENMEIER, 2010; SIMÕES; 

SPITZER, 2003). Devido aos relatos na literatura sobre a toxicidade para essa 
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substância e, uma vez que o óleo essencial das inflorescências de H. 

marrubioides apresentou altos teores de α + β-tujona (Tabela 1) e demonstrou 

alta toxicidade para as formigas cortadeiras na dose de 28,5% (Figura 1), 

buscou-se esclarecer se a mortalidade provocada pelo óleo essencial seria devido 

à alta concentração de α + β-tujona. Para isso, então avaliou-se a atividade 

formicida da mistura isomérica comercial de α + β-tujona. Entretanto, na maior 

dose de α + β-tujona obtida a partir da mistura isomérica (28,5%), observou-se 

apenas 50% de mortalidade das formigas, 144 h após a aplicação (Figura 2). 

Esse porcentual de mortalidade corresponde a cerca de 40% menor que a 

porcentagem de mortalidade das formigas observada para o óleo essencial, no 

sexto dia de aplicação. 
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Figura 2 Mortalidade de formigas cortadeiras (%) expostas a diferentes doses de 

α + β-tujona utilizando como fonte a mistura isomérica, durante 144 
h após a aplicação 

 

Ainda com relação a toxicidade da mistura isomérica observou-se que 

nos períodos de 120 e 144 h após a aplicação das doses de 7,1 e 14,2% não 

foram observadas diferenças significativas na mortalidade das formigas, que 
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apresentaram um valor de cerca de 30% de mortalidade (Figura 2 ). Empregando 

o óleo essencial como fonte de α + β tujona, na dose de 7,1%, apenas 20% da 

população das formigas encontravam-se mortas (Figura 1). 

Essas diferenças nas respostas tóxicas às formigas podem ser devido às 

distintas relações entre os teores de α e β-tujona do óleo essencial de H. 

marrubioides e da mistura isomérica (Tabela 2). Observa-se pela Tabela 2 que 

há uma relação inversa entre os teores de α e β-tujona no óleo essencial e na 

mistura isomérica. O óleo essencial contém maiores teores de β-tujona, enquanto 

que a mistura isomérica contém maiores teores de á-tujona. Pelas diferenças 

observadas na mortalidade das formigas, β-tujona parece ter maior grau de 

toxicidade que a α-tujona. 

 

Tabela 2 Doses totais e individuais de α-tujona e β-tujona das soluções aplicadas 
nas formigas, conforme a fonte empregada 

Óleo essencial1 Mistura isomérica2 Doses de α + β-tujona 
(%) α-tujona (%) β-tujona (%) α-tujona (%) β-tujona (%) 

0 0 0 0 0 
7,1 2,0 5,1 6,2 0,9 

14,2 4,0 10,2 12,4 1,8 
21,2 6,0 15,2 18,5 2,7 
28,5 8,1 20,4 24,9 3,6 

1Teor de α-tujona=16,1% e de β-tujona=40,8%, expressos em área relativa  por análises 
de CG-DIC (vide condições de análise no item material e métodos) 2Teor de α-
tujona=70% e de β-tujona=10%, conforme especificações do fabricante (vide item 
‘Substâncias de referência’ para maiores informações)  

 

Após 48 h da aplicação das duas fontes de α + β tujona observou-se que 

à medida que as doses de óleo essencial e da mistura isomérica foram 

aumentadas as formigas alimentavam-se com menor frequência e demonstravam 

certo grau de paralisia. 

 Na Tabela 3 apresentam-se os valores médios da área abaixo da curva de 

progressão da mortalidade de formigas (AACPMF) em função da aplicação das 

doses de α + β tujona oriundas do óleo essencial de H. marrubioides e da 
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mistura isomérica. Os resultados indicaram a ocorrência de diferenças 

significativas entre as fontes de α + β tujona. A dose de 28,5% de ambas as 

fontes de α + β-tujona foram superiores às demais. Entre as fontes de α + β-

tujona, foi possível confirmar a superioridade da atividade formicida do óleo 

essencial em relação a mistura isomérica ao utilizar a concentração de 28,5%. 

 

Tabela 3 Área abaixo da curva de progressão da mortalidade de formigas 
(AACPMF) em função da aplicação de diferentes doses de α + β-
tujona utilizando como fonte o óleo essencial das inflorescências de 
H. marrubioides e a mistura isomérica 

α + β-tujona Óleo essencial Mistura isomérica 
------ % ------- ---------- AACPMF ---------- 

0,0 90 b A 90 b A 
7,1 102 b A 117 b A 

14,2 120 b A 192 b A 
21,2 168 b A 228 b A 
28,5 924 a A 378 a B 

As médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não 
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 

 

Os óleos essenciais são ricos em terpenoides que podem causar potencial 

de repelência às formigas da tribo Attini, conforme demonstrado por Marsaro 

Júnior et al. (2004). Esses autores observaram alterações de comportamento em 

operárias de Atta sexdens rubropilosa quando as formigas foram expostas ao 

óleo essencial de Eucalyptus maculata. Além disso, os extratos hexânicos dessa 

espécie de eucalipto revelaram alguns terpenoides, especialmente o β-eudesmol, 

como os responsáveis pelas alterações de comportamento. 

No presente trabalho observou-se que imediatamente após a aplicação 

do óleo essencial de H. marrubioides e da mistura isomérica ocorreu um alto 

grau de excitação das formigas cortadeiras, sendo que nas doses máximas 

avaliadas, observaram-se mutilamentos entre as formigas. A tujona, constituinte 

majoritário do óleo essencial de inflorescências de H. marrubioides é 

caracterizada por uma cetona monoterpênica que exibe propriedades 
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neurotóxicas manifestadas por convulsões tônico-clônicas em animais e 

humanos (LACHENMEIER, 2010). Provavelmente, esse constituinte pode ter 

alguma influência na mortalidade das formigas cortadeiras, apesar da potencial 

ação sinérgica de outros constituintes do óleo essencial, tais como o β-

cariofileno (3,9%). North, House e Ackson (2000) utilizando o cariofileno 

sintético impregnado em iscas atrativas e em fragmentos de papel-filtro em 

colônias de Atta sexdens rubropilosa, encontraram que essa substância provoca 

repelência, alarme, “self-grooming” (autolimpeza), comportamento agonístico 

(abertura de mandíbulas e posição de ataque) seguido de luta entre as operárias 

companheiras de ninho. 

A menor TL50 (tempo necessário para matar 50% da população de 

formigas) foi de 3,06 dias, quando se aplicou no dorso das formigas 28,5% da 

mistura isomérica α + β-tujona utilizando como fonte o óleo essencial de 

inflorescências de H. marrubioides (Tabela 4). Ao aplicar a mesma dose de α + 

β-tujona utilizando como fonte a mistura isomérica verificou-se uma TL50 maior 

(7,27 dias). Doses intermediárias de α + β-tujona (7,1%; 14,2%; 21,2%) 

utilizando como fonte a mistura isomérica proporcionaram uma TL50 menor 

(10,02 dias) comparado à aplicação da mistura isomérica utilizando como fonte 

o óleo essencial (20,84 dias). 

 

Tabela 4 Valores de TL50 (dias) de formigas cortadeiras que receberam 
diferentes doses de α + β-tujona utilizando como fonte o óleo 
essencial das inflorescências de H. marrubioides e a mistura 
isomérica, por um período de 144 h 

α + β-tujona Óleo essencial Mistura isomérica 
------ % ------- --------------------- TL50 (dias) ---------------------- 

0,0 20,84 A 20,27 A  
7,1 20,84 A 10,02 B 

14,2 20,84 A 10,02 B 
21,2 20,84 A 10,02 B 
28,5   3,06 B  7,27 C 

As médias seguidas da mesma letra maiúscula na coluna e não diferem entre si pelo teste 
de contraste ao nível de 5% de probabilidade. 
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Cheng et al. (2008) ao estudarem a atividade inseticida do óleo essencial 

e da substância química trans-cinamaldeído presente em Cinnamomum 

osmophloeum verificaram que, tanto o óleo essencial quanto a substância 

química provocaram alta mortalidade em formiga de fogo (Solenopsis invicta) 

após um período de exposição de 80 min. em frascos fechados.  
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4 CONCLUSÕES 

  

 A aplicação tópica do óleo essencial das inflorescências de H. 

marrubioides na dose de 28,5% de α + β-tujona exibe uma efetiva toxicidade às 

formigas cortadeiras, com uma atividade tóxica cerca de 40% maior que a da 

mistura isomérica.  

A dose de 28,5% de α + β-tujona do óleo apresenta uma TL50 estimada 

de 3,06 dias.  

O constituinte majoritário do óleo essencial é a β-tujona, o qual 

apresenta uma forte relação com a toxicidade observada nas formigas. 
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ANEXOS 



 

ANEXO 1A Atributos de fertilidade do solo nas profundidades de 0 a 20 cm, na fase de floração nos três acessos de H. 
marrubioides localizados nos municípios Sul Mineiros de Ijaci, Luminárias e Ribeirão Vermelho. UFLA, 
Lavras – MG, 2010 

Atributo Unidade Ijaci Luminárias Ribeirão Vermelho 
pH (água, KCl e CaCl2) - 5,6 AcM 6,0 AcM 6,3 AcF 
P (Mehlich 1) mg dm-3 10,7 M 2,0 MB 4,6 MB 
K (Mehlich 1) mg dm-3 90 Bo 133 MBo 147 MBo 
Ca (KCl) cmolc dm-3 2,7 Bo 2,6 Bo 2,5 Bo 
Mg (KCl) cmolc dm-3 0,4 B 1,1 Bo 0,7 M 
Al (KCl) cmolc dm-3 0,2 MB 0,1 MB 0,1 MB 
H + Al cmolc dm-3 5,0 M 3,6 M 1,7 B 
SB cmolc dm-3 3,3 M 4,0 Bo 3,6 M 
t cmolc dm-3 3,5 M 4,1 M 3,7 M 
T cmolc dm-3 8,4 M 7,7 M 5,2 M 
m % 5,7 MB 2,4 MB 2,7 MB 
V % 39,8 B 52,8 M 68,3 Bo 
Matéria orgânica dag kg-1 3,8 M 4,8 Bo 1,6 B 
P-rem mg L-1 30,8 19,8 37,4 
S-SO4

-2 mg dm-3 9,4 B 5,4 B 6,7 B 
B (água quente) mg dm-3 0,1 MB 0,2 B 0,3 B 
Zn (Mehlich 1) mg dm-3 2,3 A 2,9 A 1,4 M 
Fe (Mehlich 1) mg dm-3 141,3 A 37,9 Bo 66,4 A 
Mn (Mehlich 1) mg dm-3 63,2 A 51,8 A 25,2 A 
Cu (Mehlich 1) mg dm-3 2,3 A 1,5 Bo 0,6 B 
Argila dag kg-1 38 TAr 36 TAr 24 TMe 
Areia dag kg-1 2,0 34,0 42,0 
Silte dag kg-1 60,0 30,0 34,0 
AcM - Acidez média; AcF - Acidez fraca; MB - Muito baixo; B - Baixo; M - Médio; Bo - Bom; MBo -  Muito bom; A - Alto; TAr - 
Textura argilosa; TMe - Textura média; t – CTC efetiva; T – CTC potencial; m – saturação por Al; V – saturação por bases  
Fonte: (CFSEMG, 1999) 
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