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RESUMO GERAL

A Mentha piperita L. ¢ uma erva utilizada na culinaria e presente em alguns produtos
alimenticio, perfumes, cosméticos de higiene pessoal e fitoterapicos. A intensidade e a
qualidade luz, geram respostas fisiologicas e morfogénicas especificas. A ventilagdo natural in
vitro viabiliza a produ¢do de mudas mais resistentes a aclimatizagdo. Objetivou-se avaliar o
efeito da intensidade luminosa, da qualidade de luz e da ventilagdo natural na producgdo de
biomassa ¢ compostos volateis de Mentha piperita micropropagadas. Foram inoculados
segmentos nodais de 1 cm de plantulas estabelecidas in vitro. No primeiro experimento os
explantes foram cultivados sob diodos emissores de luz (LEDs) nas intensidades de 20, 57, 78,
102 ¢ 139 pmol m? s, No segundo experimento os explantes foram cultivados sob a LED
branca; azul ; vermelho; 70% azul : 30% vermelho; 30% azul :70% vermelho; 50% azul :
50% vermelho. No terceiro experimento foram utilizados frascos utilizando o sistema de
ventilagdo natural (SVN) com 1 (SVNI1), 2 (SVN2), 4 (SVN4) membranas porosas nas
tampas e sem membrana (SVNO - controle). Todos os experimentos foram avaliados 30 dias
apods a inoculagdo, sendo avaliado o comprimento do maior broto e 2° entrend, nimero de
brotos, area foliar, numero de folhas, biomassa seca das folhas, caule e raiz, além das analises
dos pigmentos fotossintéticos, fenois, flavonoides e a composi¢do quimica volatil. Os dados
foram analisados com o software Sisvar para comparacdo das médias, utilizando o teste de
Scott-Knott a probabilidade de 5%. No primeiro experimento, as plantas sob 20 umol m? s,
estiolaram, mas ficaram com maior teor de pigmentos fotossintéticos. O cultivo sob as
intensidades de 78, 102 e 139 pmol m? s indicaram maior acumulo de biomassa seca das
folhas e total. A densidade do fluxo de fotons ndo influenciou os teores de mentofurano e
pulegona. No experimento de qualidade de luz a LED vermelha e 70%V : 30%A estimulou o
crescimento do caule e do 2° entrend. A luz branca, azul, 50%V:50%A e 30%V:70%A
beneficiaram a produ¢do de biomassa seca das folhas e raizes. Os brotos sob as combinagdes
de 50%V;50%A acumularam maior teor de clorofila a e total e carotenoides. As LEDs
vermelha ¢ 70%V:30%A estimularam a produ¢do de mentofurano. No experimento de
ventilagdo natural os brotos tiveram maior crescimento da parte aérea, acumulo de biomassa
seca das folhas, caule e raiz em SVN4 e maior teor de pigmentos fotossintéticos em SVN2.
Conclui-se que a partir de 78 pmol m? s as plantulas de M. piperita desenvolvem maior
nimero de brotos, folhas ¢ biomassa seca das raizes, além de crescerem mais vigorosas. O
indicado € cultivar a espécie sob LEDs 70%V:30%A para a obten¢do de mudas com bom
desenvolvimento da parte aérea, acimulo de biomassa seca das folhas, produgdo dos
pigmentos fotossintéticos € mentofurano, composto importante para a induastria da perfumaria.
O SVN4 proporciona crescimento vigoroso das mudas in vitro.

Palavras-chave: compostos volateis; membrana alternativa; horteld  pimenta;
micropropagacao; fotomorfogénese.



GENERAL ABSTRACT

Mentha piperita L. is an herb used in cooking and present in some food products, perfumes,
personal hygiene cosmetics and herbal medicines. Light intensity and quality generate
specific physiological and morphogenic responses. /n vitro natural ventilation enables the
production of seedlings more resistant to acclimatization. The objective of this study was to
evaluate the effect of light intensity, light quality and natural ventilation on the production of
biomass and volatile compounds of micropropagated Mentha piperita. Nodal segments of 1
cm of in vitro established seedlings were inoculated. In the first experiment, the explants were
grown under light-emitting diodes (LEDs) at intensities of 20, 57, 78, 102 and 139 umol m-2
s-1. In the second experiment, the explants were grown under white LED; blue; red; 70% blue:
30% red; 30% blue: 70% red; 50% blue : 50% red. In the third experiment, flasks using the
natural ventilation system (SVN) with 1 (SVNI1), 2 (SVN2), 4 (SVN4) porous membranes on
the lids and without membrane (SVNO - control) were used. All experiments were evaluated
30 days after inoculation, evaluating the length of the largest shoot and 2nd internode, number
of shoots, leaf area, number of leaves, dry biomass of leaves, stem and root, in addition to the
analysis of photosynthetic pigments, phenols, flavonoids and volatile chemical composition.
The data were analyzed with the Sisvar software to compare the means, using the Scott-Knott
test at a probability of 5%. In the first experiment, the plants under 20 umol m s™! etiolated,
but had a higher content of photosynthetic pigments. Cultivation under intensities of 78, 102
and 139 umol m? s*! indicated greater accumulation of dry biomass of leaves and total. The
photon flux density did not influence the contents of menthofuran and pulegone. In the light
quality experiment, red LED and 70%V: 30%A stimulated the growth of the stem and the 2nd
internode. White, blue, 50%V: 50%A and 30%V: 70%A light benefited the production of dry
biomass of leaves and roots. Shoots under the combinations of 50%V:50%A accumulated
greater contents of total chlorophyll @ and carotenoids. Red LEDs and 70%V: 30%A
stimulated the production of menthofuran. In the natural ventilation experiment, the shoots
showed greater shoot growth, accumulation of dry biomass of leaves, stem and roots in SVN4
and a higher content of photosynthetic pigments in SVN2. It was concluded that from 78
umol m s, the seedlings of M. piperita develop a greater number of shoots, leaves and dry
biomass of the roots, in addition to growing more vigorously. It is recommended to grow the
species under 70% V: 30% A LEDs to obtain seedlings with good shoot development,
accumulation of dry biomass of the leaves, production of photosynthetic pigments and
menthofuran, an important compound for the perfume industry. SVN4 provides vigorous
growth of seedlings in vitro.

Keyword: volatile compounds; alternative membrane; peppermint; micropropagation;
photomorphogenesis.



Impactos sociais, tecnologicos, econdomicos e culturais

O presente estudo contribui diretamente para diversos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) propostos pela Agenda 2030 da ONU. A Mentha piperita L. (hortela-
pimenta) ¢ uma espécie medicinal, aromatica e condimentar utilizada por varias comunidades.
A produgdo in vitro da espécie pode ser relacionada com a agricultura sustentavel, devido a
producdo em larga escala, em espago pequeno e com baixo gasto energético, devido a
utilizacdo de LEDs (Diodos Emissores de Luzes. A obtencdo de plantas mais resistentes ao
processo de aclimatizagdo, auxilia adaptacdo de plantas mais resistentes aos fatores adversos
do campo (ODS 2). A biossintese elevada de mentofurano, composto importante para a
industria da perfumaria reforca a ligacdo com a ODS 3, ao favorecer a producido de insumos
naturais para utiliza¢do da indtstria. A ODS 7 tem relagdo com o presente estudo, pois 0 uso
de LEDs promove a eficiéncia energética, sendo uma alternativa mais sustentavel e
econdmica. O cultivo in vitro de hortela-pimenta pode beneficiar a indistria da perfumaria.
Pois as plantas de hortela-pimenta in vitro, produzem alto teor de mentofurano, composto de
grande importancia econdmica para a fabricacdo de perfume, dessa forma, essas mudas
podem ser utilizadas como fonte de matéria-prima para a obtencdo desse composto natural,
diminuindo a utilizagdo do mentofurano sintético (ODS 9). Por fim a produgdo controlada e
eficiente de mudas de qualidade, com alto teor de compostos desejados, reduz desperdicios e
o impacto ambiental, promovendo cadeias produtivas mais sustentaveis, o que condiz com a

ODS12.



Social, technological, economic and cultural impacts

This study directly contributes to several Sustainable Development Goals (SDGs) proposed
by the UN 2030 Agenda. Mentha piperita L. (peppermint) is a medicinal, aromatic and
condiment species used by several communities. The in vitro production of the species can be
related to sustainable agriculture, due to large-scale production, in a small space and with low
energy expenditure, due to the use of LEDs (Light Emitting Diodes). Obtaining plants that are
more resistant to the acclimatization process helps the adaptation of plants that are more
resistant to adverse factors in the field (SDG 2). The high biosynthesis of menthofuran, an
important compound for the perfume industry, reinforces the connection with SDG 3, by
favoring the production of natural inputs for use in the industry. SDG 7 is related to the
present study, since the use of LEDs promotes energy efficiency, being a more sustainable and
economical alternative. The in vitro cultivation of peppermint can benefit the perfume
industry. Since peppermint plants in vitro produce a high level of menthofuran, a compound
of great economic importance for the manufacture of perfume, these seedlings can be used as
a source of raw material for obtaining this natural compound, reducing the use of synthetic
menthofuran (SDG 9). Finally, the controlled and efficient production of quality seedlings,
with a high content of desired compounds, reduces waste and environmental impact,

promoting more sustainable production chains, which is in line with SDG12.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A Mentha piperita L. pertence a familia Lamiaceae, ¢ conhecida em portugués como
horteld-pimenta e na lingua inglesa peppermint. E originaria da Europa e cultivada em regides
temperadas da Asia, Europa, Estados Unidos, India, paises do mediterraneo e trazida no
periodo colonial para Brasil. A espécie ¢ um hibrido estéril do cruzamento entre Mentha
spicata L. (horteld) e Mentha aquatica L. (horteld aquatica) (Mahendran; Rahman, 2020;
Naveen et al., 2020).

As espécies do género Mentha L. sdao de grande interesse econdmico, devido a
producdo de 6leos essenciais. E também muito conhecida pelo seu uso na culinaria, como
especiaria, na produ¢do de produtos alimenticios, de higiene, limpeza, cosméticos, perfumes,
fitoterapicos e usos na medicina popular (Santos; Brenzan; Serra, 2013; Lopes; Sousa; Abreu,
2021).

As folhas da horteld pimenta possuem tricomas glandulares, que biossintetizam e
armazenam 0s 0leos essenciais. A espécie tem como terpenos principais a mentona, pulegona,
mentofurano e mentol.

O mentol possui grande importancia econdmica, estima-se que cerca de 32.000
toneladas métricas sao consumidas anualmente, sendo que aproximadamente 6.300 toneladas
sao produzidas sintéticamente (Kamatou et al., 2013).

O mentofurano ¢ um composto aromatico produzido naturalmente nos botoes florais e
em folhas jovens. Esse monoterpeno ¢ de grande importancia para a industria de aromas, que
possui uma demanda estimada em 150-200 Mt/ano, para producdo de perfumes (Kumar;
Shukla; Samad, 2014).

Por ser um hibrido estéril a M. piperita L. ndo pode ser propagada por sementes, dessa
forma, a sua multiplicagdo ocorre vegetativamente por estacas, estoloes e rebentos, porém a
taxa de crescimento ¢ lenta nas suas fases iniciais (Holm et al., 1987; Talankova-Sereda et al.,
2019), o que retarda a sua propagagdo. Apesar da producdo de estacas ser o meio mais usual
para sua comercializagdo, o desenvolvimento das plantulas ¢ limitado por varios fatores,
como a infecgdo por fitopatogenos, clima, falta de matéria prima de alta qualidade (Nicola et

al., 2006; Shelepova et al., 2021; Zayova et al., 2021).
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Dessa forma, cultivo in vitro pode ser aplicado em plantas medicinais como uma
tecnologia para a producdo de metabolitos secundarios, obtencdo de plantas de elite livres de
patogenos e uniformes, além de possibilitar a produ¢do em escala comercial em um curto
periodo de tempo (Esposito-Polesi, 2020).

A luz ¢ um fator importante para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Além
de contribuir com a biossintese ¢ aumento da produ¢ao dos terpenoides presentes nas plantas
medicinais e aromaticas, ja que a concentragdo, rendimento, composicdo e substancias alvo,
também sdo influenciadas pela intensidade, qualidade de luz e fotoperiodo (Zhang et al.,
2021), sendo que cada espécie possui uma necessidade especifica, quanto a quantidade de
energia, tempo de exposicao e cor do espectro.

Com a utilizacdo dos diodos emissores de luz (LED) na sala de crescimento, € possivel
aplicar diferentes intensidades e qualidade para otimizar o crescimento, acimulo de biomassa
da parte aérea e da raiz, fotossintese e a producdo dos metabolitos secundarios.

No Sistema de Ventilacdo Natural (SVN) ¢ possivel utilizar tampas com membranas
porosas nos frascos, que permitem maiores trocas gasosas, o que melhora os processos
fisioldgicos e anatdmicos. Com isso as plantulas sdo mais responsivas, com alta qualidade e
vigorosas, além de diminuir a contaminag@o e permitir o cultivo fotoautotréfico das plantulas
in vitro.

Sao utilizados explantes com folhas aumentando a capacidade fotossintética, por conta
disso, crescem e se desenvolvem sem aglcar no meio de cultivo. As plantulas sdo
fotoautotréficas, podendo ser micropropagadas em larga escala, uniformes e com
desenvolvimento acelerado, sem a necessidade de reguladores de crescimento. Além disso,
possuem maior taxa de sobrevivéncia durante a aclimatizagdo, o que contribui para a redugao
dos custos de producao (Kozai; Kubota; Jeong, 1997).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar os impactos da intensidade
luminosa, qualidade de luz e ventilagdo natural na produg@o de biomassa e compostos volateis

de M. piperita L. cultiva in vitro.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Descricao Botanica do género Mentha L. e da espécie M. piperita

O género Mentha L. possui cerca de 42 espécies, 15 hibridos, variedades, cultivares e
centenas subespécies, ndo se tétm um consenso devido a taxonomia complexa das hortelas

(Salehi et al., 2018), sao distribuidas em regides temperadas e subtemperadas do mundo.
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Ao longo do tempo as hortelds foram utilizadas em varios sistemas de tratamento
tradicional, como ayuvérdico, chinés e unani, como analgésico, distirbios nervosos, resfriados,
inflamacdo na garganta, dor de estdmago, antisséptico, dores no peito, insonia, picadas de
insetos e cobra (Maurya et al., 2024).

As espécies do género Mentha L. sdo de grande interesse econdmico, devido a
produgdo de 6leos essenciais € 0 seu uso na culinaria, como especiaria, na produgdo de
produtos alimenticios, de higiene, limpeza, cosméticos, perfumes, fitoterapicos e na medicina
popular (Santos; Brenzan; Serra, 2013; Lopes; Sousa; Abreu, 2021). Os principios ativos das
espécies tém sido muito estudados para substituir produtos sintéticos prejudiciais a satde
(Rayan et al., 2024), sendo o composto de maior interesse para algumas espécies o mentol
(Maurya et al., 2024).

A Mentha piperita L. pertence a familia Lamiaceae, ¢ conhecida popularmente na
lingua portuguesa como hortela-pimenta, horteld de horta, hortelazinho, hortela de cheiro e na
lingua inglesa como peppermint. Essa espécie origindria da Europa, cultivada em regides
temperadas da Asia, Europa, Estados Unidos, India, paises do mediterraneo e no Brasil, sendo
trazida durante o periodo colonial. A espécie ¢ um hibrido estéril do cruzamento entre Mentha
spicata L. (horteld) e Mentha aquatica L. (horteld aquatica), sendo tradicionalmente utilizada
como aromatizante de alimentos (Mahendran; Rahman, 2020; Naveen et al., 2020).

As caracteristicas da hortela-pimenta foram descritas por Bupesh e seus colaboradores
(2007), que a classificou como uma planta herbacea aromatica, anual, que pode atingir cerca
de 100 cm de altura, possui caule do tipo haste quadrangular; suas folhas sdo opostas
serrilhadas oval-lanceoladas, com coloracdo verde escura a roxa-purpurea, sdo aveludadas;
suas flores estdo agrupadas em inflorescéncias que se desenvolvem em uma espiga terminal,
sao numerosas, pedunculadas, reunidas em verticilos separados e possuem uma coloragao
violacea (Rodrigues; Gonzaga, 2001). Nas folhas sdo presentes tricomas glandulares onde
sintetizam e armazenam os Oleos essenciais (Deschamps et al., 2006), além de criar uma
barreira hidrofobica, que impede o acumulo de 4gua sobre as folhas, protegendo contra o
desenvolvimento de microrganismos (Simplicio; Conce; Dallagnol, 2022).

A espécie possui sabor refrescante ¢ de grande importancia econdmica, devido a sua
ampla utilizagdo no setor alimenticio, farmacologico (Abbas et al., 2020), perfumaria,
cosmetologia e na tabacaria para producdo de cigarros mentolados. Popularmente as folhas
secas de Mentha piperita L. sdo utilizadas na preparagdo de cha para o uso de forma oral no
tratamento de tosse, bronquite, inflamacao na mucosa e garganta, flatuléncia, diarreia, nduseas,

vOmitos, indigestdo e enjoos matinais (Naveen et al., 2020). Além disso, as pessoas realizam
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0 uso topico da espécie como antibacteriano, antifingico e antiprurido (Khouri et al., 2021;
Trevisan et al., 2017).

O ¢leo essencial da horteld pimenta € aplicado no tratamento de doencas humanas, por
conta dos seus efeitos medicinais e terapéuticos (Chis et al., 2019), sendo os componentes
majoritarios o mentol e a mentona (Wu et al., 2019). Outros compostos, como o neo-mentol e
a iso-mentona possui atividade anti-inflamatoria, antibacteriana, imunomoduladora,
neuroprotetora, antifadiga e antioxidantes (Zhao et al., 2022). Oleo volatil também pode ser
utilizado, como fitoterapico na sindrome do intestino irritdvel, devido a sua acdo de
relaxamento sobre a musculatura lisa do intestino (Khouri et al., 2021) e no tratamento de
sintomas de doencas respiratdrias, por conta do seu efeito expectorante; ademais, o 6leo
essencial ¢ adicionado nas formula¢des dos produtos de higiene pessoal (Trevisan et al., 2017).

Devido a sua importancia farmacoldgica a hortela pimenta ¢ uma das 71 espécies
presentes na lista da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico
de Saude (Brasil, 2022), na Farmacopeia Brasileira (Farmacopeia, 2024) e no Formulario
Fitoterapico da Farmacopeia, que indicam a utilizacdo das folhas secas nas preparagdes
extemporaneas ¢ tinturas, para tratar sintomas dispépticos, como flatuléncia (Farmacopeia,

2021).

2.2.1 Aspectos agronémicos da hortela pimenta

Por ser um hibrido estéril a M. piperita L. ndo pode ser propagada por sementes, dessa
forma, a sua propagacdo ocorre vegetativamente por estacas enraizadas, estoldes, rebentos,
porém a taxa de crescimento ¢ lenta nas suas fases iniciais (Holm et al., 1989; Talankova-
Sereda et al., 2019), o que retarda a sua multiplicagdo.Apesar da produgdo de estacas ser o
meio mais importante para comercializagdo, o desenvolvimento das plantulas pode estar
limitado por vérios fatores, como a infec¢do por fitopatdgenos, fatores climaticos e falta de
matéria prima de alta qualidade (Fontana; Nicola; Hoeberechts, 2006; Shelepova et al., 2021;
Zayova; Kirova; Geneva, 2021).

A horteld pimenta se adapta bem em varias condi¢des climaticas, porém tem melhor
desenvolvimento em climas frios, iimidos, solos profundos, rico em compostos organicos
(himus), bem drenado, com pH quase neutro para melhor absor¢ao dos nutrientes. Além disso,
o fotoperiodo ¢ um fator importante que influéncia o maior rendimento do 6leo e a sua
qualidade, a espécie necessita de varias horas de luz solar durante a sua fase vegetativa, para a
producao dos compostos de interesse, enquanto, que a sombra promove a producao de ésteres

e cetonas (Pushpangadan; Tewari, 2006).
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No Brasil houve uma redugdo da producdo de horteld pimenta, devido problemas de
fertilidade e manejo do solo (Paulus et al., 2007), pois as condi¢des nutricionais do solo sao
importantes para a biossintese dos metabolitos secundarios (Amorim et al., 2021), além de
pragas e doengas, como fungos, virus, bactérias, nematoides e insetos, esses fitopatogenos tém
afetado o cultivo da espécie, dificultando o atendimento da demanda global, isso ocorre
porque eles podem reduzir a produgdo dos 6leos essenciais em até 60% a 80% (Maurya et al.,

2024).

2.2.2 Quimica da espécie Mentha piperita

Os monoterpenos pertencentes a classe dos terpenodides presentes no o6leo volatil da
hortela-pimenta. Sao sintetizados a partir da rota metabolica do metil-eritritol-4-fosfato, que
tem como precursor o gliceraldeido-3-fosfato subproduto do metabolismo primario, que apos
ser sintetizado por oito etapas enzimaticas se transforma em geranil difosfato (Figura 1),
dando inicio ao metabolismo secundario das plantas aromadticas; os monoterpenos sao
sintetizados ¢ armazenados no interior dos tricomas glandulares (Turner; Croteau, 2004;

Croteau et al., 2005).
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Figura 1: Rota metabdlica da produ¢do do mentol, em M. piperita L. As etapas s3o realizadas
pelas enzimas: 1, geranil difosfato sintase (GPPS); 2, (-)-limoneno sintase (LS); 3, (-)-
limoneno-3-hidroxilase (L30H, hortela-pimenta); 4a, (-)-trans-isopiperitenol desidrogenase
(IPD); 5, (-)-isopiperitenona redutase; 6, (+)-cis-isopulegona isomerase; 7, (+)-pulegona

redutase (PR); 8, (-)-mentol redutase; 9, (+)-mentofurano sintase.
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Fonte: Mahmound; Coteau, 2003; Turner; Croteau, 2004.

A horteld pimenta produz principalmente 6leo essencial, que ¢ um fitocomplexo
composto por varias substancias volateis que caracterizam o aroma da espécie, como
neomentol, mentofurano, hidrato de cis-sabineno, germacreno, B-cariofileno, linalol (Salehi et
a., 2018), mentol (30-50%), mentona (17-35%), isomentona (5,0—13,0%), acetato de mentila
(1,5-7,0%), 1,8-cineol (max. 1,5%), limoneno (1,5-7,0%), isopulegol (1-3%), pulegona (max.
2,0%) e carvona (max. 2,0%).

A composi¢ao do oleo essencial varia, tanto quantitativa quanto qualitativamente, de
acordo com as condi¢des de cultivo, a localizacdo geografica e, principalmente, 0 momento
da colheita. No inicio do desenvolvimento da planta, a mentona ¢ o composto predominante,
no entanto, a medida que o broto cresce, o teor de mentol aumenta, tornando-se 0 composto
majoritario (Kalembra; Synowiec, 2020). Em condig¢des de estresse e dias curtos ocorre maior

biossintese e armazenamento de mentofurano (Rios-Estepa et al., 2007).Além disso, outros
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compostos sdo produzidos pela espécie, como flavonoides, acidos fenolicos e esteroides sao

produzidos pela espécie (Zhao et al., 2022; Asadi et al., 2023).

2.2.3 Importancia econémica

O comércio internacional dos 6leos essenciais movimentou mais de US$10 bilhdes em
2021, sendo o Brasil o maior produtor de 6leo essencial de laranjeira e o quinto exportador,
ficando atras dos Estados Unidos, China, India e Franca, além de movimentar cerca de
US$800 milhdes em 2020 e produzir aproximadamente 60 mil toneladas de 6leo essencial
(Bizzo; Rezende, 2022)

Os o6leos essenciais das hortelds sdo considerados “commodities”, ¢ o pre¢o varia de
acordo com a oferta e demanda mundial; o mentol ¢ o composto majoritario, mas dependendo
da quantidade das outras substincias a qualidade organoléptica pode ser alterada, além disso,
alguns componentes possuem valor comercial para a industriade cosméticos, alimenticia e
farmacéutica (Paulus et al., 2005). Desde 1997 o Brasil exportou aproximadamente 141
toneladas de oleo volatil de Mentha piperita L., o que gerou cerca de US$4 milhdes (Bieski et
al., 2022).

O mentofurano ¢ um composto aromatico produzido naturalmente nos botdes florais e
em folhas jovens. Esse monoterpeno ¢ de grande importancia para a industria de aromas, que
possui uma demanda estimada em 150-200 Mt/ano, para producdo de perfumes (Kumar;
Shukla; Samad, 2014).

Além do 6leo essencial a espécie ¢ utilizada para produgdo de chas por infusdo a partir
de suas folhas, como condimentos, aromatizantes de bebidas e na produc¢do de perfumes e
produtos de higiene, por conta desses usos cerca de 2367 toneladas/ano sdo produzidas
mundialmente (Rodrigues; Gonzaga, 2001).

O ché ¢ uma bebida de grande interesse econdmico e social, aproximadamente 18 a 20
bilhdes de xicaras sdo consumidas diariamente, devido as propriedades medicinais presentes
nos infusos (Grujic; Pocajt; Ristic, 2009). O cha de horteld pimenta é consumido
mundialmente (Jurowski; Pietruszka; Krosniak, 2023). No Brasil o consumo de cha teve um
crescimento de aproximadamente 43% no mercado entre 2019 ¢ 2023, movimentando R$1,5
bilhdes (Tamamar, 2023).

Em 2022, o mentol, principal composto das mentas com maior demanda no mercado
global, gerou um lucro estimado de US$765 milhdes para os maiores produtores: india, China

e Brasil (Prasad et al., 2024).
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2.3 Cultura de tecidos de plantas medicinais

A cultura de tecidos vegetais ¢ um conjunto de técnicas, que permitem o crescimento e
a multiplicagdo de uma planta em grande escala. E uma técnica que baseia na totipoténcia da
célulapara regenerar de uma planta in vitro, em meio nutritivo e em condigdes
assépticas.Além disso, as condigdes ambientais de luz (intensidade, qualidade e duragdo),
umidade e temperatura, também sao controlados (Carvalho; Vidal, 2003; Eck; Smith, 2018).

Durante o cultivoin vitro é importante fornecer as condigdes nutricionais e a
sinalizacdo hormonal, para que ocorra o processo de morfogénese (organogénese e
embriogénese). O meio de cultura frequentemente utilizado como base ¢ o de Murashige e
Skoog (MS) criado em 1962, ¢ composto por vitaminas, micronutrientes, macronutrientes,
ferro, EDTA, fonte de carbono, além da adi¢do ou ndo de agentes solidificantes. O pH
também precisa ser controlado, pois afeta a absor¢do dos nutrientes e reguladores de
crescimento, que por sua vez possuem efeitos profundos sobre as respostas do explante
durante as diferentes fases do cultivo (Souza; Rescarelli; Nunez, 2018).

Existem vérias técnicas na cultura de tecido, a micropropagacdo ¢ a técnica mais
utilizada. E realizada a partir de pequenos fragmentos (explantes) contendo células
meristematicas da planta matriz, regenerando uma plantageneticamente idéntica (Veira et al.,
2021). A clonagem in vitro permite a producdo de organismos vegetais selecionados, com
caracteristicas superiores a propaga¢do convencional (Mezzalira; Kuhn, 2021). A propagacao
in vitro possibilita a producdo em escala comercial em um curto periodo de tempo de plantas
geneticamente idénticas, uniformes e com alta qualidade sanitéria, ja que sdo cultivadas em
meio asséptico e controlado (Silva et al., 2020), além de contribuir com a conservacio de
espécies em risco de extingdo e ser possivel realizar pesquisas em diferentes areas como a
genética, fitopatologia e fisiologia vegetal (Cid et al., 2014).A utilizacdo da micropropagagao
¢ importante ndo sO para propagar plantas de interesse da agricultura, como também
farmacoldgico, ja que é possivel produzir plantas, que servirdo como fonte de compostos
biologicamente ativos e para o aprimoramento da producdo de fitoterapicos (Morais et al.,

2012).

2.4 Importancia da intensidade e qualidade de luz no desenvolvimento das plantas

A luz é uma energia eletromagnética, caracterizada por ser uma particula chamada de
foton; cada foton possui uma quantidade de energia que ndo € continua, devido as diferentes
frequéncias de onda, por conta dessa variacdo energética as plantas absorvem diferentes

intensidades; a qualidade da luz ¢ a cor do espectro absorvido em diferentes comprimentos de
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onda, indicando a quantidade de energia captada pelas plantas, sendo que a luz verde ¢
refletida, enquanto as cores azul e vermelha s3o absorvidas para a realizagdo da fotossintese
(Taiz et al., 2017).

A luz solar além de ser uma fonte de energia para a fotossintese, serve como um sinal
para regular os processos do desenvolvimento da planta, desde a germinacdo da semente ao
desenvolvimento do fruto e a senescéncia. Os pigmentos fotossintéticos, sdo moléculas que
absorvem a luz em comprimentos de onda especificos; e os fotorreceptores sao moléculas
receptoras, que detectam a intensidade de luz (quantidade de energia luminosa que a planta
recebe), qualidade de luz (comprimento de ondas especificos) e o fotoperiodo (tempo de
exposi¢do) (Taiz et al., 2017). A luz influencia o desenvolvimento das plantas
(fotomorfogénese) e a producdo de metabdlitos secundarios; a resposta da planta depende de
todos esses fatores e suas interagdes (Dou; Niu, 2019).

As plantas possuem 4 familias de fotorreceptores que captam a luz do UV-B ao
infravermelho, os fitocromos que absorvem a luz vermelha e vermelha distante, criptocromo,
fototropinas e membros da Zeituple, que captam a luz azul e UV-A, além da intensidade
luminosa (Kami et al., 2010).A luz vermelha ¢ importante para o alongamento do caule,
mudangas na condutancia estomadtica, anatomia das plantas (Vieira et al., 2015), regulacao de
hormonios enddgenos, germinagdo, sintese de antocianina e florescimento (Taiz et al., 2017).
Enquanto, que a inibi¢do do crescimento do broto, estimulo da citocinina (Kaloitzoglou et al.,
2021), controle da abertura estomatica, expansdo foliar e aumento na produgdao de
antocianinas, sao forrespostas do cripitocromo a presenca de luz azul (Taiz et a., 2017).

As clorofilas sdo pigmentos fotossintéticos que captam principalmente a luz vermelha
e azul para a produgcdo da fotossintese, esses espectros estdo presentes na regido
fotossintéticamente ativa (PAR), que varia entre 400 a 700 nm (Fan et al.,, 2022). Os
carotenoides sdo pigmentos de coloragdo alaranjada que foto protegem o aparato
fotossintético e conduz a energia luminosa para as clorofilas.

A luz é um regulador importante da biossintese dos terpenos em diferentes 6rgaos da
planta, responsavel por melhorar a producao e a qualidade; o espectro modifica o perfil dos
compostos, intensidade ¢ o fotoperiodo controla a abundancia dos terpenos (Avilés et al.,
2024). O comprimento de onda vermelho ativa os genes responsaveis pela regulacdo da
sintesedos monos e sesquiterpenos, enquanto, que a luz azul atua como um inibidor de alguns

compostos terpenoides (Zhang et al., 2021).
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2.4.1 Utilizacdo da intensidade e qualidade de luz na micropropagaciao das plantas
medicinas

Os diodos emissores de luz (LED) podem ser utilizados como fonte de luminosidade
nas salas de crescimento, sendo possivel aplicar diferentes intensidades para otimizar o
crescimento, acumulo de biomassa da parte aérea e da raiz e a propagacdo das mudas, além
disso, os gastos com energia sdo menores quando comparado com o uso de lampadas
fluorescentes (Nakonechnaya et al., 2019).

A intensidade de luz ¢ muito importante para o desenvolvimento das plantulas
(Kornova; Popov, 2009). As condi¢des de cultivo sdo especificas de cada espécie e/ou
cultivar, que possui intensidade de luz ideal para conduzir a fotossintese e diferentes espectros
de luz desencadeiam foto respostas, que regulam o desenvolvimento das plantas de maneiras
diferentes (Brito et al., 2023). A espécie Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae)
quando cultivada a partir de segmentos nodais sob intensidade 69 umol m2 s™!, tem aumento
significativo na produ¢@o de biomassa seca e no teor carvacrol (Silva et al., 2017). A Mentha
viridis L. (Lamiaceae) quando cultivada sob luz vermelha tem um aumento da producao de D-
carvona, além disso, nas intensidades 51, 64 ¢ 76 pmol m? s™! tem-se a maior taxa de
limoneno, enquanto, que 28 € 113 umol m™2 s™! melhora o teor de linalol (Alvarenga et al.,
2018).

A utilizagdo de diferentes comprimentos de onda na micropropagagdo ¢ uma forma
viavel de aumentar a qualidade das plantas, j4 que o espectro modifica a morfogénese das
plantas por meio dos fotorreceptores (Braga et al., 2010). Em estudos realizados sobre cultivo
in vitro da Mentha spicata L. (Lamiaceae) Cunha e seus colaboradores (2019) observaram que
a espécie quando cultivada sobre a combinagdo de diodos emissores de luz (LED) 30%
vermelho: 70% azul, possui melhor crescimento e producdo de carvona e 1,8 cineol. A Lippia
rotundifolia Cham (Verbenaceae) produz maior teor de mirceno e limoneno, quando cultivada
sob espectro monocromatico azul, enquanto, que a luz vermelha aumenta o teor de mircenona,
mas quando esses dois espectros sdo combinados ocorre maior producdo de pentadecano e
crescimento das plantulas (Hsie et al., 2019).

Um dos fatores que afetam o metabolismo secundério das plantas ¢ o tipo de cultivo e
a luz, que interferem diretamente na fotossintese. Dessa forma, ocorre alteragdes no contetido
e na composicdo dos metabdlitos secundarios das plantas. A espécie Acmella oleracea L.
(Asteraceae) quando cultivada sob a luz vermelha apresenta maiores quantidades dos
componentes majoritarios trans-cariofileno (13,04% e 8,89%) e 2-tridecanona (16,45% e

15,09%) no dleo essencial (Dedino et al., 2022).
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2.5 Sistema de Ventilacao Natural (SVN) no cultivo in vitro

Dentro da técnica de micropropagacao ¢ possivel utilizar tampas nos frascos que
permitem maiores trocas gasosas formando um sistema de ventilagdo natural, que proporciona
a obten¢do de mudas de alta qualidade, plantulas mais responsivas e vigorosas (Guanais;
Moraes; Junior, 2022). A micropropagacao utilizando o sistema de ventilagdo natural aumenta
as trocas gasosas no cultivo in vitro. Além disso, o uso das membranas permeéveis melhora os
processos fisiologicos, anatomicos e o crescimento das plantulas, além de diminuir a
contaminac¢do e permitir o cultivo fotoautotréfico das plantas (Silva et al., 2017; Junior et al.,
2022).

Nesse sistema s3o utilizados explantes com folhas ou clorofilados de diferentes
espécies micropropagadas que possuem maior capacidade fotossintética, sendo seu
desenvolvimento e crescimento promovido sem adicionar agtiicar no meio de cultura. Dessa
forma, as plantulas continuam fotoautotréficas podendo ser micropropagadas em larga escala,
uniformes, se desenvolvem mais rapido sem a utilizagdo de reguladores de crescimento, com
baixo indice de contaminacdo (auséncia de sacarose que proporciona o desenvolvimento de
microrganismos), apresentam maior porcentagem de sobrevivéncia quando aclimatizadas,
podendo ocasionar a diminuicao dos custos da producao (Kozai; Kubota; Jeong, 1997).

No sistema de ventilagdo natural ¢ utilizado nas tampas, material de suporte fibroso ou
com alta porosidade, para proporcionar melhor difusdo dos gases entre o meio externo e o
meio interno (Xiao; Niu; Kozai, 2011). No sistema convencional de vedagdao do cultivo in
vitro a utilizagdo do plastico de polipropileno para vedar os frascos dificulta as trocas gasosas,
consequentemente causa disturbios morfofisioldgicos, ocasionando prejuizos econdmicos €
falhas na aplicagdo da técnica, como o desenvolvimento de plantulas menos vigorosas € o
maior acimulo de vapor d’4gua no interior dos tubos (Junior et al., 2022), o que aumenta a
hiperidricidade. Apesar do sistemaconvencional prevenir a desidratagdo dos explantes e do
meio de cultura, a elevada concentragdo de etileno e a baixa taxa de CO2 restringe as trocas
gasosas, ocasionando a redu¢do das taxas de transpiragdo e da fotossintese (Schuelter et al.,
2015), resultando em baixa sobrevida das plantulas quando aclimatizadas (Kozai; Kubota;
Jeong, 1997). No sistema de ventilagdo natural as plantulas desenvolvem estomatos
funcionais, que impedem a disseca¢ao das mudas apos o transplantio aumentando a sobrevida
(Braga et al., 2010).

As plantulas quando crescem em condigdes fotoautotroficas apresentam um sistema
radicular saudavel e melhor desenvolvido, multiplicagdo de brotos bem desenvolvidos, maior

area foliar, o que proporcionar melhor adaptacdo das plantulas quando transplantadas (Cha-
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Um et al.,, 2011). As plantas medicinais quando cultivadas sobre sistema de ventilacdo natural
tem um aumento da concentragdo de hexoses, amido e producdo dos metabolitos secundarios,

como compostos fenodlicos e flavonoides (Fortini et al., 2021).
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CAPITULO 2

Crescimento e producio de compostos volateis em Mentha piperita L. in vitro sob
diferentes intensidades luminosas

RESUMO

A horteld pimenta (Mentha piperita L., Lamiaceae) ¢ uma espécie medicinal, aromatica e
condimentar. Oleo essencial é rico em compostos volateis, como o mentol, mentofurano,
pulegona e a mentona. A micropropagacdo ¢ uma técnica que pode ser utilizada para produzir
plantas hibridas em escala comercial, homogéneas ¢ livre de patégenos. Além de ser possivel
estudar os compostos secundarios e as respostas fisiologicas as diferentes intensidades
luminosas. Objetivo foi avaliar em qual intensidade luminosa a M. piperita L. melhor se
desenvolve e produz compostos volateis. Segmentos nodais foram cultivados em meio MS,
sob densidade de fluxo de fotons de 20, 57, 78, 102 ¢ 139 pumol m? s!, em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo 16h/8h. Apos 30 dias foi avaliado
crescimento, biomassa seca folhas, caule, raiz e total, pigmentos fotossintéticos e a
composi¢do quimica volatil. As plantulas que se desenvolveram sob 20 pmol m? s,
estiolaram, mas acumularam maior teor de pigmentos fotossintéticos e de a-pineno, B-pineno
e mentol. As intensidades de 78, 102 ¢ 139 umol m? s*! beneficiaram acumulo de biomassa
seca das folhas e total. A densidade do fluxo de foétons ndo influénciou o teor de mentofurano
e pulegona, constituintes majoritarios da fracdo volatil. Conclui-se que a intensidade de 78
umol m s proporciona o crescimento de plantulas mais vigorosas.

Palavras-chave: micropropagac¢do; horteld pimenta; planta medicinal; densidade de fluxo de
fotons.
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Effects of Light Intensities on the Development and Production of Volatile Compounds
in Mentha piperita L. Cultivated In Vitro

Abstract

Peppermint (Mentha piperita L., Lamiaceae) is a medicinal, aromatic and condimentary
species. Its essential oil is rich in volatile compounds, such as menthol, menthofuran,
pulegone and menthone. Micropropagation is a technique that can be used to produce hybrid
plants on a commercial scale, homogeneous and free of pathogens. In addition, it is possible
to study the secondary compounds and physiological responses to different light intensities.
The objective was to evaluate at which light intensity M. piperita L. best develops and
produces volatile compounds. Nodal segments were cultivated in MS medium, under photon
flux densities of 20, 57, 78, 102 and 139 umol m2 s!, in a growth room with a temperature of
25 + 1 °C and a photoperiod of 16h/8h. After 30 days, growth, dry biomass of leaves, stems,
roots and total, photosynthetic pigments and volatile chemical composition were evaluated.
Seedlings that developed under 20 umol m? s became etiolated, but accumulated higher
levels of photosynthetic pigments and a-pinene, -pinene and menthol. The intensities of 78,
102 and 139 pmol m? s! benefited the accumulation of dry biomass of leaves and total. The
density of the photon flux did not influence the content of menthofuran and pulegone, major
constituents of the volatile fraction. It is concluded that the intensity of 78 pumol m? s!
provides the growth of more vigorous seedlings.

Keywords: micropropagation; peppermint; medicinal plant; photon flux density.



35

1. INTRODUCAO

A Mentha piperita L. pertence a familia Lamiaceae ¢ popularmente conhecida, como
horteld pimenta. As espécies do género Mentha sao muito utilizadas como ervas terapéuticas,
devido a isso houve um aumento da demanda por produtos, como fitoterapicos, medicamentos
e formulacdes naturais utilizando essa erva (Saqib et al., 2022).

O oleo essencial da M. piperita L. é rico em compostos monoterpenos oxigenados,
como o mentol ¢ a mentona (Goudarzian et al., 2020). Cerca de 32.000 toneladas métricas de
mentol sdo consumidas anualmente, sendo que apensas 6300 toneladas ¢ sintético (Kamatou
et al., 2013). O mentol ¢ o componente de maior demanda mundial, que em 2022 gerou um
lucro estimado de U$765 milhdes para os maiores produtores: india, China e Brasil (Prasad et
al., 2024).

O mentofurano ¢ um composto aromatico produzido naturalmente nos botdes florais e
em folhas jovens. Esse monoterpeno ¢ de grande importancia para a industria de aromas, que
possui uma demanda estimada em 150-200 Mt/ano, para producdo de perfumes (Kumar;
Shukla; Samad, 2014).

Devido a importancia da espécie a micropropagacao pode ser utilizada em plantas
medicinais como uma tecnologia para estudar a producdo dos metabdlitos secundarios, além
da aquisi¢do de plantas de elite livres de patdgenos, multiplicagdo de plantas uniformes ¢ em
escala comercial (Esposito-Polesi, 2020; Duta-Cornescu et al., 2023).

Virios fatores sdo importantes para gerar um microambiente ideal para o
desenvolvimento saudavel das espécies in vitro, como a temperatura, umidade, nutrientes,
fotoperiodo e principalmente a luz, que regula o crescimento e o desenvolvimento das plantas.

Em Alocasia amazonicaelevadas densidades de fluxo de fotons aumenta a quantidade
de estomatos (Jo et al., 2008), o que auxilia no aumento da fixagdo de CO,. Em geral os
vegetais que crescem em Otimas condi¢des de luminosidade tem o desenvolvimento normal,
comparado com aqueles que se desenvolvem em baixa ou alta irradidncia; as plantas em baixa
intensidade luminosa tem baixa capacidade fotossintética e assimilagdo de CO, (Leite et al.,
2017). Entretanto, o excesso de luz pode foto inibir o fotossistema II, consequentemente
afetar o crescimento vegetal e levar ao declinio na fotossintese (Aratjo; Deminicis, 2009).

A intensidade luminosa nao s6 afeta o metabolismo primdrio, como o secundario
também, como observado em estudos com a Lippia dulcis (Trev.) (Verbanaceae) (Rocha et al.,
2022) e Hyptis suaveolens L. (Lamiaceae) (Andrade et al., 2017).

Portanto, ¢ necessario compreender as necessidades especificas de luminosidade de

cada espécie, para fornecer aos explantes um microambiente que proporcione o
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desenvolvimento de plantulas mais resistentes ao processo de aclimatizacdo e o aumento da
produgdo de metabolitos secundarios de interesse medicinal.
Dessa forma, objetivo do presente trabalho foi identificar a intensidade luminosa em

que a M. piperita L. melhor se desenvolve e produz os compostos volateis.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento e origem do material botinico

O estabelecimento in vitro e cultivo das plantulas de Mentha piperita L. foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (DAG / UFLA) e as analises
fitoquimicas no Laboratorio de Fitoquimica e Controle de Qualidade (DAG / UFLA),
localizado na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14 ' S e 45°00 ' W, com
918 m de altitude.

Para o estabelecimento in vitro foi coletado de plantas matrizes cultivadas no Horto de
Plantas Medicinais (DAG / UFLA) segmentos nodais de lcm. A assepsia dos explantes foi
feita com detergente e agua corrente durante 30 minutos. Posteriormente, eles foram imersos
em agua sanitaria (1,25% de cloro ativo) durante 15 min. Na capela de fluxo laminar os
explantes foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Com o auxilio do bisturi e
pinga as folhas foram removidas e os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio
com 12,5 ml do meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), contendo 30 gL! de sacarose
e 5,5 gL! de 4gar, com pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes de ser autoclavado, durante 20 min a

121 C°).

2. 2 Implantacio do experimento de intensidade luminosa

Segmentos nodais de um centimetro de plantulas de M. piperita previamente
estabelecidas foram inoculadas verticalmente em tubos contendo 12,5 ml de meio de cultura
MS em capela de fluxo laminar. Apds a inoculacao dos explantes eles foram mantidos em sala
de crescimento, durante 30 dias nas seguintes intensidades luminosas de lampadas LED
(Diodos Emissores de Luzes) 20, 57, 78, 102, 139 umol m? s, em um fotoperiodo de 16h/8h
e temperatura de 25 + 1 °C.

Ap6s 30 dias de cultivo caules, folhas e raizes foram armazenados em sacos de papel
Kraft e desidratados em estufa de circulagdo forcada de ar a 37°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com 5 tratamentos

(intensidade de luz 20, 57, 78, 102, 139 umol m? s!), com 5 repeti¢des, tendo 5 tubos em



37

cada repeticdo com um explante, totalizando 125 plantulas. Ap6s 30 dias foram avaliados
comprimento do maior broto (CB) e do 2° entren6 (CE) em centimetros, nimero de brotos
(NB), numero de folhas (NF), biomassa seca das folhas (BSF), caule (BSC), raiz (BSR) e
total (BST) em miligramas.

2. 3 Analise dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintetizantes foram extraidos e mensurados seguindo o método
desenvolvido por Hiscox e Israelstam (1979). Os extratos foram preparados a partir de 50 mg
de folhas frescas, sem nervuras coletadas em sala escura, iluminada com luz verde. As folhas
foram colocadas em tubos Falcon revestidos com papel aluminio, onde foi adicionado 10 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de calcio (CaCOs), sendo
posteriormente mantidos em estufa de circulagdo forcada por 24h a 65°C. Uma amostra
branca foi preparada penas com DMSO.

A absorbancia das amostras foram lidas em cubeta de quartzo, a partir da solugdo
extrativa diluida em DMSO na propor¢ao de 1:1, nos comprimentos de onda de 480
(carotenoides), 649 (clorofila a) e 665 (clorofila b) nm no espectrofotometro TECAN
INFINITY M200 PRO, contra o branco. As amostras foram preparadas em quadruplicadas.

Para determinagdo das concentragdes das clorofilas a, b e carotenoides foi utilizado as
equacdes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649);
clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665); carotendides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78
x Cb)/220. Para determinar a clorofila total foi realizada a soma dos resultados das equacdes
da clorofila @ e b. Todos os resultados foram expressos em mg (de pigmentos) g™ (por matéria

fresca de folha).

2. 4 Preparo do extrato para analise dos fenoéis e flavonoides

As folhas secas de M. piperita L. foram pulverizadas por trituragdo em gral e pistilo.
Em Eppendorf de 5 mL foram pesados 60 mg de folhas pulverizadas e umedecidas com
200uL de etanol 70%, posteriormente foi adicionado 3 ml de etanol 70%. As amostras foram
agitadas em Vortex por 15 segundos e mantidos em ThermoMixer (Eppendorf
ThermoMixer® F2.0) durante 24 horas, programado para a cada 15 minutos, realizar 3
agitagdes de 10 minutos h''a 400 rpm. Apos 24 horas os extratos foram agitados em Vortex
por 15 segundos, centrifugadas a 6000 rpm, por 10 minutos. A dilui¢do seriada foi realizada

com 3 mL do sobrenadante.
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2. 5 Doseamento dos fendis e flavonoides

A quantificagdo dos compostos fenolicos totais foi feita pelo método de Folin-
Ciocalteau com modifica¢des (Singleton e Rossi, 1965). Em microplacas foram adicionados
20 pL do extrato, 120 pL de solu¢do aquosa de Folin-Ciocalteau (10% v/v) e 120 pL de
Na;COs (7,0% p/v). A leitura foi feita no espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO
na absorbancia de 760 nm, ap6s 2 h de incubagdo em ambiente escuro e temperatura ambiente.
A curva de calibragdo foi construida a partir de solugdo mie de 1,0 mgmL™' de acido gélico
(Sigma-Aldrich, > 98%) na faixa de 0,0012 a 0,0192 mg mL-!. O contetido dos compostos
fenolicos totais foi calculado a partir da equacdo y= 68,028x + 0,0766, R2=0,999. Os dados
foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico por grama de massa seca de
folha (mgEAG gMSF-).

A quantificacdo de flavonas/flavondis empregou-se a metodologia de Pgkal e
Pyrzynska (2014) com modificagdes. Em microplacas foram adicionados 100 pL da amostra
seguidas de 100 puL de AICIz (10%) preparados em etanol a 70%. Em seguida, as amostras
foram incubadas em ambiente escuro durante 40 min. A leitura foi feita no espectrofotometro
TECAN INFINITY M200 PRO na absorbancia de 420 nm. A curva de calibracao foi obtida a
partir de solu¢do mie de 1,5mgmL! de quercetina (Sigma-Aldrich, > 95%) na faixa de 0,0058
a 0,0937 mgmL'. A quantificacdo de flavonas/flavonois nas amostras foi realizada a partir da
equaciao y= 24,714x + 0,0898, R2=0,9982, sendo os resultados expressos em miligrama
equivalente de quercetina por grama de massa seca de folha (mgEQ gMSF!). As andlises

foram feitas em triplicata.

2. 6 Analise dos compostos volateis

Amostras de 30 mg de folhas secas de M. piperita, foram acondicionadas em vials de
20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE. Em seguida, os vials foram transferidos para o
extrator headspace automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM (Cromatografo Gasoso/Espectrometro de
Massa). As condigdes operacionais do extrator foi temperatura de incubagdo da amostra de
110°C durante 30 min, temperatura da seringa a 120°C e o volume de inje¢do de 500 pL da
fase de vapor, injetados em modo splif na razao 10:1.

Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL min’!'; as temperaturas do injetor e da linha de

transferéncia foram mantidas em 250°C. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, seguido
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por uma rampa de temperatura de 3°C/min até 240°C, seguida de uma rampa de 10°Cmin’! até
280°C. As concentracdes dos constituintes presentes na fragao volatil foram calculadas através
da area integral de seus respectivos picos, relacionando a area total de todos os picos. As
amostras foram realizadas em triplicata e os resultados expressos na area relativa percentual +
desvio padrao (n=3).

Foram identificados compostos com area superior a 1% por meio da comparacao dos
seus indices de retencdo relativos a co-inje¢do de uma solucao padrao de n-alcanos (C8-C20,
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparag¢do dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (Nist, 2008) e da literatura (Adams, 2017; TKAUEB,
2008). Os indices de reten¢ao foram calculados usando a equacdo de Van den Dool e Kratz

(1963).

2. 8 Analise de estatistica
A andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Sisvar, para comparacao

das médias foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise dos parametros de crescimento da espécie M. piperita L.

As diferentes intensidades luminosas influenciaram significativamente a
fotomorfogénese da Mentha piperita L. in vitro (Figura 2).Carateristicas morfologicas tipicas

de plantulas estioladas foram observadas no tratamento com intensidade de luz de 20 umol

2 o1

m™> s, no qual os foliolos e radiculas tiveram tamanho reduzido, a haste ficou fina, de
aparéncia hipoclorotica e entren6s mais espacados (Figura 1). Em contrapartida, o
incremento gradual da intensidade de luz promoveu uma maior compactacdo da arquitetura
caulinar dos brotos, acompanhada pelo desenvolvimento robusto da parte aérea, tecido com
aparéncia razoavelmente clorofilada, folhas mais largas e maior crescimento do sistema
radicular (Figura 1). Estas observacdes sdo evidéncias de adaptagdes morfofisioldgicas a
maior disponibilidade de luz (Figura 1). Esses resultados corroboram a importincia da
intensidade de luz como fator determinante na modulagdo de respostas fotomorfologicas em

cultivos in vitro de hortela pimenta.
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Figura 1. Crescimento das plantulas de horteld pimenta (Mentha piperita L.) in vitro sobre

diferentes intensidades luminosas.

139 pmol m?2 5!

Fonte: Autores (2025).

As maiores médias de comprimento do broto (10,86 cm) e do 2° entreno6 (2,76 cm)
foram observadas em plantulas estioladas, que se desenvolveram em 20 pmol m? s! (Figura
2A e B). Com o aumento das intensidades luminosas o tamanho do caule foi diminuindo. A
intensidade de 139 pmol m? s! reduziu o crescimento da parte aérea (4,76 cm) e do segundo
entrend (1,72 cm). Isso ocorre por que o crescimento e desenvolvimento das plantas ¢
regulado pela luz, que ¢ detectada pelos fotorreceptores, que captam o comprimento de onda e

a intensidade luminosa (Kami et al., 2010).
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Figura 2. Crescimento in vitro de Mentha piperita sob diferentes intensidade luminosas.

Comprimento do broto em cm (A), 2° entrend em cm (B), nimero de folhas (C) e brotos (D).
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5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2025).

A baixa intensidade luminosa desencadeia em plantas uma resposta, fotomorfogénica
de alongamento do caule e a redu¢do da massa foliar, como uma adaptagdo para maximizar a
captagdo de luz (Botterweg-Paredes et al., 2020), isso porque ha o estimulo da biossintese de
auxina no apice do meristema (Hornitschek et al., 2012). Além disso, as giberelinas também
desempenham um papel importante na fotomorfogénese, baixas concentragdes endogenas de
GAs produzidas no interior do caule em altas intensidades luminosas, limitam o crescimento
das plantas (Potter; Rood; Zanewich, 1999).

Em altas luminosidades pode ocorrer o redirecionamento do crescimento de um 6rgao
para o outro dos vegetais, devido a redugdo da produg¢do da auxina que beneficia o
desenvolvimento das raizes, consequentemente, ha o aumento da sintese de citocinina

promovendo a formagdo de novos brotos.
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E possivel observar que a partir de 57 pmol m? s' a 139 pmol m? s’

ocorre o
aumento da producdo do nimero de folhas e brotos, que ficou entre 15,4 a 17,4; 1,8 a 1,9,
respectivamente comparado ao controle (20 umol m?2 s), Figura 2C ¢ D. Em plantas
estioladas a baixa radiacao fotossintética ativa (PAR) diminui a produgdo de folhas e a
fotossintese (Christophe; Moulia; Grancher, 20006).

Em Dysphania ambriosoides L (Amaranthaceae) o maior niimero de folhas e brotos
ocorre nas irradiancias de 46,69 ¢ 45,79 umol m s™! (Carvalho et al., 2023). Em estudos com
Origanum majorana L. (Lamiaceae) as plantulas ficaram estioladas sobre intensidade de 26
umol m? s! e desenvolveram maior nimero de brotos em 51 pmol m s (Cossa et al., 2024).
Os parametros de crescimento e aspectos morfologicos de Mentha viridis L. (Lamiaceae)
(Alvarenga et al., 2018) corroboram os achados desse trabalho.

As plantulas cultivadas nas intensidades 78, 102 ¢ 139 pmol m? s!, produziram 2,5 ¢
2,7; 1,87, 1,91 e 1,81 vezes de biomassa seca foliar e total, respectivamente comparado ao
controle 20 umol m™ s, Para o caule as melhores médias foram observadas entre 20 a 94
umol m2 s!, ficando entre 4,20 e 4,79 mg (Figura 3 B).

As baixas intensidades atingem as condi¢cdes de luz para ativar as reacdes dos
fitocromos e criptocromos, mas nao ¢ eficiente para a fotossintese (Pinheiro et al., 2023). As
plantulas estioladas tiveram produtividade afetada de folhas, brotos e biomassa seca (Figura 2
Ce D; 3 A, Ce D). Isto porque as plantas que se desenvolvem em ambientes com baixas
condicdes de energia fotossinteticamente ativa, as folhas e os tecidos palicadicos ficam finos,
com poucos cloroplastos, transporte de CO> precdrio, consequentemente a eficiéncia
fotossintética e o acumulo de biomassa ¢ comprometido. Por outro lado, as plantas que
crescem em intensidades normais de luz a PAR ¢ alta as folhas ficam grossas, possui alta
assimilacdo de CO», o que aumenta a eficiéncia fotossintética e acumulo de biomassa (Shafiq
etal., 2021).

Os fotoassimilados produzidos em baixa densidade de fluxo de fétons, sdo pouco
translocados para outros 6rgdos da planta (Ogasawara, 2003), o que compromete o seu
desenvolvimento.

E importante obter plantulas adaptadas as altas intensidades luminosas, isso pode
auxiliar no desenvolvimento de mudas mais resistentes e amenizar os danos causados durante
o processo de aclimatizagdo, ja& que a alta irradidncia estimula a atividade da rubisco
carboxilase, o que aumenta a carboxilagdo e a produgdo da fotossintese liquida (Bauer; Thoni,

1988).
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Na horteld pimenta o peso seco da raiz ¢ beneficiado a partir de 57 umol m? s™! (Figura
3 C). As diferentes intensidades de luz sdo muito importantes na sinaliza¢do ¢ modulac¢ao do
desenvolvimento fotomorfogénico do sistema radicular. A luz estimula o transporte de auxina
no broto para as raizes promovendo o crescimento, por conta dos fotorreceptores que
sinalizam para que os fotossimilados da fotossintese se acumulem na parte aérea e nas raizes,

j& no escuro ou em baixas luminosidades o sistema radicular é comprometido (Miotto et al.,

2021).

Figura 3: Acumulo de biomassa seca das folhas-BSF (A), caule-BSC (B), raiz-BSR (C) e

total-BST (D) em Mentha piperita cultivada in vitro sob diferentes intensidades luminosas.
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*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de

5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2025).

Resultados semelhantes foram observados em plantulas de Urtica dioica L.
(Urticaceae), que melhor se desenvolveu e produziu peso seco foliar em altas intensidades

luminosas (Coelho et al., 2021). Para Lippia rotundifolia Cham (Verbenaceae) foi observado
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um desenvolvimento diferente em que baixa intensidade de fluxo de fotons beneficia o

acumulo de biomassa seca nas folhas, raiz e total (Hsie et al., 2019).

3. 2 Analise dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram influenciados significativamente pelas
intensidades luminosas (p < 0,05). As médias maximas de clorofila a, b e total, foram
observadas em plantulas cultivadas na intensidade de 20 pmol m? s (Tabela 1). Com o
aumento das intensidades o teor dos pigmentos fotossintéticos foram diminuindo, sendo que
as plantulas que cresceram sob 139 pmol m s! ficaram com as menores médias de clorofila a
(0,64 mg' m MF), total (1,04 mg' m MF) e carotenoides (0, 13 mg! m MF), o que indica
uma fotodegradagdo do aparato fotossintético. Entretanto, essas plantulas também tiveram
altos indices de produgdo de biomassa seca, o que indica que os danos da maquinaria

fotossintética ndo causaram a fotoinibi¢ao dos fotossistemas.

Tabela 1: Concentragdo de pigmentos fotossintéticos em mudas de Mentha piperita L.

cultivadas in vitro sob diferentes intensidades luminosas.

Clorofila
Intensidade Luminosa pmol m s a b Total  Carotendides
mg g! MF
20 1,00+0,07a 0,89+0,04a 1,89+0,10a 0,21+0,01a
57 0,88+0,03b 0,73+0,09b 1,61+0,06b 0,20+0,02a
78 0,82+0,06c 0,52+0,05¢ 1,34+0,06¢c 0,17+0,02b
102 0,75+0,04c 0,51+£0,10c 1,27+£0,10c  0,17+0,02b
139 0,64+0,06d 0,40+0,10c 1,04+0,11d 0,13+0,03¢
CV (%) 11,58 11,04 12,13 10,33

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de
5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2025).

As proteinas induzidas pela alta intensidade luminosa auxilia na montagem dos
fotossistemas PSI e PSII e regulam as etapas inicias da biossintese da clorofila (Hey; Grimm;
2018). As clorofilas sdo pigmentos fotossintéticos presentes na membrana do tilacoide, que
captam principalmente os comprimentos de onda azul (350-500 nm) e vermelho (600-750 nm)
para realizacdo da fotossintese e estdo localizadas nos fotossistemas PSI e PSII, assim como
os carotenoides, que sdao pigmentos assessorios que foto protegem as clorofilas e transferem a

energia luminosa para elas (Taiz et al., 2017).
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O aparato fotossintético ¢ afetado negativamente pelas altas e baixas intensidades de
Radiagdo Fotossintéticamente Ativa (PAR), para minimizar os danos ¢ manter a eficiéncia
fotossintética as plantas possuem mecanismos de reparo, regulagdo de absor¢do da luz e
fotoprotetores para dissipar o excesso de luminosidade, como alteragao da anatomia foliar,
movimentagdo dos cloroplastos, extingdo da fluorescéncia da clorofila e transferéncia de
energia (Wimalasekera, 2019). Em baixas luminosidades as plantas precisam ter grandes
quantidades de clorofila para otimizar o processo fotossintético e compensar a baixa
densidade de fotons que chegam.

A cuticula formada por cutina e cera, ¢ biossintetizada por células epidérmicas em
desenvolvimento, serve como barreira protetora contra estresses ambientais (Samuels; Kunst;
Jetter, 2008; Kunst; Samuels, 2009; Bernard; Joubes, 2013). Em plantas micropropagadas a
cuticula ¢ pouco formada ou ausente (Shiwani; Sharma; Kumar, 2022), por isso em altas
intensidades luminosas podem ocorrer a fotodegradagdao dos pigmentos fotossintéticos, como
observado nas plantulas que se desenvolveram sob 130 pmol m? s’

O comportamento das plantas in vitro variam de acordo com as necessidades de luz
que cada espécie precisa para melhor desenvolver as suas atividades fisiologicas. Os autores
encontraram resultados diferentes no cultivo de Achillea millefolium L. (Asteraceae)
(Alvarenga et al., 2015) e Urtica dioica L. (Coelho et al., 2021) em que os maiores teores de
clorofila a, b, total e carotenoides foram observados em 69 € 51 umol m s°!, respectivamente.
Entretanto, os achados para L. rotundifolia L. (Hsie et al., 2019) corroboram com os

resultados do presente trabalho.

3. 3 Biossintese de Flavonas/Flavonadis e Fenois Totais

A intensidade luminosa de 20 pmol m s™! estimulou a produgédo de flavonas/flavonois
(2,73mg g'). Em altas intensidades (94 ¢ 130 umol m? s'), ocorre a diminui¢do da
biossintese de flavonoides, 2,28 e 2,25, respectivamente (Tabela 2). Isso indica que as
plantulas de horteld pimenta sofrem maior estresse oxidativo em baixa intensidade, quando
comparado aos demais tratamentos, devido as folhas da espécie nao estarem adaptadas ao
sombreamento, por ser uma planta de sol.

Para fenois as plantulas que cresceram sobre 20 e 130 umol m s*! tiveram as maiores
médias (0,55 e 0,54mg g'), esses dados podem ser um indicativo de que em baixa/alta
intensidade de luz ocorre a sinalizagdo para produgdo de fendis, que tem como fungao

eliminar as espécies reativas de oxigénio de dentro dos cloroplastos das plantulas (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracdo de flavonas/flavonois e fendis totais em plantulas de hortela-pimenta

cultivadas in vitro em diferentes intensidades de luz.

Intensidade Luminosa pmol m™ s Flavonas/Flavonois Fenois Totais

mg/g
20 2,73+0,00a 0,55+0,00a
57 2,54+0,05¢ 0,46+0,01¢
78 2,42+0,02b 0,50+0,00b
102 2,28+0,04d 0,47+0,00c
139 2,25+0,01d 0,54+0,01a
CV (%) 1,44 1,86

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de
5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2025).

As plantas desenvolvem varios mecanismos para sobreviver ao estresse luminoso, as
altas e baixas intensidades podem ser prejudiciais aos vegetais, que respondem de forma
sistémica. Uma das respostas ¢ a producdo de flavonoides, que pode reduzir os foto danos e
aliviar a superoxidagdo dos cloroplastos causado pelo acimulo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), que sdo liberados durante a transferéncia dos elétrons na fotossintese (Shi
et al., 2022).

A alta intensidade luminosa desencadeia a sinalizacdo de fitohormonios endogenos e
agucares, os quais auxiliam na biossintese de flavonoides, sendo esse processo estimulado
pela producdao de EROs (Zhu et al., 2024). No presente estudo, observa-se que o aumento das
intensidades luminosas reduz a sinaliza¢ao necessaria para a producao de flavonas e flavondis.

Por ser uma planta de pleno sol as baixas intensidades pode ser um fator estressante
para a planta, assim como a sombra, 0 que proporciona maior produgdo dos flavonoides. Além
disso, alta quantidade clorofila nos cloroplastos em 20 pmol m? s, pode gerar grandes
quantidades de EROs durante o transporte de elétrons na membrana do tilacéide, sendo
necessario também a biossintese de fenois para auxiliar na neutralizacdo das espécies reativas
de oxigénio e diminuir os danos fotoxidativos.

Os fenodis assim como os flavonoides sdo estimulados pela quantidade e qualidade de
luz, que em condig¢des de estresse biotico ou abidtico funciona como um neutralizante das
espécies reativas de oxigénio, auxiliando na manutengdo da homeostase redox das células,
além disso, as condigdes ideais de luz que beneficia a biossintese de fenois, pode auxiliar na

producdo de plantas mais resistentes aos danos causados em 6rgdos e tecidos, quando exposta
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a condicdes de estresse (Kolton et al., 2022). Dessa forma, necessario ter um equilibrio na
densidade de fluxo de fotons emitidos para as plantas, ja que em alta/baixa intensidade

luminosa ocorre o estimulo da produgdo de fendis na M. piperita.

3. 4 Composicao quimica volatil de Mentha piperita L.

A partir da condensagdo do isopentenil difosfato (IPP) e dimetil alildifosfato
(DMAPP), por uma prenilisomerase especifica forma-se precursor universal dos
monoterpenos, o geranil difosfato (GPP). A rota biossintética e a organiza¢do subcelular da
biossintese de monoterpendides em glandulas secretoras de M. piperita foi bem discutida no
artigo de revisao de Croteau et al. (2005).

A primeira etapa envolve a ciclizacdo do GPP a (-)-(4S)-limoneno. A hiidroxilagdo
deste constituinte em C3 e uma séric de reacdes oxidativas, incluindo uma isomerizagao
descreve de forma resumida a biossintese da pulegona, mentofurano, mentona e mentol, os
quatro terpenos ciclicos de maior importancia da espécie (Kamatou et al., 2013).

Conforme Yu et al. (2021), a luz tem significante impacto no acumulo de derivados
terpendides.

No presente estudo, as intensidades luminosas influenciaram a composi¢ao volatil
qualitativa ¢ quantitativa das folhas de horteld pimenta. A biossintese de @ pineno, 3 pineno e
mentol foram estimulados em 20 umol m™ s!. O mentofurano ndo sofreu influéncia das
intensidades luminosas. A alta concentragdo relatva de mentofurano indica a intensa atividade
da enzima mentofurano sintase, responsavel por oxidar a pulegona transformando-a em
mentofurano no interior da mitocondria, isso pode estar associado a varios fatores, como

luminosidade, fotoperiodo, estresse e fase de desenvolvimento da espécie.
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Tabela 3: Perfil quimico volatil de folhas de Mentha piperita cultivada in vitro sob diferentes

intensidades luminosas.

A o
N° Componentes IR ]IJRt Area (%)

! 20 57 78 102 139
1 3-metilciclopentanona 846 842 0,11+0,08 nd nd nd nd
2 o-pinene 930 932 1,84+0,06a  1,62+0,03b  1,46+£0,03b  1,57+0,18b  1,45+0,07 b
3 3-metilciclohexanona 945 945 0,11+0,03 0,10+0,00 nd nd nd
4 sabineno 969 969 0,24+0,00 0,22+0,01 0,20+0,00 0,21+0,03 0,19+0,00
5  B-pineno 973 974 1,254#0,04a  1,1240,03b  1,02+0,02c¢  1,10+0,10b  1,01+0,02 ¢
6  mirceno 990 988 0,41+0,02 0,33+0,02 0,29+0,01 0,34+0,07 0,29+0,02
7  limoneno 1024 1024 1,910,443 a 1,41+£0,09a  1,24+0,36a  1,51£0,59a  1,42+0,07 a
8 1,8-cineol 1027 1026 nd 0,24+0,03 0,31+0,11 0,34+0,07 0,34+0,02
9  hidrato de cis-sabineno 1062 1065 0,31+,02 0,40+0,09 0,38+0,05 0,42+0,13 0,46+0,09
10 mentona 1149 1148 nd nd 0,16+0,06 nd 0,17+0,11
11 mentofurano 1162 1159 75,18+1,50a 75,42+0,86a 75,62+1,65a 75,17£0,47a 74,70+1,25a
12  mentol 1171 1177 0,57+£0,09a  0,46+0,02b  0,40+0,02b  0,44+£0,08b  0,39+0,06 b
13 pulegona 1236 1233 17,63+£0,69a 18,15+£0,57a 18,33+1,17a 18,29+1,24a 19,08+1,13 a
14 acetato de mentila 1292 1294 nd 0,19+0,11 nd nd nd
15 (Z)-cariofileno 1409 1408 nd 0,10+0,01 0,17+0,02 0,19+0,08 0,18+0,02
16 germacreno D 1470 1480 nd nd 0,12+0,03 0,18+0,01 0,13+0,02
Monoterpenos Oxigenados
Totais 93,69% 94,86% 95,20% 94,66% 95,14%
Monoterpenos Hidrocarbonetos
Totais 5,64% 4,70% 4.21% 4,73% 4,36%
Sesquiterpenos Oxigenados
Totais 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos
Totais 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Total (%) 99,33% 99,56% 99,41% 99,39% 99,50%

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de
5% de probabilidade.
*IR, Indice de retengdo para a série n-alcano (C8-C20) na coluna HP-5 MS por ordem de eluigdo. DP, desvio

padrdo (n=3). nd., ndo detectado.

Fonte: Autores (2025).

A intensidade de luz pode alterar a producdo de terpenoides via ativagdo de enzimas
fotossenssitivas envolvidas na via do metileritritol-4-fosfato (Yu et al., 2021).

Em Mentha viridis L. (Lamiaceae) as plantulas cultivadas nas intensidades de 51, 64 ¢

76 umol m 257! obteve-se a maior teor de limoneno, enquanto, que 28 € 113 umol m 2s™!

maior teor de linalol (Alvarenga et al., 2018).
A diminui¢do da produgido do a pineno ¢ B pineno com o aumento da densidade de

fluxo de fotons, pode estar associado a regulacdo dos terpendides feita pela luz, onde a
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intensidade luminosa promove a abundancia dos monoterpenos produzidos (Avilés et al.,
2024).

Em estudos com Mentha piperita L. sob condi¢des controladas de fotoperiodo,
observou-se um alto teor de mentona nas folhas jovens, enquanto, que nas mais velhas
predominava o mentol; em dias curtos, o mentofurano era o principal componente em todas as
folhas (Voirin; Brun; Bayet, 1990). Esses resultados indicam que a via metabdlica para
biossintese de mentol se desenvolve conforme o estddio de desnvolvimento da planta e o
fotoperiodo. Assim, no presente estudo, a predominancia de mentofurano como componente
majoritdrio pode estar associado ao estddio juvenil das folhas e/ou das condi¢des onde a
plantula foi cultivada, em que a via oxidativa ja esta ativa e amadurecida.

Trabalhos de campo com a espécie mostraram que o teor de mentofurano no 6leo
essencial foi superior ao de mentol em plantas cultivadas sob sombreamento com malhas
aluminizadas e pretas. No entanto, a exposicao ao sol pleno e 70% sombrite estimulou a
biossintese de mentol (Costa et al., 2014). Esses resultados sugerem que, mesmo em plantas
adultas com vias oxidativa (pulegona — mentofurano) e redutora (mentona — mentol)
plenamente desenvolvidas, a intensidade da luz ¢ um fator regulador das vias biossintéticas

dos compostos volateis.

4. CONCLUSAO

A manipulacdo da intensidade luminosa afeta o desenvolvimento, caracteristicas
morfoldgicas, o acimulo de biomassa seca, pigmentos fotossintéticos e a produgdo dos
compostos volateis. A baixa intensidade luminosa deixa as plantulas estioladas, estimula a
producdo de pigmentos fotossintéticos e dos monoterpenos oxigenados a pineno, 3 pineno ¢

mentol. No entanto, de acordo com os resultados do presente trabalho o mais indicado ¢

2 1

cultivar a M. piperita L. em 78 umol m ~ s', sendo essa a intensidade ideal para o seu

desenvolvimento e economicamente mais barato.
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CAPITULO 3

Crescimento e produc¢ao de compostos volateis em Mentha piperita L. cultivada in vitro
sob diferentes qualidades de luz

RESUMO

A hortela-pimenta (Mentha piperita L., Lamiaceae) ¢ uma espécie medicinal e aromatica. A
micropropagacao ¢ uma técnica que permite a produ¢ao em massa de genotipos homogéneos,
com alto rendimento e qualidade, para a produgdo de produtos naturais. Objetivou-se avaliar a
influéncia dos diferentes comprimentos de onda no desenvolvimento e produgdo de
compostos volateis de plantulas deMentha piperita L. micropropagadas. Segmentos nodais
foram cultivados em meio MS, sob LEDs branca, azul, vermelha, 50%V:50%A, 30%V:70%A
e 70%V:30%A, em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo 16h/8h.
Apo6s 30 dias, foi avaliado o crescimento, a biomassa seca das folhas, caule, raiz e total,
pigmentos fotossintéticos e os compostos volateis por GC/EM. O maior crescimento do caule
e do 2° entrend foi observado em plantas que cresceram sob luz vermelha e em 70%V:30%A.
A luz branca, azul, 50%V:50%A e 30%V:70%A beneficiaram o acumulo de biomassa seca
das folhas e raiz. Os brotos sob as combinagdes de 50%V;50%A acumularam maior teor de
clorofila a, total e carotenoides. A luz vermelha e 70%V:30%A estimularam a producdo de
mentofurano. A luz monocromatica vermelha gera nas plantas uma foto resposta de
estiolamento. Conclui-se que o indicado ¢ cultivar a espécie em LED 70%V:30%A para a
obten¢do de mudas com bom crescimento e produgdo de mentofurano, composto importante
para a industria da perfumaria.

Palavras-chave: micropropagagdo; horteld pimenta; espectros de luz; planta medicinal.
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Growth and production of volatile compounds in Mentha piperita L. grown in vitro
under different light qualities

Abstract

Peppermint (Mentha piperita L., Lamiaceae) is a medicinal and aromatic species.
Micropropagation is a technique that allows the mass production of homogeneous genotypes,
with high yield and quality, for the production of natural products. The objective of this study
was to evaluate the influence of different wavelengths on the development and production of
volatile compounds of micropropagated Mentha piperita L. seedlings. Nodal segments were
cultivated in MS medium, under white, blue, red, 50%V:50%A, 30%V:70%A and
70%V:30%A LEDs, in a growth room with a temperature of 25 + 1 °C and a 16h/8h
photoperiod. After 30 days, growth, dry biomass of leaves, stem, root and total,
photosynthetic pigments and volatile compounds were evaluated by GC/MS. The greatest
growth of the stem and 2nd internode was observed in plants grown under red light and at
70%V:30%A. White, blue, 50%V:50%A and 30%V:70%A light benefited the accumulation
of dry biomass of leaves and roots. Shoots under the combinations of 50%V;50%A
accumulated greater content of total chlorophyll a and carotenoids. Red light and
70%V:30%A stimulated the production of menthofuran. Red monochromatic light generates
an etiolation photoresponse in the plants. It is concluded that it is recommended to grow the
species under LED 70%V:30%A to obtain seedlings with good growth and production of
menthofuran, an important compound for the perfume industry.

Keywords: micropropagation; peppermint; light spectra; medicinal plant.
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1. INTRODUCAO

As plantas produzem os metabolitos secundérios para se adaptar ao ambiente, como se
defender contra fitopatdgenos, ataques de insetos, ou outros estresses. A utilizagao dos diodos
emissores de luz (LEDs) permite controlar o comprimento de onda para o cultivo das plantas
(Ueda et al., 2021). A luz ¢ um importante regulador do crescimento, desenvolvimento e
ativacdo de enzimas fotossensiveis envolvidas na via do metileritritol-4-fosfato (MEP) (Yu et
al., 2021).

O MEP ¢ o precursor dos 6leos essenciais, classe de metabolito secundério presente na
hortela-pimenta (Mentha piperita L., Lamiaceae). Os principais constituintes da espécie sao
mentofurano, mentona, pulegona e mentol.

O mentol ¢ de grande importancia econdmica, cerca de 32.000 toneladas métricas de
mentol sao consumidas anualmente, sendo que apensas 6.300 toneladas ¢ sintético (Kamatou
et al., 2013). Assim, como o mentofurano para a industria de aromas, que possui uma
demanda estimada em 150-200 Mt/ano, para producdo de perfumes (Kumar; Shukla; Samad,
2014).

A Mentha piperita L. por ser um hibrido estéril ¢ propagada vegetativamente por
estacas enraizadas, estoldes, rebentos, porém a taxa de crescimento nas fases iniciais ¢ lenta
(Holm et al., 1989; Talankova-Sereda et al., 2019).

Comercialmente o meio mais importante ¢ a produ¢do por estacas, porém o
desenvolvimento da planta pode ser limitado por varios fatores, como a infec¢do por
fitopatogenos, clima e falta de matéria prima de alta qualidade (Fontana; Nicola; Hoeberechts,
20006; Shelepova et al., 2021; Zayova; Kirova; Geneva, 2021).

Por conta disso o cultivo in vitro é uma técnica que pode ser usada para a produgdo da
espécie e obten¢do de matéria prima de alta qualidade. Sendo assim, a micropropagacao pode
auxiliar a suprir as necessidades de fornecimento de matéria prima, pois € possivel produzir
em grande escala, genotipos homogéneos, com alto rendimento e qualidade, para a produgao
de produtos naturais (Moraes; Cerdeira; Lourengo, 2021).

A luz ¢ um fator ambiental importante para a sobrevivéncia das plantas, ¢ composta
por diferentes intensidades (densidade de fluxo fotons fotossintéticos), qualidade de luz
(comprimento de onda), fotoperiodo, ciclos de iluminagdo e as interagdes desses fatores,
influéncia a fotossintese, desenvolvimento (fotomorfogénese) e o metabdlito secundario (Dou;
Niu, 2019). Atualmente o cultivo in vitro com o uso dos Diodos Emissores de Luzes (LEDs)

sdo mais vantajosos que as lampadas fluorescentes, devido a baixa emissdo de calor, espectros
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monocromaticos ou combinagdes, a vida util ¢ longa e tem baixo consumo de energia, além
de ndo emitir poluentes no momento de descarte.

A intensidade e a qualidade de luz sdo muito importantes para o desenvolvimento de
plantulas in vitro, isso porque a planta responde de forma especifica a um determinado
comprimento de onda, além disso, os espectros dos LEDs podem ser manipulados com o
intuito de auxiliar no aumento dos metabolitos secundarios, como fendis, antocianinas,
carotenoides, glicosideos, alcaloides e terpenoides, além de proporcionar o acumulo dos
mesmos (Zauli et al., 2021) e afetar a fotomorfogénese das plantulas.

Dessa forma, o objetivo foi avaliar a influéncia dos diferentes comprimentos de onda
no desenvolvimento e producdo de compostos volateis em plantulas de Mentha piperita L.

micropropagadas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento e origem do material botanico

O estabelecimento in vitro e cultivo das plantulas de Mentha piperita L. foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (DAG / UFLA) e as analises
fitoquimicas no Laboratorio de Fitoquimica e Controle de Qualidade (DAG / UFLA),
localizado na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14 ' S ¢ 45°00 ' W, com
918 m de altitude.

Para o estabelecimento in vitro foi coletado de plantas matrizes cultivadas no Horto de
Plantas Medicinais (DAG / UFLA) segmentos nodais de lcm. A assepsia dos explantes foi
feita com detergente e dgua corrente durante 30 minutos, posteriormente eles ficaram imersos
em agua sanitdria (1,25% de cloro ativo) durante 15 min. Na capela de fluxo ldminar os
explantes foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Com o auxilio do bisturi e
pinga as folhas foram removidas e os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio
com 12,5 ml do meio de cultura MS (Murashige Skoog, 1962), contendo 30 gL*! de sacarose e
5,5 gL' de agar, com pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes de ser autoclavado, durante 20 min a

121 C°).

2. 2 Implantacgio do experimento de diferentes qualidades de luz
Segmentos nodais de um 1 cm de plantulas de M. piperita L. previamente
estabelecidas foram inoculadas verticalmente em tubos contendo 12,5 ml de meio de cultura

MS em capela de fluxo laminar. Apds a inoculagdo dos explantes os tubos foram mantidos em
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sala de crescimento durante 30 dias, sob luz LED branca, 100 % vermelho, 100% azul, 70%
azul: 30% vermelha, 30% azul: 70% vermelha e 50% azul: 50% vermelha, todas com
intensidade de 42 pmolm™ s*!, com fotoperiodo de 16h/8h e temperatura de 25 + 1 °C.

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com 6 tratamentos de luz com
diferentes comprimentos de ondas, com 4 repetigdes, tendo 6 tubos em cada repeticdo com
um explante, totalizando 144 plantulas. Foram avaliados a altura do maior broto (AMB), o
comprimento do 2° entren6 (CE) em centimetros, numero de brotos (NB), biomassa seca das

folhas (BSF), caule (BSC), raiz (BSR) e total (BST) em miligramas.

2. 3 Analise dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintetizantes foram extraidos e mensurados seguindo o método
desenvolvido por Hiscox e Israelstam (1979). Os extratos foram preparados a partir de 50 mg
de folhas frescas, sem nervuras coletadas em sala escura, iluminada com luz verde. As folhas
foram colocadas em tubos Falcon revestidos com papel aluminio, onde foi adicionado 10 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de calcio (CaCOs), sendo
posteriormente mantidos em estufa de circulagdo forcada por 24h a 65°C. Uma amostra
branca foi preparada penas com DMSO.

A absorbancia das amostras foram lidas em cubeta de quartzo, a partir da solugdo
extrativa diluida em DMSO na propor¢ao de 1:1, nos comprimentos de onda de 480
(carotenoides), 649 (clorofila a) e 665 (clorofila b) nm no espectrofotometro TECAN
INFINITY M200 PRO, contra o branco. As amostras foram preparadas em triplicata.

Para determinagdo das concentragdes das clorofilas a, b e carotenoides foi utilizado as
equacdes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649);
clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665); carotendides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78
x Cb)/220. Para determinar a clorofila total foi realizada a soma dos resultados das equagdes
da clorofila @ € b. Todos os resultados foram expressos em mg (de pigmentos) g™ (por matéria

fresca de folha).

2. 4 Analise dos compostos volateis

Amostras de 30 mg de folhas secas de M. piperita, foram acondicionadas em vials de
20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE. Em seguida, os vials foram transferidos para o
extrator headspace automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM (Cromatografo Gasoso/Espectrometro de

Massa). As condigdes operacionais do extrator foi temperatura de incubagdo da amostra de
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110°C durante 30 min, temperatura da seringa a 120°C ¢ o volume de inje¢do de 500 uL da
fase de vapor, injetados em modo split na razao 10:1.

Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL min’'; as temperaturas do injetor e da linha de
transferéncia foram mantidas em 250°C. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3°C/min até 240°C, seguida de uma rampa de 10°Cmin™! até
280°C. As concentragdes dos constituintes presentes na fragao volatil foram calculadas através
da area integral de seus respectivos picos, relacionando a area total de todos os picos. As
amostras foram realizadas em triplicata e os resultados expressos na area relativa percentual +
desvio padrao (n=3).

Foram identificados compostos com area superior a 1% por meio da comparacao dos
seus indices de retencdo relativos a co-inje¢do de uma solucao padrao de n-alcanos (C8-C20,
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparac¢do dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (Nist, 2008) e da literatura (Adams, 2017; TKAUEB,
2008). Os indices de reten¢do foram calculados usando a equacdo de Van den Dool e Kratz

(1963).

2. 6 Analise de estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio do software Sisvar, para comparagao das

médias foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3. 1 Analise do desenvolvimento da hortela pimenta em diferentes qualidades de luz
Morfologicamente as plantulas cultivadas sobre luz monocromatica vermelha ficaram
com o caule mais alongado, entrends espacados e poucas raizes. Essas caracteristicas de
plantas estioladas se evidenciam quando os fitocromos captam variagdes sutis na propor¢ao
do vermelho para vermelho distante (Kalaitzoglou et al., 2021). Os brotos que cresceram
sobre luz monocromatica branca, azul e combinacdes (50%V:50%A, 30V%:70%A) tiveram

caracteristicas muito semelhantes com crescimento compacto e raizes volumosas (Figura 1).
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Figura 1: Desenvolvimento das plantulas de Mentha piperita L. em diferentes qualidades de

luz.
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Fonte: Autores (2025).

As plantulas cultivadas sob luz vermelha tiveram o maior indice de crescimento do
broto (14,6 cm) e 2° entreno (3,53 cm), seguida pelas que se desenvolveram em 70%V:30%A
(8,26 € 2,54 cm) (Figura 2 A e B). O alongamento do caule ¢ uma foto resposta mediada pelos
fitocromos inativos que captam luz vermelha distante, que causa nas plantas um efeito de
sombra. Por isso o caule cresce para evitar a limitagdo da luz, quando o fotorreceptor passa a
absorver luz vermelha fica ativo e o crescimento da planta volta ao normal (Franklin, 2020;
Botterweg-Paredes et al., 2020). Essa mudanca estimula a biossintese e o transporte de auxina
devido a redugdo da radiacdo fotossintéticamente ativa, diminuindo a absor¢do pelas
clorofilas dos principais espectros de luz para a fotossintese, como o azul e o vermelho, o que
impacta negativamente o processo fotossintético (Hornistschek et al., 2012). Outro
fitohormdnio envolvido no crescimento do caule € a giberelina, que ¢ induzida pela deteccao
de luz vermelha pelos fitocromos (Toyomasu et al., 1993; Martinez; Gil, 2001).

As plantulas cultivadas sobre luz monocromatica azul e 30%V:70%A ficaram com o

crescimento do caule e os entrends compactos, devido esse comprimento de onda causar um
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efeito fotomorfogénico de diminui¢do do alongamento do caule sem afetar a fotossintese
(Kalaitzoglou et al., 2021). Isso pode estar associado ao comprimento de onda azul ser mais
energético, consequentemente, ocorre o0 aumento da radia¢do fotossintéticamente ativa, que
estimula a produgdo dos fotoassimiliados e inibicdo da produgdo de auxina, quebrando a

dominancia apical.

Figura 2: Efeitos da qualidade de luz no comprimento do broto (A), 2° entrend (B) e nimero

de broto (C).
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Outras espécies de plantulas como Lomantozona artemisiifolia (Asteraceae) ficaram
com maior comprimento quando cultivadas in vitro em luz monocromatica vermelha ou
70%V:30%A (Silva et al., 2020).Nas espécies Paulownia tomentosa (Thunb) Stud

(Paulowniaceae) e o hibrido Paulownia Zucc x Elongata, também tiveram maior alongamento
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do caule sob luz vermelha (Djangalina et al., 2023), esses trabalhos corroboraram com os
resultados no presente trabalho.

A formacao de novos brotos foi estimulada a partir da luz monocromatica vermelha e
combinagdes (50%V:50%A; 30%V:70%A; 70%:30%A), Figura 2C. O balango das luzes pode
influenciar o equilibrio hormonal endégeno das plantulas, causando o estimulo de novas
brotagdes.

As plantulas que cresceram na luz vermelha tiveram menor producdo de biomassa
seca das folhas (11,44 mg) e maior acumulo no caule (8,52 mg) (Figura 3). As plantulas com
crescimento compacto (luz azul e 30%V:70%A) armazenaram maior quantidade de peso seco
nas folhas do que no caule, sendo a sua produtividade fotossintética semelhante a das
plantulas que cresceram sobre luz branca, 50%V:50%A e 70%V:30%A. Apesar de ndo haver
diferenga significativa entre a luz branca, monocromdtica azul e as combinagdes
(50%V:50%A e 30%V:70%A), as plantulas que cresceram sob luz branca teve o maior
acumulo de biomassa seca nas raizes (3,39 mg)(Figura 3). Nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos para peso seco total. Entretanto, as plantulas que cresceram sob

50%V:50%A acumulou maior quantidade de biomassa seca total (23,38 mg)(Figura 3).
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Figura 3: Influéncia dos diferentes espectros na producio da biomassa seca da folha-BSF (A),

caule-BSC (B), raiz-BSR (C) e total-BST (D).
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*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de

5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2025).

Os LEDs tém seu espectro luminoso otimizado de acordo com a regido ativa da
fotossintese das plantas (Sena et al., 2024). Por conta disso a luz branca também pode auxiliar
no aumento da producdo de biomassa seca, j4 que possui todos os espectros. As luzes
monocromaticas € as combinagdes estimulam a producdo de biomassa seca das folhas e raiz,
porque os comprimentos de onda azul e vermelho regulam os genes das vias metabdlicas,
influenciam desenvolvimento da parte aérea e o sistema radicular. Devido a regulacdo dos
fitohormdnios e participam dos processos fisioldgicos, como a fotossintese e a biossintese dos
metabolitos secundarios e da parede celular (Fan et al., 2022).

A luz azul regula a abertura dos estomatos, favorecendo a fixagdo de carbono pela
enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (Taiz et al., 2017). Junto a luz vermelha a luz azul

aumenta, a taxa fotossintética das plantas ao estimular as enzimas responsaveis pela sintese de
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carboidratos, amido e sacarose (Li et al., 2017). Ao detectar a luz vermelha, o fitocromo A se
converte em sua forma ativa (Prf), promovendo o crescimento radicular (Kurata; Yamamoto,
1997). Além disso, os fotoassimilados sdo transportados pelo floema para as células e partes
inferiores da planta, como a raiz (Lim et al., 2020). Apesar das plantulas estioladas terem
crescido sob espectro vermelho a baixa producdo fotossintética afetou negativamente o
acumulo de biomassa nas raizes, assim como aquelas que cresceram em 70%V:30%A.

Em estudos realizados com Origanum manjorana L. o maior peso seco foliar foi
observado sob luz branca (Cossa et al., 2024); em nogueira (Junglas regia L., Jungladaceae)
as combinagdes de azul-vermelho e vermelho-vermelho distante estimulam a producao de
peso seco total e as caracteristicas morfoldgicas variam de acordo com cada espectro (Saeedi
et al., 2024). As plantulas de framboesa (Rubus idaeus L.) sobre luz vermelha possui baixo
enraizamento, peso seco ¢ ficaram estioladas (Nacheva et al., 2023); Mentha spicata L.
quando cultivada em 70%A:30%V as plantulas acumulam maior biomassa seca das folhas,
raiz e total (Cunha et al.,, 2019); Solanum tuberosum L. cultivada in vitro em luz
vermelhatazul sobre imersdo, tem producdo de matéria seca, amido ¢ formacdo de
microtubérculos (Al-Shareefi et al., 2020); Rubus fruticosus (Dewir et al., 2023) e pitaya
(Hylocereus undatus Britt & Rose, Cactaceae) (Huang et al., 2022) tem maior crescimento
vegetativo e enraizamento, quando as plantulas sdo micropropagadas sob 30%A:70%V.

Os resultados descritos corroboram com os resultados do estudo com a Mentha
piperita e outros ndo, demonstrando que cada genotipo requer um espectro especifico para seu
desenvolvimento ideal. Além disso, a utilizagdo de diferentes comprimentos de onda ¢
essencial para o processo de aclimatizagdo da espécie, ja que as luzes vermelha e azul
favorecem a adaptacdo das plantas, otimizando a fotossintese ao promover melhorias na

morfologia e fisiologia das plantas (Tarakanov et al., 2021).

3. 2 Analise dos pigmentos fotossintéticos produzidos em brotos de M. piperita L. in vitro

Os diferentes comprimentos de onda influenciam significativamente (p<0,05) os
pigmentos fotossintéticos da horteld pimenta. As folhas acumulam maior teor de clorofila g,
total e carotenoides sobre 50%V:50%A (0,88; 1,25 e 0,19 mg g! MF). Seguida pela luz
branca, 30%V:70%A e 70%V:30%A. Sendo os menores teores observados em plantulas que
se desenvolveram em luz monocromética azul (0,65; 0,94 ¢ 0,13 mg g'! MF), Tabela 1.

A combinagdo de cores pode beneficiar o acumulo de clorofila, consequentemente a
producdo de biomassa seca, porque uma das vantagens da LED ¢ a emissao dos comprimentos

de onda no pico especifico de absor¢do da clorofila para a alta eficiéncia fotossintética (Vieira
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et al.,, 2015). Uma quantidade minima de luz azul é necessdria para que ocorra o
desenvolvimento normal das plantas, ja que esse espectro estimula o amadurecimento dos
cloroplastos, biossintese da clorofila (Cavallaro e al., 2022), abertura dos estomatos e

realizagdo da fotossintese (Nowakowska et al., 2023).

Tabela 1: Concentracdo dos pigmentos fotossintéticos em plantulas de horteld pimenta

cultivada sobre diferentes espectros de luz.

. Clorofila
Qual;jll:lzde de a b Total Carotenoides
mg g-1 MF
Branca 0,76+0,00 b 0,38+0,00b 1,15£0,00b 0,16+0,00 b
Azul 0,65+0,05d 0,29+0,03 ¢ 0,94+0,02 ¢ 0,13+0,01 ¢

Vermelho 0,71+£0,00 ¢ 0,59+0,02 a 1,29+0,01 a 0,13+0,01 ¢
50%V:50%A 0,88+0,03a 0,37+0,01 b 1,25+0,04a 0,194+0,04 a
30V%:70%A  0,77+0,02b 0,42+0,08 b 1,19+£0,06 b 0,16+0,01 b
70V%:30%A  0,77+£0,02b 0,38+0,07b 1,15+0,06 b 0,16+£0,01 b

CV (%) 4,00 12,15 3,67 9,27
*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de

5% de probabilidade.

Fonte: Autores (2025).

Resultado semelhante foi encontrado na espécie Tetrastigma hemsleyanum cultivada
em estufas sobre luz azul que teve a biossintese de clorofila baixa, porém isso ndo afetou a
produgdo de biomassa seca das folhas (Zhao et al., 2024). Em Paulownia tomentosa (Thunb)
Stud (Paulowniaceae) o espectro vermelho estimulou a formacgao de clorofila a e b, enquanto,
que no hibrido Paulownia Zucc x Elongata os pigmentos fotossintéticos foram induzidos pelo
azul (Djangalina et al., 2023). O hibrido Prunus cerasus x Prunus canescenses cultivado sob
vermelho:azul tem maior indice de clorofila b e carotenoides (Sorroupolou et al., 2023). Em
M. canadensis L. quando cultivada em sistema hidropdonico sob LED branca acrescida da azul,
ocorre o aumento da biossintese de clorofila total (Ueda et al., 2021).

De acordo com os trabalhos apresentados acima ¢ importante identificar qual
comprimento de onda e suas misturas proporcionam o melhor desenvolvimento do aparato
fotossintético, ja que a sinalizacdo dos fotorreceptores mais importantes ocorre na faixa do

vermelho (660-730) e azul (340-500).
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3. 3 Analise da fracio volatil das folhas de Mentha piperita L.

O comprimento de onda influenciou a quantidade e qualidade dos metabolitos
secundarios produzidos nas folhas de horteld pimenta. Maior percentagem de monoterpenos
oxigenados foram observados em luz branca (100%) (Tabela 2). A biossintese do a pineno e 3
pineno ¢ beneficiada pela luz monocromatica vermelha (1,85 e 1,27 %). A producgdo de
pulegona ¢ estimulada sob luz azul (17,87%) ¢ em condi¢des com maior intensidade dessa luz,
como nas combinacdes 50% vermelho: 50% azul (16,82%) e 30% vermelho: 70% azul
(18,24%) (Tabela 2).

O espectro e a quantidade de luz influéncia diretamente o metabolismo e
desenvolvimento das plantas (Sena et al., 2024). A variacdo do perfil volatil nas luzes
monocromaticas € combinagdes, ocorre porque a producao dos metabolitos secundarios, como
os terpenos esta intimamente ligada a luz; os fotorreceptores fitocromo e criptocromo regula a
biossintese dos monoterpenos e sesquiterpenos, onde as maiores fragdes de vermelho sobre a
luz azul beneficia a sintese desses compostos, enquanto que o espectro azul suprime alguns
genes responsaveis pela produgdo dos terpenos (Avilés et al., 2024). Maior teor de
mentofurano ocorreu sob iluminagdo vermelha e na combinagdo de luzes com maior
intensidade no espectro vermelho (70%V:30%A e 50%V:50%A). Esse composto também foi
observado em maior quantidade sob luz branca LED, que possui espectro no vermelho
(Tabela 2)

A rota metabolica metileritritol-4-fosfato tem como precursor o gliceraldeido-3-fosfato
e o piruvato, enquanto, que o mevalonato possui a acetil-CoA como precursor. A luz vermelha
¢ o principal espectro que ativa uma sequéncia de reagdes enzimaticas que sintetizam esses
compostos em geranil difosfato (Zhang et al., 2021). Os resultados indicam que a atividade da
mentofurano sintase ¢ ativada pelo espectro vermelho, que beneficia a via oxidativa da M.
piperita L. (pulegona — mentofurano), enquanto, que a via redutora (pulegona — mentona) é
influenciada pela luz azul, que ativa a pulegona redutase, responsavel por reduzir a pulegona e

em mentona, posteriormente em mentol no interior do citosol.
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Tabela 2: Composi¢do volatil das folhas de Mentha piperita L. em diferentes qualidades de

luz.
N° Componentes IR I{?t Area (%)
Branca Azul Vermelha 50%V:50%A  30%V:70%A  70%V:30%A
1 3-metilciclopentanona 846 842 nd nd 0,14+0,04 nd nd nd
2 a-pinene 930 932 1,41£0,11¢c  1,4540,04c  1,85+0,01a  1,44+0,15¢ 1,46+0,06 ¢ 1,63+0,11 b
3 3-metilciclohexanona 945 945 0,12+0,02 nd 0,11+0,05 nd nd nd
4 sabineno 969 969 0,19+0,02 0,21+0,01 0,26+0,01 0,20+0,03 0,20+0,01 0,22+0,02
5 B-pineno 973 974 1,00+£0,08 ¢ 1,0140,02¢  1,27+0,05a  1,03+0,10 ¢ 1,03+0,04 ¢ 1,13+0,07 b
6  mirceno 990 988 0,26+0,01 0,30+0,02 0,27+0,16 0,27+0,01 0,28+0,01 0,29+0,03
7 limoneno 1024 1024 1,0840,06a  1,27+027a 1,1140,09a 1,01+0,19a  1,18+0,13a 1,11£0,20 a
8 1,8-cineol 1027 1026 0,38+0,13 0,50+0,05 0,3140,05 0,41+0,13 0,30+0,08 0,39+0,06
9 hidrato de cis-sabineno 1062 1065 0,53+0,06 0,52+0,07 0,22+0,08 0,48+0,03 0,41+0,04 0,41+0,04
10  mentona 1149 1148 0,19+0,02 0,27+0,20 nd nd 0,12+0,05 nd
11 mentofurano 1162 1159 78,86+0,78a 75,12+0,82b 80,03+0,42a 77,87+0,49a  76,08+1,85b 78,45+1,37 a
12 mentol 1169 1175 037+0,12a  0,34+0,36a 0,33£0,03a  0,33+0,03 a 0,30+0,03 a 0,35+0,02 a
13 isopulegona 1172 1177 0,25+0,21 0,34+0,05 nd nd nd nd
14 pulegona 1236 1233 15,50+0,18 b 17,87+0,45a 14,02+0,40b 16,82+1,12a  18,14+1,49a 15,76£1,06 b
15  acetato de mentila 1292 1294 nd 0,68+0,38 nd nd nd nd
16  (Z)-cariofileno 1409 1408 nd 0,09+0,01 nd nd 0,10+0,05 nd
17 germacreno D 1470 1480 nd nd nd nd nd nd
Monoterpenos Oxigenados 96,08% 95,64% 94,91% 95,91% 95,35% 95,36%
Monoterpenos Hidrocarbonetos 3,94% 4,24% 4,76% 3,95% 4,15% 4,38%
Sesquiterpenos Oxigenados 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 0,00% 0,09% 0,00% 0,00% 0,10% 0,00%
Total (%) 100% 99,88% 99,67% 99,86% 99,50% 99,74%

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de

5% de probabilidade.

*IR, Indice de retencdio para a série n-alcano (C8-C20) na coluna HP-5 MS por ordem de eluigdo. DP, desvio

padrdo (n=3). nd., ndo detectado.

4., CONCLUSAO

Fonte: Autores (2025).

A luz monocromatica vermelha gera nas plantas micropropagadas uma foto resposta

de estiolamento. O indicado ¢ cultivar a espécie em 70%V:30%A para a obtencdo de mudas

com bom desenvolvimento da parte aérea, maior acumulo de biomassa seca das folhas e caule,

e producdo dos pigmentos fotossintéticos. A luz vermelha estimula a biossintese de

mentofurano.
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CAPITULO 4

Sistema de Ventilacao Natural no crescimento e na producio in vitro de monoterpenos
ciclicos de horteld pimenta

RESUMO

A hortela pimenta (Mentha piperita L.) é uma espécie grande importancia, cerca de 4000
toneladas/ano ¢ produzida mundialmente, devido seu uso na industria alimenticia, perfumaria,
cosmética, higiene pessoal e farmacéutica. Na micropropagacao € possivel utilizar o Sistema
de Ventilagdo Natural, em que as tampas modificadas s3o feitas com material de suporte
fibroso ou com alta porosidade, para proporcionar melhor difusdo dos gases entre o meio
externo € o meio interno, proporcionando o desenvolvimento de mudas in vitro mais
resistentes ao processo de aclimatizagdo. Objetivou-se identificar se o sistema de ventilagao
natural beneficia o crescimento ¢ a producdo dos compostos volateis da Mentha piperita L
micropropagada. Segmentos nodais foram cultivados em meio MS, em frascos com tampas
modificadas com 1 (SVNI1), 2 (SVN2) e 4 (SVN4) membranas porosas ¢ sem membrana
(SVNO) (controle), em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo
16h/8h. Apos 30 dias, foi avaliado o crescimento, a biomassa seca das folhas, caule, raiz e
total, pigmentos fotossintéticos e a composicao quimica volatil. As plantulas in vitro de M.
piperita L. tem maior comprimento do broto, acumulo de biomassa seca das folhas, caule e
raiz, quando cultivada em SVN4. A utilizacdo de SVN2 beneficia a producdo dos pigmentos
fotossintéticos. Conclui-se que os brotos de horteld pimenta se desenvolvem mais vigorosos
em SVN4. As membranas porosas estimulam a producdo de mentofurano, composto
importante para a industria da perfumaria.

Palavras-chave: membranas alternativas; Mentha piperita; planta medicinal; cultura de
tecidos,; metabolito secundario.
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Natural Ventilation System in the growth and in vitro production of cyclic monoterpenes
of peppermint

Abstract

Peppermint (Mentha piperita L.) is a species of great importance, with approximately 4,000
tons/year produced worldwide due to its use in the food, perfumery, cosmetics, personal
hygiene and pharmaceutical industries. In micropropagation, it is possible to use the Natural
Ventilation System, in which modified covers are made with fibrous or highly porous support
material to provide better diffusion of gases between the external and internal environments,
enabling the development of in vitro seedlings that are more resistant to the acclimatization
process. The objective was to identify whether the natural ventilation system benefits the
growth and production of volatile compounds of micropropagated Mentha piperita L. Nodal
segments were cultured in MS medium, in flasks with modified lids with 1 (SVNT1), 2 (SVN2)
and 4 (SVN4) porous membranes and without membrane (SVNO) (control), in a growth room
with a temperature of 25 + 1 °C and a 16h/8h photoperiod. After 30 days, growth, dry
biomass of leaves, stem, root and total, photosynthetic pigments and volatile chemical
composition were evaluated. In vitro seedlings of M. piperita L. have greater shoot length and
accumulation of dry biomass of leaves, stem and root, when grown in SVN4. The use of
SVN2 benefits the production of photosynthetic pigments. It is concluded that peppermint
shoots develop more vigorously in SVN4. The porous membranes stimulate the production of
menthofuran, an important compound for the perfume industry.

Keywords: alternative membranes; Mentha piperita; medicinal plant; tissue culture;
secondary metabolite.



76

1. INTRODUCAO
As espécies do género Mentha L. (Lamiaceae) sdo ervas medicinais e aromaticas de

grande importancia mundial, populares e antigas, com ampla utiliza¢do na industria cosmética
e alimenticia, muito consumida como cha, devido suas propriedades medicinais, que variam
de espécie para espécie, por conta da sua composi¢ao quimica (Taraseviciene et al., 2019)

A horteld pimenta (Mentha piperita L.) ¢ uma das espécies mais populares do género ¢é
consumida no mundo todo, cerca de 4000 toneladas/ano ¢ produzida mundialmente,
principalmente pelo dleo essencial (Gholamipourfard; Salehi; Banchio, 2021), que contém
compostos volateis importantes, como o mentol, mentofurano, pulegona e mentona.

A espécie pode ser usada para tratamento de infecgdes respiratorias agudas, alergias,
problemas digestivos e enxaqueca (Afkar; Karimzadeh, 2024). A presenca do neomentol e a
isomentona confere atividade anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, imunomoduladora,
neuroprotetora, antifadiga e antioxidantes (Zhao et al., 2022).

O mentofurano, composto organico aromatico produzido naturalmente nos botdes
florais da horteld pimenta. Este € um componente de grande importancia ja que a industria de
aromas possui uma demanda estimada em 150-200 Mt/ano, para producdao de perfumes
(Kumar; Shukla; Samad, 2014).

A micropropagacdo ¢ uma técnica que permite o cultivo in vitro das espécies
medicinais, em condigdes assépticas, com meio adequado, para producdo de plantas
homogéneas, em larga escala, independente dos fatores climdaticos e estagdes do ano, além de
poder ser utilizada em plantas sem semente para fornecer frequentemente material vegetal de
alta qualidade (Thiem et al., 2023).

No entanto, a vedagdo dos tubos com tampas de polipropileno no cultivo in vitro
convencional, dificulta as trocas gasosas, consequentemente causa disturbios
morfofisiologicos, as plantas ficam menos vigorosas e aumenta o acimulo de 4gua no interior
dos frascos, esses fatores podem causar a falha da aplicacdo da técnica causando prejuizos
econdmicos e perda das plantas (Junior et al., 2022).

Na micropropagagdo ¢ possivel utilizar o Sistema de Ventilagdo Natural, as tampas
modificadas sdo feitas com material de suporte fibroso ou com alta porosidade, para
proporcionar melhor difusdo dos gases entre 0o meio externo e o meio interno (Xiao; Niu;
Kozai, 2011). Este processo caracteriza o cultivo fotoautotréfico que ocorre na auséncia da
sacarose, onde o explante cresce ¢ se desenvolve utilizando a energia luminosa e assimilando

0 COz para realizagdo da fotossintese (Shi; Collado; Hernandez, 2024).
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No cultivo in vitro com o uso de membranas porosas, ¢ essencial manter as folhas nos
explantes. Esses explantes folhosos ou clorofilados possuem alta capacidade fotossintética,
permitindo sua micropropaga¢do em larga escala de forma uniforme, com desenvolvimento
acelerado, sem a necessidade de reguladores de crescimento e apresentando baixo indice de
contaminagdo, devido a auséncia de sacarose, que normalmente favorece o crescimento de
microrganismos (Kozai, Kubota e Jeong, 1997)

Essa forma de cultivo permite a obtengdo de mudas de alta qualidade, mais
responsivas e vigorosas. O cultivo com as membranas porosas melhora os processos
fisioloégicos, anatdmicos, crescimento, diminui a contaminagdo, permiti o cultivo
fotoautotréfico das plantas (Silva et al., 2017; Junior et al., 2022). Além disso, diminui a
umidade, auxilia na eliminagdo do etileno (Schuelter et al., 2015), desenvolve um melhor
sistema radicular, maior area foliar (Cha-Um et al., 2011). Braga et al. (2010), reportaram que
as folhas obtém estomatos mais funcionais, que diminui a dessecacao das plantulas e aumenta
a taxa de sobrevivéncia durante o processo de aclimatizacao (Braga et al., 2010).

As plantas medicinais quando cultivadas sobre sistema de ventilagdo natural tem um
aumento da concentracdo de compostos volateis, como observado na micropropagacdo de
Mentha viridis L. (Oliveira et al., 2021) e Lippia gracilis Schauner (Lazzarini et al., 2019).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi identificar se o sistema de ventilacdo

natural beneficia o desenvolvimento e os compostos volateis da Mentha piperita L.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento e origem do material botanico

O estabelecimento in vitro e cultivo das plantulas de Mentha piperita L. foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (DAG / UFLA) e as analises
fitoquimicas no Laboratorio de Fitoquimica e Controle de Qualidade (DAG / UFLA),
localizado na regido sul de Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas 21°14 ' S e 45°00 ' W, com
918 m de altitude.

Para o estabelecimento in vitro foi coletado de plantas matrizes cultivadas no Horto de
Plantas Medicinais (DAG / UFLA) segmentos nodais de lcm. A assepsia dos explantes foi
feita com detergente e agua corrente durante 30 minutos. Posteriormente foram imersos em
agua sanitaria (1,25% de cloro ativo) durante 15 min. Na capela de fluxo ldminar os explantes
foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Com o auxilio do bisturi e pinga as folhas

foram removidas e os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio com 12,5 ml do
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meio de cultura MS (Murashige Skoog, 1962), contendo 30 gL' de sacarose ¢ 5,5 gL' de agar,

com pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes de ser autoclavado, durante 20 min a 121 C°).

2.2 Implantac¢io do experimento em Sistema de Ventilacio Natural

Segmentos nodais com um par de folhas de plantulas de M. piperita L. previamente
estabelecidas foram inoculadas verticalmente em frascos com tampas sem nenhum filtro, com
um filtro, dois filtros e quatro filtros contendo 40 mL de meio de cultura MS, sem sacarose
em capela de fluxo laminar. Ap6s a inoculagdo dos explantes eles foram levados para a sala de
crescimento, onde ficaram durante 30 dias, em um fotoperiodo de 16h/8h a uma temperatura
de25+1 °C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos,
sendo tampa sem filtro (SVNO - controle), com um filtro (SVN2), dois filtros (SVN2) e
quatro filtros (SVN4)), 5 repeticdes, tendo 2 frascos por repeti¢do, com 5 explantes cada
frasco, totalizando 200 plantulas. Apds 30 dias foram avaliados comprimento do broto (CB)
em centimetros, nimero de brotos (NB), area foliar total (AFT) cm?, biomassa seca das folhas
(BSF), caule (BSC), raiz (BSR) e total (BST) em miligramas.

Area foliar total (AFT) foi mensurada pelo software WinFOLIA™ ¢ scanner EPSON
PERFECTION V700 PHOTO, e a partir dos dados obtidos para AFT e acuimulo de matérias
secas, foi calculado o crescimento da é4rea foliar, seguindo as recomendagdes descritas em

Benicasa (2003).

2. 3 Analise dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintetizantes foram extraidos e mensurados seguindo o método
desenvolvido por Hiscox e Israelstam (1979). Os extratos foram preparados a partir de 50 mg
de folhas frescas, sem nervuras coletadas em sala escura, iluminada com luz verde. As folhas
foram colocadas em tubos Falcon revestidos com papel aluminio, onde foi adicionado 10 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de calcio (CaCOs), sendo
posteriormente mantidos em estufa de circulagdo forcada por 24h a 65°C. Uma amostra
branca foi preparada penas com DMSO.

A absorbancia das amostras foram lidas em cubeta de quartzo, a partir da solugdo
extrativa diluida em DMSO na propor¢do de 1:1, nos comprimentos de onda de 480
(carotenoides), 649 (clorofila a) e 665 (clorofila b) nm no espectrofotometro TECAN
INFINITY M200 PRO, contra o branco. As amostras foram preparadas em quintuplicata.
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Para determinagdo das concentragdes das clorofilas a, b e carotenoides foi utilizado as
equacdes propostas por Wellburn (1994): Clorofila a = (12,47 x A665) — (3,62 x A649);
clorofila b = (25,06 x A649) — (6,5 x A665); carotendides: (1000 x A480 — 1,29 x Ca — 53,78
x Cb)/220. Para determinar a clorofila total foi realizada a soma dos resultados das equagdes
da clorofila a € b. Todos os resultados foram expressos em mg (de pigmentos) g™ (por matéria

fresca de folha).

2. 4 Analise dos compostos volateis

Amostras de 30 mg de folhas secas de M. piperita, foram acondicionadas em vials de
20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE. Em seguida, os vials foram transferidos para o
extrator headspace automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM (Cromatografo Gasoso/Espectrometro de
Massa). As condigdes operacionais do extrator foi temperatura de incubagdo da amostra de
110°C durante 30 min, temperatura da seringa a 120°C ¢ o volume de inje¢do de 500 uL da
fase de vapor, injetados em modo split na razao 10:1.

Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL min’'; as temperaturas do injetor e da linha de
transferéncia foram mantidas em 250°C. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3°C/min até 240°C, seguida de uma rampa de 10°Cmin’! até
280°C. As concentragdes dos constituintes presentes na fragao volatil foram calculadas através
da area integral de seus respectivos picos, relacionando a area total de todos os picos. As
amostras foram realizadas em triplicata e os resultados expressos na area relativa percentual +
desvio padrao (n=3).

Foram identificados compostos com érea superior a 1% por meio da comparacdao dos
seus indices de retencdo relativos a co-inje¢do de uma solucao padrao de n-alcanos (C8-C20,
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparagdo dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (Nist, 2008) e da literatura (Adams, 2017; TKAUEB,
2008). Os indices de reten¢do foram calculados usando a equacdo de Van den Dool e Kratz

(1963).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3. 1 Parametros de crescimento da Mentha piperita cultivada em Sistema de Ventilacdo
Natural

As plantulas de hortela pimenta sofrem influéncia significativa (p < 0,05) no
crescimento e desenvolvimento, quando cultivadas in vitro no Sistema de Ventilagdo Natural.
Morfologicamente as mudas do SVN4 tiveram desenvolvimento mais vigoroso, com folhas
largas e caule grosso, esverdeado, presenca de dois brotos e sistema radicular bem
desenvolvidos, o que pode auxiliar na adaptacdo das plantulas durante o processo de
aclimatizacdo. Quando comparada com SVNO e 1, em que as mudas ficaram com a parte

aérea pouco desenvolvida e em algumas plantulas as raizes estavam ausentes (Figura la e b).

Figura 1: Plantulas de hortela pimenta cultivadas em diferentes sistemas de ventilagdo natural

(a) e o desenvolvimento das raizes no interior dos frascos (b).

SYNO SVN1 SVN2

Fonte: Autores (2025).

De modo geral as maiores médias do comprimento do broto (11,38 cm), biomassa
seca das folhas (15,26 mg), caule (6,97 mg), raiz (2,66 mg) e total (24,90 mg), foram
observadas quando as plantulas sdo cultivadas no SVN4 (Figura 2A, C, D, E, F). O aumento
das membranas porosas causou um desenvolvimento proporcional das plantulas. A utiliza¢ao
de membranas porosas estimulou a formagdo de brotos secundarios (Figura 2B). Resultados
semelhantes foram observados em Lippia dulcis Trevir. (Verbenaceae), em que as mudas
tiveram maior quantidade de nimero de brotos, comprimento dos brotos, biomassa seca das

folhas, caule, raiz e total em SVN4 (Rocha et al., 2022).
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Figura 2: Influéncia do Sistema de Ventilagdo Natural no comprimento do broto (A), nimero

de brotos (B), biomassa seca das folhas - BSF (C), caule - BSC (D), raiz - BSR (E) e total -

BST (F).
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*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de

5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2025).

Os danos fisicos sofridos pelos tecidos vegetais induz a sintese de etileno (Leon; Rojo;
Serrano, 2004; Schlink, 2011). O etileno ¢ considerado o fitohormonio do estresse,
responsavel por causar a senescéncia, abscisao foliar, amadurecimento dos frutos, floragao e a
clorose das folhas (Taiz et al., 2017), além de ser um inibidor do alongamento do caule, isso

pode ser um dos indicativos das plantulas do SVNO terem ficado pequenas, com as folhas e
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raizes pouco desenvolvidas (Figura la e 2a) (Netto et al., 2006). A utilizacdo de membranas
porosas ¢ muito importante para que o etileno saia do interior dos frascos, ja que os danos
fisicos (cortes) sofridos pelo explante durante a inoculacdo ¢ um estresse que promove a
producdo de etileno. O uso de tampas que permitem as trocas gasosas promove O
desenvolvimento de mudas com alta qualidade, que sdo mais vigorosas e responsivas
(Guanais et al., 2022), consequentemente, quando aclimatizadas as plantulas apresentam
maior taxa de sobrevivéncia.

Estudos realizados com diferentes hibridos de videiras (Silva et al., 2022),
Dendrobium bigibbum Lindl. (Orchidaceae) (Ribeiro etal., 2019), Eryngium foetidum (Silva
et al., 2024), Prunus campanulata (Maxim.) (Rosaceae) (Sanson et al., 2024), Doritaenopsis
sp. (Orchidaceae) (Shin; Park; Paek, 2014), demonstraram que as plantulas tiveram um bom
desenvolvimento ¢ alta plasticidade durante a aclimatizagdo. A Lippia dulcis Trevir.
(Verbenaceae) quando

O wuso de frascos com tampas convencionais dificulta as trocas gasosas,
consequentemente, os explantes se desenvolvem com varios disturbios morfofisiologicos, que
podem causar falhas na técnica e perdas econdmicas (Junior et al., 2022). Enquanto, que a
utilizacdo da ventilacdo natural estimula o desenvolvimento das brotacdes in vitro com
caracteristicas anatomicas e fisiologicas semelhantes a mudasex vitro. Sendo assim, podem
auxiliar na reducgdo do estresse dessas plantulas durante o processo de transi¢do para casa de
vegetagdo (Séez et al., 2012).

Em frascos completamente tampados, sem a membrana porosa, as plantulas nao
conseguem atingir a capacidade fotossintética total, ja que as concentracdes de CO2¢ baixa e
os explantes precisam assimilar a sacarose presente no meio de cultura. Entretanto, o
crescimento dos brotos pode ser acelerado quando se proporciona maior entrada de CO2 nos
frascos e diminui a concentragao de sacarose no meio de cultura (Kozai; Iwanami, 1988).

O acumulo de biomassa seca das folhas pode estar relacionado com a eficiéncia
fotossintética, ja que o aumento da fixacdo/assimilacdo de COzcontribui com a biossintese de
carboidratos. Em estudos realizados com Dalbergia nigra cultivada in vitro com membranas,
os brotos ao longo do seu desenvolvimento tiveram altas concentragdes de CO» e baixa de
etileno, além de ocorrer o aumento da atividade fotossintética, devido ao acimulo de enzimas
como a ribulose bifosfato carboxilase (Carrari-Santos et al., 2024), que ¢ fixadora de carbono.

O cultivo fotoautotrofico € realizado na auséncia da sacarose e acelera o crescimento
das mudas, devido a maior entrada de CO» no interior dos frascos, consequentemente aumenta

a taxa fotossintética, o que beneficia o acimulo de biomassa seca (Kanechi et al., 1998). Na
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ventilagdo natural com as membranas porosas, os brotos desenvolvem estdmatos com maior
densidade, funcionais, ficam pouco abertos, diminuindo a taxa de transpiracdo e condutancia
estomatica, além do uso eficiente de agua (Saéz et al., 2012). O desenvolvimento
comprometido das plantas que cresceram em frascos sem a membrana porosa (SVNO) pode
estar associada a baixa eficiéncia fotossintética, devido a baixa concentracao de COz livre no
interior dos frascos (During; Harst, 1996), ja que as tampas sem membranas dificultam as
trocas gasosas entre o frasco e o meio externo.

O sistema radicular bem desenvolvido (Figura 1 e 2) aumenta a absor¢dao dos macros e
micronutrientes presentes no meio de cultura, além disso, as plantulas quando aclimatizadas
conseguem fixar no substrato e absorver dgua e sais minerais, aumentando as suas chances de
sobrevivéncia. Estudos com Cannabis sativa L. evidenciaram que quando ¢ grande a taxa de
ventilagdo no interior dos frascos, o alongamento dos brotos e o desenvolvimento do sistema
radicular, ocorrem simultaneamente, além disso, as plantulas com essas caracteristicas podem
ter um periodo menor de aclimatizagdo (Shi; Collado; Hernandez, 2024). Resultados
diferentes foram encontrados para Pauteria gardneriana Radlk. que somente se regenera em

condigdes fotomixotroficas (Leite et al., 2017).

3. 2 Analise dos pigmentos fotossintéticos e area foliar

O acumulo de pigmentos fotossintéticos foram influenciados significativamente pelo
Sistema de Ventilagdo Natural (Tabela 1). As plantulas que se desenvolveram em SVN2
tiveram maior acumulo de clorofila a (0,98 mg g'! MF), b (0,27 mg g! MF), total (1,25 mg g'!
MF) e carotenoides (0,26 mg g! MF). As menores médias de clorofila a, b ¢ total foram
observadas em SVNO e SVNI.

O aumento da area foliar foi proporcional a quantidade de membranas utilizadas nas
tampas (Tabela 1). As folhas dos brotos que cresceram em SVN4 tiveram melhor expansao
(0,73 mg/cm?). Esse fator de crescimento favorece o desenvolvimento das plantas,

proporcionando maior area para a assimilagdo de CO? ¢ realizagdo da fotossintese.
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Tabela 1: Producdo de pigmentos fotossintéticos e analise da area foliar das plantulas de

horteld pimenta micropropagadas sob sistema de ventilagao natural (SVN).

) Clorofila .
Sistema de Carotenodides Area Foliar
Ventilagao a b Total
Natural
(mg g-1 FM) (mg/cm?)
SVNO 0,74+0,00 ¢ 0,20+0,00 b  0,94+0,00 ¢ 0,18+0,01 ¢ 0,02+0,00d
SVN1 0,76£0,01 ¢ 0,19+0,00b  0,95+0,01 ¢ 0,19+0,00 b 0,25+0,03 ¢
SVN2 0,98+0,01 a 0,27£0,04a 1,25+0,04 a 0,26+0,01 a 0,66+0,03 b
SVN4 0,89+0,02b 0,24+0,04a 1,13+0,05b 0,20+0,01 b 0,73+0,03 a
CV (%) 1,68 12,45 3,19 428 6,52

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de
5% de probabilidade.

Fonte: Autores (2025).

Brotos de Protea cynaroides micropropagados em condi¢des fotoautotroficas tiveram
maior area foliar, consequentemente, as mudas ficaram bem desenvolvidas, com alta taxa
fotossintética e acumulo de biomassa seca, resultando em plantulas de alta qualidade (Wu; Lin,
2013).

As trocas gasosas no interior dos frascos e a auséncia de sacarose no meio de cultura
forca os explantes a desenvolverem o aparelho fotossintético, além de proporcionar o
desenvolvimento de estdmatos funcionais, que irdo auxiliar na entrada de CO? (Zobayed,
Armstrong; Armstrong, 2001).

O excesso de sacarose compromete a eficiéncia fotossintética, pois reduz a formagao
de clorofila, inativa ou ¢ ausente as enzimas RuBisco e¢ PepCase, devido a condigdo
heterotrofica da planta, além disso, estruturas essenciais, como estdmatos, cera epicuticular e
compartimentos anatomicos, t€ém desenvolvimento anormal, resultando em disfungdes
fisiologicas; embora os brotos aparentem um desenvolvimento normal devido a absor¢ao de
sacarose, eles enfrentam dificuldades de adaptacdao e sobrevivéncia durante o processo de
aclimatizacdo (Hazarika, 2006).0s baixos indices de sacarose podem promover a producio de
carboidratos endogenos (Khan et al., 2002).

Os brotos que se crescem em condi¢des fotoautotrofica desenvolvem o metabolismo

primdrio e secundario, podendo sobreviver realizando suas funcdes fisiologicas, como a
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fotossintese sem precisar de fontes exdgenas de sacarose, além de estdmatos funcionais que
realizaram as trocas gasosas.

Em estudos com mac¢a (Malus pumila hibrido paradisiaca x Northern Spy, Rosaceac)
em cultivo fotoautotrofico, cerca de 77,3% da biomassa fresca total é resultado do CO.fixado
pela planta. Enquanto, em condic¢des fotomixotréficas os brotos 21,2% da massa fresca total
foi resultado da assimilacdo de CO-fixado (Morini; Melai, 2003). A Caladium bicolor
(Araceae) apesar de ter tido baixo peso seco em alta ventilagdo natural, as mudas se
desenvolveram melhor durante o processo de aclimatiza¢do (Ogasawara, 2003). Em Eryngium
foetidium a utilizagdo de membranas porosas melhorou os aspectos da fluorescéncia da
clorofila e a taxa fotossintética (Silva et al., 2024). Nas plantulas de abacaxizeiro (4dnanas
comosus L., Bromeliaceae) houve melhora do teor de clorofila a, b e total, promovendo a

eficiéncia do sistema fotossintético (Mendes et al., 2015).

3. 3 Producio dos Compostos Volateis da Mentha piperita em Sistema de Ventilacio
Natural

A fragao wvolatil presente nas folhas de hortela pimenta foi influenciada
qualitativamente e quantitativamente pelo Sistema de Ventilagdo Natural (Tabela 2). A
utilizagdo de membranas porosas nas tampas estimulou a biossintese de a pineno e  pineno.
A mentona que ¢ precursora do mentol nao foi detectada no SVNO, SVN1 e SVN4. Apesar de
ndo haver diferenca significativa para a producdo de pulegona, o uso das membranas
proporcionou as maiores médias, que ficaram entre 13,22% e 13,95%.

Os diferentes tipos de tampas e o sistema de ventilagdo natural afetam o metabolismo
secundario das plantas in vitro (Oliveira et al., 2021), por influenciar o desenvolvimento dos
brotos. A Mentha arvensis L. (Lamiaceae) quando cultivada com membranas porosas tem o
aumento da sintese de mentol, mentona e limoneno, enquanto, que a Mentha viridis L.
(Lamiaceae) sintetiza principalmente mentol, trans-sabineno, linalol e limoneno (Oliveira et
al., 2021). A Ruta graveolens quando cultivada em baixas concentragdes de CO; tem baixa
taxa fotossintética, consequentemente, afeta a producdo dos metabolitos secundarios
(Mohamed; Ibrahim, 2012). As baixas taxas fotossintéticas diminuem a biossintese de
gliceraldeido-3-fosfato, fotoassimilado importante para a producdo dos terpendides
(Schurgers et al., 2009).

As altas concentragcdes de mentofurano ¢ um sinal de estresse sofrido pelos tecidos
cultivados ou de condigdes ndo favordveis para a sintese de mentol. Em condi¢des

desfavordveis a enzima mentofurano sintase oxida pulegona em mentofurano, porém quando
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ideais favorece a redug¢do de pulegona em mentona, posteriormente em mentol, pela mentona

redutase (Mahmound; Croteau, 2003).

In vitro, as plantulas encontram-se no estado juvenil, ou seja, todos os tecidos

produzidos sdo jovens. Em M. piperita L., folhas jovens biossintetizam maiores teores de

mentofurano, devido a imaturidade dos tricomas glandulares (Tabbert; Schulz; Krahmer,

2022). O sistema de ventilagdo natural pode ser uma fonte alternativa de produ¢do de matéria

prima rica em mentofurano para a industria de aromas e perfumaria.

Tabela 2: Composi¢do volatil da M. piperita L. cultivada em Sistema de Ventilacdo Natural.

N° Componentes IR IR Lit Area (%)

SVNO SVN1 SVN2 SVN4
1 3-metilciclopentanona 847 842 nd 0,04+0,00 0,04+0,02 0,05+0,01
2 o-pinene 930 932 1,06+£0,10 b 1,4440,16 a 1,47+0,05 a 1,4140,15a
3 3-metilciclohexanona 945 945 nd 0,06+0,01 0,07+0,05 0,05+0,04
4  sabineno 970 969 0,09+0,04 0,18+0,01 0,18+0,01 0,20+0,01
5  B-pineno 973 974 0,81+0,13 b 1,05+0,10 a 1,05+0,02 a 1,08+0,06 a
6  mirceno 990 988 0,12+0,02 0,21+0,05 0,2140,02 0,20+0,07
7  p-cimeno 1021 1021 nd 0,03+0,00 0,04+0,00 0,05+0,02
8  limoneno 1024 1024 0,80+0,32 a 0,96+0,36 a 0,62+0,03 a 0,67+0,17 a
9 1,8-cineol 1027 1026 0,04+0,00 0,10+0,02 0,2140,08 0,35+0,05
10 hidrato de cis-sabineno 1062 1065 0,14+0,10 0,16+0,06 0,27+0,06 0,36+0,09
11 mentona 1149 1148 nd nd 0,11+0,01 nd
12  mentofurano 1163 1159  82,15+1,09a  81,63£0,22a  82,20+0,30a  81,224+0,12 a
13  mentol 1171 1175 0,13+£0,09 a 0,26+0,07 a 0,29+0,04 a 0,28+0,03 a
14 pulegona 1235 1241 11,76+1,88 a 13,56+0,72 a 13,22+0,60 a  13,95+0,40 a
15 acetato de neo-mentila 1272 1271 0,18+0,01 nd nd nd
16 acetato de mentila 1292 1294 2,47+1,21 0,27+0,23 nd nd
Monoterpenos Oxigenados 96,87% 95,98% 96,30% 96,16%
Monoterpenos Hidrocarbonetos 2,88% 3,87% 3,57% 3,61%
Sesquiterpenos Oxigenados 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Total (%) 99,75 99,85 99,87 99,77

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott a nivel de

5% de probabilidade.

*IR, Indice de retengdo para a série n-alcano (C8-C20) na coluna HP-5 MS por ordem de eluigdo. DP, desvio

padrdo (n=3). nd., ndo detectado.

Fonte: Autores (2025).
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4. CONCLUSAO

As plantulas de Mentha piperita L. apresentam um desenvolvimento mais vigoroso
quando cultivadas em um Sistema de Ventilagdo Natural com quatro membranas porosas. A
producdo de pigmentos fotossintéticos ¢ estimulada pelo uso de duas membranas porosas. O
elevado teor de mentofurano biossintetizado por plantulas cultivadas in vitro representa um
potencial fonte de matéria-prima para a industria da perfumaria, que utiliza esse constituinte

quimico na formulacdo de fragrancias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Futuros estudos precisam ser realizados para elucidar da dindmica do desenvolvimento
dos tricomas glandulares e na regulacdo das vias metabdlicas sob diferentes espectros e
intensidades de luz ao longo do ciclo de cultivo da M. piperita L.

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se o cultivo da espécie sob intensidade
luminosa de 78 pmol m s, por se tratar da condi¢do ideal para seu crescimento, além de
representar uma alternativa economicamente viavel.

A combinacdo espectral de 70% luz vermelha e 30% luz azul demonstrou ser a mais
adequada para a obtencdo de plantulas vigorosas, promovendo um bom desenvolvimento da
parte aérea, maior acimulo de biomassa seca e maior produciao de pigmentos fotossintéticos.
A luz vermelha, em particular, foi eficaz na indugdo da biossintese de mentofurano, composto
de grande interesse industrial.

Além disso, o cultivo em Sistema de Ventilagdo Natural com quatro membranas
porosas proporcionou um desenvolvimento mais robusto das plantulas, associado a uma
elevada producao de mentofurano. Dessa forma, as plantulas de M. piperita L. cultivadas in
vitro configuram-se como uma fonte alternativa promissora para a industria da perfumaria,

devido ao alto teor desse composto volatil com valor comercial de grande importancia.
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