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RESUMO

A multiplicacdo de plantas medicinais através da micropropagacdo apresenta
diversas vantagens. No entanto, € necessario conhecer como os fatores
ambientais afetam o crescimento e o acUmulo de constituintes in vitro.
Plectranthus amboinicus é uma planta medicinal cujo 6leo essencial é rico em
timol e carvacrol, substancias antioxidantes. Sendo assim, objetivou-se avaliar o
efeito da qualidade, intensidade de luz e sistema de ventilagdo natural no
crescimento e na analise por headspace-CG/EM da espécie micropropagada.
Realizaram-se trés experimentos. No experimento de qualidade de luz,
segmentos apicais foram cultivados por 50 dias sob light emitting diodes (LEDSs)
azul; vermelho; 1 azul:2,5 vermelho; 2,5 azul:1 vermelho; 1 azul:1 vermelho e
lampada fluorescente branca fria. No experimento de intensidade, segmentos
nodais foram cultivados por 83 dias sob as intensidades de 26, 51, 69, 94 e 130
umol m? s™ obtidas com lampadas fluorescentes brancas frias. No experimento
de sistema de ventilacdo natural (SVN), cultivaram-se segmentos apicais e
nodais por 30 dias sob sistema convencional (SC) e sistema de ventilagdo natural
com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4). Nos trés
experimentos, avaliaram-se o crescimento e andlise de folhas por headspace —
CG/EM. O LED vermelho proporcionou para 0s segmentos apicais maior
comprimento da parte aérea, matérias secas de folhas e total. Além disso,
resultou em maior acumulo de carvacrol que a lampada fluorescente. O cultivo
de segmentos nodais sob a intensidade de 69 pmol m? s™ aumentou matérias
secas de folhas, caule, total e quantidade de carvacrol. O SVN 1 proporcionou
para segmentos apicais maiores matérias secas de folhas, caule, raiz e total. O
SVN 4 aumentou o aclUmulo de carvacrol, mas reduziu o crescimento. Para os
segmentos nodais, 0 SVN 2 proporcionou maiores matérias secas de folhas e
total. No geral, os constituintes majoritarios foram a- terpineno, p-cimeno, y-
terpineno, carvacrol, (E)- cariofileno e a-trans-bergamoteno, sendo o carvacrol o
constituinte presente em maior quantidade. Assim, o trabalho contribui com
informac0es relevantes para o cultivo in vitro da espécie e para o entendimento
das alteragdes causadas pela qualidade, intensidade de luz e ventilagdo natural na
quimica volatil de suas folhas analisada por headspace CG/EM.

Palavras-chave: Espectro. Irradiancia. Trocas gasosas.



ABSTRACT

The multiplication of medicinal plants by means of micropropagation has many
advantages. However, it is necessary to understand how the environmental
factors affect growth and the accumulation of in vitro constituents. Plectranthus
amboinicus is a medicinal plant, of which essential oil is rich in thymol and
carvacrol, antioxidant substances. Thus, the objective was to evaluate the effect
of light quality, intensity and the natural ventilation system over the growth and
the analysis by headspace-CG-EM of the micropropagated species. Three
experiments were conducted. In the experiment for light quality, apical segments
where cultivated for 50 days under blue; red; 1 blue:2.5 red; 2.5 blue:1 red; 1
blue:1 red light emitting diodes (LEDs) and cold white fluorescent lamp. In the
intensity experiment, nodal segments were cultivated for 83 days under the
intensities of 26, 51, 69, 94 and 130 umol m“s™, obtained with cold white
fluorescent lamps. In the experiment of natural ventilation system (NVS), apical
and nodal segments were cultivated for 30 days under conventional system (CS)
and natural ventilation system with one (NVS1), two (NVS2) and four (NVS4)
porous membranes. In all three experiments, we evaluated the growth and leaf
analysis by headspace-CG/EM. The red LED provided greatest length for the
shoot and higher total and leaf dry matter for the apical segments. In addition,
the red LED resulted in higher accumulation of carvacrol when compared to the
fluorescent lamp. The cultivation of nodal segments under the intensity of 69
pmol m?2s? increased the dry matter of leaves, stem and total, as well as the
amount of carvacrol. NVS1 provided higher content of leaf, stem, root and total
dry matter to apical segments. NVS4 increased the accumulation of carvacrol,
but reduced growth. For the nodal segments, NVS2 provided higher content of
leaf and total dry matter. In general, the major constituents were a-terpinene, p-
cimene, y-terpinene, carvacrol, (E)-caryophyllene and a-trans-bergamotene, with
carvacrol present in higher amounts. Thus, this work contributes with relevant
information for the in vitro cultivation of the species, and for understanding the
changes caused by light quality, intensity and natural ventilation on the volatile
chemistry of the leaves analyzed by headspace CG/EM.

Keywords: Spectrum. Irradiance. Gas exchange.
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CAPITULO 1 INTRODUGCAO GERAL
1 INTRODUGAO

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng é uma Lamiaceae com grande
potencial medicinal e pouco estudada do ponto de vista agronémico
(ARUMUGAM; SWAMY; SINNIAH, 2016). Pesquisas recentes relataram sua
atividade contra cancer de mama e diabetes (HASIBUAN; CHRESTELLA,;
SATRIA, 2014; VISWANATHASWAMY et al., 2011). O dleo essencial da
espécie é rico em timol e carvacrol, substncias utilizadas na industria de
alimentos como conservantes naturais (KHARE; BANERJEE; KUNDU, 2011;
TRIVELLINI et al., 2016). Além disso, a espécie tem importancia ambiental,
podendo ser utilizada como planta rizofiltradora de dgua contaminada com
chumbo (IGNATIUS et al., 2014).

A micropropagacdo possibilita a multiplicacdo em massa, conservacdo
de espécies e obtencdo de plantas livres de microrganismos (CHEONG; MOCK;
LI, 2012; COSTE et al., 2012; KAUR; SANDHU, 2015). Além disso, é uma
ferramenta para a exploracéo sustentavel de plantas medicinais (MORAIS et al.,
2012). A luz é um dos fatores ambientais que deve ser controlado nesta técnica.
A sua qualidade tem efeito sobre a fotossintese e fotomorfogénese: forma,
desenvolvimento e florescimento das plantas. A sua intensidade é o principal
parametro que afeta a fotossintese (YEH; CHUNG, 2009). Além disso, estas
caracteristicas da luz podem afetar o metabolismo secundario das plantas
(ALVARENGA et al., 2015; BASSOLINO et al., 2015).

Entretanto, o efeito da luz é variavel entre as espécies (MANIVANNAN
et al., 2015; SINGH et al., 2015). Outro entrave é gque os recipientes utilizados
na micropropagacdo convencional proporcionam baixas trocas gasosas e
concentragdo de dioxido de carbono (CO,), além de alta umidade e acimulo de

etileno, horménio que pode inibir o crescimento das plantas (CHEN, 2004,
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2006, 2015; FOMENKOV et al., 2015; MOYA; GISBERT, 2012). Com isso,
plantas micropropagadas apresentam anomalias, como cuticula fina, pobre
controle estoméatico e capacidade fotossintética reduzida, dificultando a
aclimatizacdo (JIMENEZ et al., 2015; SAEZ et al., 2012).

Com o uso de diodos emissores de luz (LEDs) é possivel obter espectros
especificos e regular os niveis de radiacdo fotossinteticamente ativa e
fotomorfogénica necessarios para o cultivo in vitro de cada espécie (GUPTA,
JATOTHU, 2013). Por outro lado, a ventilagdo natural possibilita trocas gasosas
entre o ambiente interno e o externo, reduzindo a umidade e acimulo de etileno,
e mantendo a concentracdo interna de CO, adequada para estimular a
fotossintese. Assim, pode incrementar o crescimento e afetar o metabolismo
secundario (SALDANHA et al., 2012; ZHU et al., 2015; ZISKA; PANICKER;
WOJINO, 2008; ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2002).

Neste contexto e devido as potenciais aplica¢cbes medicinais, industrial e
ambiental de P. amboinicus, além de esta espécie ser uma fonte natural de timol
e carvacrol, o seu cultivo in vitro deve ser otimizado. Sendo assim, objetivou-se
avaliar o efeito da qualidade da luz utilizando LEDs, intensidade e sistema de
ventilacdo natural no crescimento e na andlise por headspace-CG/EM da espécie

micropropagada.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas botanicas e agrondémicas da espécie

Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng é uma Lamiaceae encontrada
na Africa, Asia, América do Sul, Caribe e Pacifico (LUKHOBA; SIMMONDS;
PATON, 2006). A familia Lamiaceae é cosmopolita e inclui 7886 espécies e 245
géneros, dentre estes, o género Plectranthus, com 320 espécies (PLANT...,
2013; TRIVELLINI et al., 2016). Este género tem potencial econdémico, pois
inclui espécies medicinais que sdo utilizadas em jardins. Devido & sua
importancia no ambito da horticultura e medicina tradicional, suas espécies
podem ser chamadas de plantas para o futuro (RICE et al., 2011).

A origem de Plectranthus esta relacionada ao género Ocimum, que foi
subdividido nos géneros Coleus, Plectranthus e outros. A diferenca entre estes
dois Gltimos géneros era baseada na fusdo de estames. Em Coleus eram incluidas
espécies com estames fundidos, e em Plectranthus com estames livres.
Posteriormente, esta caracteristica foi considerada insatisfatdria para diferenciar
Coleus de Plectranthus, pois o grau de fusdo de estames mostrou-se variavel
para diferentes populagdes de uma mesma espécie de Coleus, fato que também
ocorreu em Plectranthus. Assim, espécies de Coleus foram incluidas em
Plectranthus (MORTON, 1962).

P. amboinicus apresenta sinonimias: Coleus amboinicus Lour., Coleus
amboinicus var. violaceus Giirke, Coleus aromaticus Benth. , Coleus carnosus
Hassk., Coleus crassifolius Benth., Coleus subfrutectosus Summerh., Coleus
suborbicularis Zoll. & Moritzi, Coleus suganda Blanco, Coleus vaalae (Forssk.)
Deflers, Majana amboinica (Lour.) Kuntze, Majana carnosa (Hassk.) Kuntze,
Majana suganda (Blanco) Kuntze, Ocimum vaalae Forssk. e Plectranthus
aromaticus Roxb. (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006; PLANT...,
2013). Segundo Lukhoba, Simmonds e Paton (2006), a falta de uma lista oficial
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de verificagdo de sindbnimos € um obstaculo para sintetizar o conhecimento sobre
plantas. As revisdes taxondmicas de Plectranthus tenderem a ser regionais e ndo
globais pode ter contribuido para confusdo e o uso de varios nomes taxondémicos
para descrever as mesmas espécies.

P. amboinicus é uma erva perene, aromatica e arbustiva (LUKHOBA,
SIMMONDS; PATON, 2006; ROSHAN et al., 2010). A espécie apresenta
altura de até 1 m, caule com 30 a 90 cm de comprimento e pilosidade longa e
rigida, ou pubescente. As folhas sdo simples, opostas, ovaladas, suculentas e
com bordas denteadas. As flores sdo de cor purpura, com calice em forma de
sino, pediceladas, dispostas em longos racemos (ARUMUGAN; SWAMY;
SINNIAH, 2016; HULLATTI; BHATTACHARJEE, 2011; ROSHAN et al.,
2010) (FIGURA 1).

Figura 1 - A espécie Plectranhus amboinicus: A) Plantas jovens cultivadas em
vasos em casa de vegetacdo; B) Detalhamento da folha; C)
Detalhamento da inflorescéncia de uma planta mais velha da espécie.

o e #’F

Foto: José Eduardo Brasil. UFLA, Lavras, 2016.
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O limbo foliar da espécie é revestido por tricomas tectores unisseriados
pluricelulares. Observa-se também a presenca de tricomas glandulares
pedicelados. Os estbmatos sdo anomociticos, e em vista paradérmica, verifica-se
a presenca de células-guarda reniformes, imersas em células epidérmicas
fundamentais. A suculéncia do limbo foliar e peciolo consiste em uma adaptacéao
da espécie para resistir & seca, além dos tricomas tectores (MAURO et al.,
2008).

Quanto ao cultivo, P. amboinicus é propagada geralmente por estacas,
pois raramente produz sementes. Apresenta bom crescimento em local bem
drenado, semi-sombreado. Cresce melhor em solo com pH neutro e alta
umidade, mas excesso de agua pode apodrecer suas raizes. E considerada uma
espécie com moderada resisténcia a salinidade e é resistente a secas severas, pois
armazena agua em seu tecido suculento. Resiste bem a alta temperatura e sol
escaldante, local muito sombreado, entretanto cresce melhor em locais
parcialmente sombreados. A espécie ndo resiste a temperaturas inferiores a 0 °
C. Os estudos sobre os métodos ou préaticas utilizadas para cultivo comercial e
colheita de P. amboinicus sdo escassos (ARUMUGAN; SWAMY; SINNIAH,
2016; FREITAS et al., 2014).

2.2 Importéncia e potenciais aplicagdes de P. amboinicus

Plantas medicinais e aromaticas S0 recursos importantes para o0
desenvolvimento empreendedor. Muitas organizagfes nacionais e internacionais
como o Programa de Desenvolvimento das Nacbes Unidas (UNDP),
Organizacdo mundial da Saude (WHO), Fundo Mundial para a Natureza
(WWF), Sociedade Alemd de Cooperacao Técnica (GTZ) e Departamento para
0 Desenvolvimento Internacional (DFID) do Reino Unido apoiam este setor. O

Banco Mundial lancou projetos de apoio ao cultivo e conservacao destas plantas.



18

Além disso, 0 governo da india tem promovido o cultivo através de varios
programas (KALA, 2015).

Estas espécies sdo economicamente importantes por serem utilizadas
para a producdo de drogas, fragrancias, pigmentos, aditivos alimentares e
pesticidas, além disso, muitas sdo popularmente utilizadas (MESSIAS et al.,
2015; SIAHSAR et al., 2011). P. amboinicus é utilizada no nordeste do Brasil
para tratamento de tosse, gripe, verme, problemas hepéaticos e hemorroidas
(MOREIRA et al., 2002). As suas folhas sdo anti-helminticas, expectorantes,
diuréticas e tdnicas para o figado (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006;
ROSHAN et al., 2010).

Esta espécie apresenta grande potencial de aplicacdo. Resultados de
estudos recentes que serdo citados posteriormente evidenciaram esse potencial
nas areas de entomologia, alimentos, salude e ambiental. Na area da entomologia,
verificou-se que P. amboinicus é uma fonte barata e ecologicamente correta de
larvicida natural contra o mosquito vetor da malaria (SENTHILKUMAR,;
VENKATESALU, 2010).

No ambito alimenticio, P. amboinicus apresenta potencial de aplicacéo
por ter Oleo essencial rico em timol e carvacrol (KHARE; BANERJEE;
KUNDU, 2011; TRIVELLINI et al., 2016). Timol e carvacrol sdo utilizados na
industria de alimentos como preservativos microbioldgicos, antioxidantes e anti-
aflatoxina (SHIMODA et al., 2006; TRIVELLINI et al., 2016). Além disso, P.
amboinicus é uma planta comestivel e nutritiva, apresentando proteinas,
vitaminas, minerais, dentre outros nutrientes em sua composicdo (KHARE;
BANERJEE; KUNDU, 2011).

Observou-se que o potencial medicinal da espécie é amplamente
investigado. Ha relatos do efeito do 6leo essencial de P. amboinicus como
quimioterapico e quimiopreventivo sob metastase de cancer pulmonar, como

antibacteriano (Salmonella typi, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis),



19

antifingico (Candida albicans) e com efeito anticaspa (MANJAMALAI,
GRACE, 2013; REVATHI et al., 2011; SELVAKUMAR; NAVEENA;
PRAKASH, 2012). Foi também observado que o 6leo essencial da espécie
potencializa a atividade de antibiéticos (RODRIGUES et al., 2013).

Em relacdo as potenciais aplicagbes medicinais de outras classes
quimicas presentes em P. amboinicus, pesquisadores verificaram que ocorreu a
inibicdo da metéstase de células de cancer de mama com a combinacdo de
doxorrubicina e o extrato de acetato de etila de folhas da espécie (HASIBUAN;
CHRESTELLA; SATRIA, 2014). Além disso, em outro estudo, foi verificado
que este e outros extratos da espécie apresentam atividade antioxidante
(BHATT; NEGI, 2012).

Foi relatado efeito hipoglicémico em ratos diabéticos tratados
diariamente com o extrato etandlico de folhas da espécie (KOTI et al., 2011).
Observou-se também atividade hepatoprotetora contra hepatotoxicidade
induzida por paracetamol também pelo mesmo extrato (SHENQY et al., 2012).
Em adi¢do, estudo em ratos demonstrou a atividade deste extrato contra
infecgbes causadas por Plasmodium berghei, uma das espécies de Plasmodium
causadoras de malaria (RAMLI et al., 2014).

Outro estudo demonstrou que P. amboinicus pode evitar “quorum-
sensing”, e esta propriedade foi conferida pelo extrato metandlico de folhas da
espécie. A inibicdo de quorum-sensing pode reduzir o risco de patogenicidade
microbiana (MARY; BANU, 2015). Por outro lado, o extrato hidroalcoolico de
folhas da espécie apresentou efeito anti-inflamatério e antitumoral (GURGEL et
al., 2009). J& o extrato aquoso das folhas apresentou efeito contra carcinomatose
peritoneal (BRANDAO et al., 2013).

Outras potenciais aplicacbes da espécie sdo na area ambiental. Ignatius
et al. (2014) investigaram a rizofiltracdo de aguas residuais contendo chumbo

por P. amboinicus. A espécie acumulou chumbo nas raizes. Além disso,
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Arjunan et al. (2012) verificaram que o extrato etandlico de P. amboinicus
apresentou propriedade de sedimentacdo, proporcionando limpeza de &gua,
tornando-a utilizavel para diversas finalidades, exceto para bebida.

Devido ao amplo potencial de aplicacdo de P. amboinicus em diversas
areas, pode-se afirmar que a exploragdo desta espécie é promissora. Entretanto,
segundo Kala (2009), a gestdo de plantas medicinais é uma tarefa dificil, pois
pode ocorrer o0 esgotamento destes recursos devido & exploracdo em larga escala,
praticas de coletas insustentaveis e direcionamento das areas de floresta para
outros usos. Além disso, praticas de cultivo e pds-colheita inadequadas, aliadas a

falta de estudos, podem ser entraves para o desenvolvimento empreendedor.
2.3 Quimica volatil da espécie e analises por headspace-CG/EM

Estudos fitoguimicos do género revelaram que espécies de Plectranthus
apresentam 6leo essencial, e que os metabdlitos secundarios mais abundantes
sdo os diterpenoides (labdanos, abietanos, ent-cauranes) e triterpenoides
(WALDIA et al., 2011). Embora haja a presenca de 6leo essencial, o teor do
6leo das espécies do género é considerado baixo, menor gque 0,5 % em base seca
(BANDEIRA et al., 2011).

Oléo essencial é definido de acordo com a Farmacopeia Européia como
produto aromatico, geralmente de composicdo complexa, obtido a partir de
matérias-primas vegetais por destilacdo a vapor, destilacdo a seco, ou por um
processo mecanico adequado sem aquecimento (EUROPEAN..., 2008). E
constituido por uma mistura complexa de metabdlitos secundarios volateis,
como os terpendides e fenilpropandides (SANTQOS et al., 2015; WALDIA et al.,
2011). Estudos relataram que o 6leo essencial de P. amboinicus é rico em mono
e sesquiterpenos (ARUMUGAN; SWAMY; SINNIAH, 2016; KHALID;
GOHARY, 2014; SANTOS et al., 2015; SENTHILKUMAR; VENKATESALU,
2010).
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Os constituintes majoritarios deste 6leo essencial sdo 0s monoterpenos
fendlicos timol e/ou carvacrol (FIGURA 2) (JOSHI; BADAKAR; KHOLKUTE,
2011; OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013; SANTOS et al., 2015;
SENTHILKUMAR; VENKATESALU, 2010). Timol ocorre também nas
espécies Thymus vulgaris, Carum copticum, Baccharis grisebachii, Centipeda
minima, Inula cuspidata e Arnica montana (NAGLE et al., 2013), e carvacrol,
em plantas dos géneros Origanum, Thymbra, Cordiothymus, Thymus, Satureja e
Lippia (SUGANTHI; MANPAL, 2013).

Figura 2 - Estruturas de timol e carvacrol.

OH

OH

Thymol Carvacrol

Fonte: (HAJIMEHDIPOOR et al., 2010).

Ha relatos na literatura que, em plantas da familia Lamiaceae, timol e
carvacrol séo biossintetizados a partir do p-cimeno, a- terpineno ou y-terpineno
(CROCOLL, 2011; POULOSE; CROTEAU, 1978; STEFANAKI et al., 2016).
Segundo Poulose e Croteau (1978), a biossintese de carvacrol e timol na espécie
Thymus vulgaris tem inicio com o y-terpineno que é transformado em p-cimeno
através de aromatizacdo. Em seguida, o p-cimeno por orto ou meta hidroxilagdo

é convertido, respectivamente, a carvacrol e timol (FIGURA 3).
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Figura 3 - Rota da biossintese de timol e carvacrol apartir de y-terpineno e p-
cimeno na espécie Thymus vulgaris.

thyma|
mromatisation hydroscylation
S —— -

T Herpinene p-Cymene OH

carvacrol

Fonte: (ROWSHAN; BAHMANZADEGAN; SAHARKHIZ, 2013).

De outra maneira, em plantas de Origanum e Thymus, a rota
biossintética proposta por Crocoll (2011) (FIGURA 4) para o carvacrol ocorre a
partir da reacdo de hidroxilagdo em C2 do «- terpineno ou y-terpineno e a
conversdo a timol é realizada a partir de y-terpineno por hidroxilacdo em C3.
Além disso, o p-cimeno pode ser produzido a partir de a- terpineno, y-terpineno

e (-)-R- a-felandreno.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669013001891
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Figura 4 - Rota da biossintese de timol e carvacrol em Origanum e Thymus.
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e
y |
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Fonte: adaptada de Crocoll (2011).

Estudos relataram o efeito da variacdo sazonal no acumulo de timol e
carvacrol. Khalid e Gohary (2014) verificaram maior concentracdo de carvacrol
no outono (15,90%) e de timol na primavera (12,70%). J& no trabalho de
Oliveira et al. (2011), o carvacrol ndo foi detectado, e a concentragdo de timol
foi maior na primavera (75,39%) que no inverno (70,28 %).

Segundo Arumugan, Swamy e Sinniah (2016), a composi¢do quimica
volatil em P. amboinicus depende de varios fatores como regifes geogréaficas,

clima e estagios da planta da qual se retirou o material analisado. A espécie é
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rica em monoterpenos oxigenados, monoterpenos hidrocarbonetos,
sesquiterpenos hidrocarbonetos e sesquiterpenos oxigenados.

Uma mistura complexa de gases ou substancias volatilizaveis pode ser
separada utilizando-se a técnica denominada cromatografia gasosa (CG). A
separagdo baseia-se na diferente distribuicdo das substancias da amostra entre
uma fase estaciondria (sélida ou liquida) e uma fase movel (gasosa) (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006). Na andlise por cromatografia gasosa, 0s compostos
a serem analisados sdo vaporizados e eluidos pela fase mével gasosa, pelo gas de
arraste, através da coluna (fase estacionaria). Os analitos sdo separados com base
na sua pressdo de vapor e afinidade pelo leito cromatografico (BASER;
BUCHBAUER, 2010).

A cromatografia gasosa opera na faixa de massa molecular a partir de 2
(hidrogénio molecular) até cerca de 1500 unidades de massa. Embora ndo exista
uma tabela internacional classificativa das massas moleculares mais elevadas
possiveis de serem analisadas, em termos de alcanos normais, especialistas
relataram sucesso na analise cromatografica de n- alcanos, com cerca de 1400
unidades de massa. Dentro desta faixa, 0s compostos que podem ser
cromatografados sdo classificados como gases permanentes (altamente volateis),
compostos volateis (cerca de até 200 unidades de massa) e compostos semi-
volateis (aqueles de unidade de massa mais elevada). Pela sua natureza quimica,
0s Oleos essenciais estdo na faixa de compostos volateis a semi-volateis
(MARRIOTT; SHELLIE; CORNWELL, 2001).

De acordo com Bicchi et al. (2008), fracdo volatil € uma mistura de
volateis em uma matriz vegetal que pode ser amostrada, devido a sua capacidade
para vaporizar espontaneamente e/ou em condicdes adequadas ou por técnicas
apropriadas. Sua analise envolve uma gama de abordagens e técnicas, como
headspace, 6leos essenciais, aromas, fragrancias ou extratos preparados por

meio de técnicas especificas. Estas técnicas produzem amostras que podem ser
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de diferentes composicGes, sendo representativas dos volateis que caracterizam a
matriz vegetal ou produtos que dela decorrem.

Corroborando com o que foi discutido anteriormente, segundo Baser e
Buchbauer (2010) é de extrema importancia destacar que o perfil quimico de
compostos volateis de plantas esta intimamente relacionado com o procedimento
de extracdo empregado. Diversas sdo as técnicas de extracdo e/ou preparo de
amostras: microhidrodestilacdo, hidrodestilacdo, arraste a vapor, extragdo por
solvente, extragdo por fluido supercritico, extracdo assistida por microondas,
microextracdo por fase sélida, técnicas por headspace, dentre outras.

O preparo de amostras por headspace é um dos mais populares métodos
para a andlise de fragrancias e aromas de plantas e condimentos, pois é
altamente apropriado para analises de compostos muito volateis (ASTEN, 2002;
BASER; BUCHBAUER, 2010; SANZ et al., 2001). A técnica empregada é
usualmente classificada de acordo com o principio do preparo da amostra, sendo

gue nesse trabalho foi empregada a técnica do headspace estético.
2.4 Micropropagacéo de plantas medicinais

A micropropagacgdo € amplamente utilizada em pesquisas envolvendo
plantas medicinais (MANAN et al., 2016; NATARAJ; KHER; SILVA, 2016;
YESMIN; HASHEM; INSLAM, 2015). E uma ferramenta importante para o
estudo do acumulo de metabdlitos secundarios e para a escolha de novas
espécies fontes de compostos bioativos, aprimorando a producao de fitofarmacos
(MORAIS et al., 2012). Possibilita a multiplicagdo em massa, conservacdo de
espécies, obtencdo de plantas livres de microrganismos, dentre outras vantagens
(CHEONG; MOCK; LI, 2012; COSTE et al., 2012; KAUR; SANDHU, 2015).

No cultivo in vitro destas plantas devem ser controlados o crescimento,
a multiplicacéo, a produgdo de biomassa e parametros envolvidos na biossintese

de metabdlitos secundarios. A composi¢do do meio de cultura (reguladores de



26

crescimento, sacarose e outros) e parametros fisicos como a luz, aeracdo e gas
no ambiente (O,, CO, e etileno) devem ser otimizados. E possivel obter grande
quantidade de biomassa, aumentar o acimulo de metabolitos secundarios ou
encontrar metabdlitos que ndo sdo detectados nas plantas cultivadas in vivo
(MEDINA; CASAS, 2015; MURTHY; LEE; PAEK, 2014).

Manan et al. (2016) avaliaram a composi¢do do 6leo essencial de folhas
frescas de plantas de Ocimum basilicum cultivadas in vitro, aclimatizadas e in
vivo. A quantidade de metil chavicol em plantas in vitro (93,71%) superou a
guantidade encontrada nas plantas in vivo (66, 29%) mas reduziu para 60,07%
apo6s 18 semanas da aclimatizacdo. Mendes et al. (2013) estudando Thymus
caespititius também compararam a composi¢do do 6leo essencial in vitro e in
vivo. A quantidade do monoterpeno sabineno foi maior em brotos cultivados in
vitro (40-45%) que em plantas cultivadas in vivo (18%).

Medina e Casas (2015) compararam a composicdo do 6leo essencial de
plantas de Thymus moroderi Pau ex Martinez aclimatizadas com a composicao
do dleo de plantas cultivadas in vivo. Os autores verificaram a presenga de
espatulenol e 6xido de cariofileno nas amostras do campo, constituintes ausentes
nas plantulas aclimatizadas, e carvacrol ndo foi detectado nas amostras do
campo, mas foi detectado nas plantulas aclimatizadas.

Em relacdo a micropropagacao de espécies do género Plectranthus, a
adicdo de citocininas no meio de cultura possibilita a obtencdo de mdltiplas
brotacdes. Rajaram, Sriramji e Sureshkumar (2015) avaliaram o efeito de
citocininas no cultivo de P. bourneae, a partir de explantes nodais e apicais. O
maior nimero de brotos para nodais (8,67 brotos/ explante) e apicais (4,67
brotos/explante) foi obtido com 0,1 mg/L de benzilaminopurina (BAP).

Em trabalho similar, Thaniarasu, Kumar e Rao (2015) avaliaram
citocininas na micropropagacdo de P. bourneae. Os autores observaram que 0,7

mg/L de benziladenina (BA) e 1,0 mg/L de thidiazuron (TDZ) proporcionaram
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aumento no numero de brota¢bes que foi igual a 3,53 e 2,62, respectivamente.
Rahman et al. (2015) também estudaram o efeito de citocininas na proliferacdo
de brotos, mas da espécie pesquisada no presente trabalho: P. amboinicus. O
maior nimero de brotos (2,4/explante) foi obtido de explantes de brotos laterais
cultivados em meio de cultura MS suplementado com 3 mg/L de BAP. Observa-
se que ndo foi obtida elevada proliferagéo de brotos.

Foram encontrados estudos em relagdo ao metabolismo secundario de
espécies de Plectranthus apenas com o uso de outras técnicas da cultura de
tecidos, e ndo com o uso da micropropagacdo. Balasubramanya, Rajanna e
Anuradha (2012) avaliaram o efeito de diferentes concentragcdes de auxina no
acumulo de forscolina em cultura de raizes de P. barbatus. Os autores
observaram que a maior quantidade de forscolina (1,178 mg kg™ de peso seco)
foi obtida em culturas de raizes iniciadas em meio B5 de Gamborg
suplementado com 0,5 mg/L de &cido naftaleno acético (ANA).

Soares et al. (2013) também avaliaram o efeito de diferentes
concentragdes de auxinas, mas no acumulo de compostos volateis de calos de P.
ornatus. Os autores verificaram que a adicdo de 10,08 uM de ANA e 4, 52 uM
de &cido diclorofenoxiacético (2,4-D) aumentou os niveis de S-pineno e reduziu
os de a-limoneno, comparado ao cultivo em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem regulador.

Nota-se que a aplicacdo da micropropaga¢do em plantas medicinais
apresenta diversas vantagens, e o protocolo ideal depende da espécie analisada e
do objetivo final, podendo afetar de varias formas o crescimento e o

metabolismo secundario.
2.5 Luz no cultivo in vitro de plantas

A luz do ambiente de cultivo é crucial para o crescimento e

desenvolvimento das plantas. Uma das suas caracteristicas é a qualidade, ou
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seja, a distribuicdo espectral. A faixa do espectro mais importante para os
vegetais é a conhecida como radiagdo fotossinteticamente ativa (400 a 700 nm).
Estéo nesta faixa os espectros do azul (400 a 500 nm) e do vermelho (600 a 700
nm), os espectros que mais afetam a fotossintese. As moléculas de clorofila
absorvem os comprimentos de onda do azul e do vermelho de forma mais
eficiente. Além disso, a qualidade da luz também influencia a fotomorfogénese:
forma, desenvolvimento e florescimento das plantas (ANDRADE et al., 2014;
YEH; CHUNG, 2009).

As plantas detectam a qualidade da luz através de fotorreceptores:
fitocromos, criptocromos e um ou mais receptor (es) de luz ultravioleta. Os picos
de absorbancia do fitocromo estdo no vermelho (600 a 700 nm) e vermelho
distante (700 a 800 nm), e em menor quantidade no azul (400 a 500 nm). Os
criptocromos absorvem a luz azul (RUNK; HEINS, 2001).

Pesquisadores tem variado a composicgao espectral da luz do ambiente de
cultivo para otimizar o crescimento das plantas e manipular o metabolismo
secundario (DARKO et al., 2014; SINGH et al., 2015). Para alcangar esses
objetivos, LEDs estdo sendo utilizados, pois possibilitam controle espectral,
producdo de muda de maior qualidade, maior eficiéncia no processo produtivo,
dentre outras vantagens (MALUTA et al., 2013; TARAKANOV et al., 2012).

Como exemplos, Batista et al. (2016) avaliaram a influéncia de lampada
fluorescente, LED branco, e combinacdo de azul e vermelho (LED) no
crescimento e na analise do perfil do 6leo essencial de Lippia alba cultivada in
vitro. Em comparacdo a lampada fluorescente, a combinacao de azul e vermelho
(LED) proporcionou maior peso fresco e seco para alguns quimiotipos da
espécie. Além disso, este tratamento proporcionou maior quantidade de
pigmentos fotossintéticos em todos os quimiotipos. Os autores observaram que a

qualidade da luz afetou eucaliptol e linalol.
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Em Gentiana spp, Takahashi et al. (2012) avaliaram o efeito de
diferentes composicOes espectrais de LED no crescimento in vitro e
concentracdo de componentes ativos. O vermelho melhorou o crescimento das
plantas. Além disso, a concentracdo de gentiopicrina e swertiamarin nas raizes
aumentou com o cultivo sob vermelho distante e azul. Em outro trabalho,
Manivannan et al. (2015) estudaram Rehmannia glutinosa cultivada in vitro e
verificaram que o LED azul aumentou a atividade de enzimas antioxidantes
tanto na folha como na raiz, seguido pelo tratamento com LED vermelho.

Além de serem sensiveis a qualidade da luz, as plantas também sdo
sensiveis & intensidade ou quantidade deste fator ambiental. Em situagdes nas
quais a intensidade é muita fraca, a fotossintese ocorre de maneira ineficiente.
Por outro lado, o excesso de luz pode inibir a fotossintese através da foto-
inibicdo e foto-oxidacdo (DARKO et al., 2014; TAIZ; ZIEGER, 2004).

A foto-inibicdo é reversivel e caracterizada por danos nos centros de
reacdo, devido a superexcitacdo. A foto-oxidacao € irreversivel e relacionada aos
pigmentos receptores de luz. Sob excesso de luz, os pigmentos interagem com o
O, produzindo radicais livres. As plantas apresentam defesas para essa situagao,
como exemplo a enzima superoxido dismutase, mas estas defesas ndo sdo
eficazes se a exposicdo ao excesso de luz for muito prolongada (TAIZ; ZIEGER,
2004).

As clorofilas a e b e os carotenoides sdo pigmentos que participam da
fotossintese. As concentracBes destes pigmentos indicam a suscetibilidade da
planta a intensidade da luz. Como discutido anteriormente, as clorofilas tendem
a ser foto-oxidadas devido ao excesso de luz, e os carotenoides podem prevenir
essa foto-oxidacdo (STREIT et al., 2005). Em ambas situagdes de quantidade de
luz descritas, ocorre a limitagdo do metabolismo primério, podendo afetar a
atividade enzimatica e o metabolismo secundario (ALI; HAHN; PAEK, 2005;
BASSOLINO et al., 2015; DARKO et al., 2014).
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Na literatura, ha relatos dos efeitos da intensidade da luz no crescimento
e metabolismo secundario de plantas cultivadas in vitro. Como exemplo do
efeito no crescimento, pode ser citado o trabalho de Zhou et al. (2008) que
avaliaram o crescimento e pigmentos fotossintéticos de gengibre in vitro nas
intensidades de 60, 120, 180 pmol m? s™. Sob as intensidades de luz 60 e 120
umolm™ s™, o crescimento das plantulas foi adequado. Ja sob a intensidade de
180 pmol m? s, o crescimento foi reduzido. O teor de clorofila diminuiu a
medida que a intensidade da luz foi aumentada.

No trabalho de Zhang et al. (2009), a intensidade de luz também afetou
o0 crescimento. Os autores cultivaram Momordica grosvenori in vitro sob gquatro
intensidades de luz: 25, 50, 100 e 200 pmolm™ s™. As mais fortes intensidades
de luz incrementaram a matéria fresca e seca de plantas, sendo a intensidade de
100 umol m? s a mais adequada para o crescimento.

Como exemplo de efeito da intensidade da luz no metabolismo
secundario pode ser citado o trabalho de Bassolino et al. (2015) que cultivaram
Salvia dolomitica sob duas intensidades de luz: 30 e 45 HE ms™' e avaliaram o
seu Oleo essencial. A porcentagem de sesquiterpenos diminuiu fortemente nas
plantulas cultivadas in vitro sob a mais alta intensidade de luz, e a concentragao
de monoterpenos aumentou, em comparacao a quantidade observada em plantas
cultivadas in vivo.

Em Achillea millefolium, Alvarenga et al. (2015) avaliaram o efeito das
intensidades 13, 27, 35,47 ¢ 69 umol m? s™ no crescimento e composicio
quimica volatil da espécie cultivada in vitro. A intensidade de 27 pmol m? s™
proporcionou o melhor crescimento. O contelido de sesquiterpenos decresceu
sob altas intensidades de luz. De um modo geral, estudos confirmam que as
respostas das plantas & qualidade e intensidade de luz sdo especificas, ou seja,
dependentes da espécie, e mudancas nestes fatores ambientais podem alterar a

composicdo quimica volatil.
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2.6 Sistema de ventilagio natural no cultivo in vitro de plantas

No sistema de cultivo in vitro convencional os recipientes sdo fechados
para evitar a ocorréncia de contaminagdo por agentes externos e ressecamento
do explante. Com isso, o microambiente formado apresenta alta umidade
relativa, acumulo de etileno, estagnacdo de ar e baixa concentracdo de CO,.
Assim, as plantas apresentam anomalias como o mau funcionamento dos
estbmatos, pouco desenvolvimento epicuticular, baixa concentracdo de
clorofilas, hiperidricidade, raizes mal formadas e reduzida sobrevivéncia na fase
de aclimatizacdo (CHEN, 2004; HAZARIKA, 2006; ISAH, 2015; SHUELTER
et al., 2015; XIAO; NIU; KOZAI, 2011).

O etileno é um fitohorménio gasoso que é produzido por plantas
cultivadas in vitro sob condi¢Bes de estresse, como acumulacdo de agua no
apoplasto e baixa disponibilidade de oxigénio (KIFERLE et al., 2014). Quando
ndo se pode difundir livremente para a atmosfera, como no caso do cultivo in
vitro convencional, é acumulado nos tecidos das plantas (VISSER; PIERIK,
2007). Este acumulo pode estimular ou inibir o crescimento e metabolismo
secundario, afetar a morfogénese das plantulas, induzir a quebra de clorofila,
afetar negativamente a fotossintese e causar hiperidricidade (HAZARIKA, 2006;
KIFERLE et al., 2014).

As plantas com hiperidricidade ficam quedradigas, com cor verde claro,
folhas translucidas, aparéncia vitrea e hipolignificadas. Esta anomalia ocorre
também devido ao acumulo anormal de &gua no interior de células e tecidos, o
gue pode ser causado pela umidade do ambiente dos recipientes de cultivo in
vitro convencional, dentre outros fatores (TABART et al, 2015;
VASCONCELOS et al., 2012).

O uso do sistema de ventilagdo natural é uma das maneiras de reduzir os
problemas anteriormente citados. Este sistema pode ser obtido através da

vedacdo do recipiente de cultivo com materiais que evitam a contaminacao e o
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ressecamento do explante, mas possibilitam trocas gasosas entre o
microambiente in vitro e o ambiente externo. De acordo com Moreira et al.
(2013), os efeitos do seu uso incluem a diminuigdo da umidade relativa, aumento
da aeracdo, producdo de plantas mais rdsticas e como consequéncia, maior
sobrevivéncia na fase de aclimatizacéo.

Além disso, 0 uso deste sistema mantém as concentra¢cdes de CO,
adequadas para estimular a fotossintese (SALDANHA et al., 2012). O aumento
da concentracdo de CO, promove 0 enraizamento e reduz as anomalias de
crescimento, pois pode melhorar a taxa fotossintética (CHA-UM et al., 2011). A
baixa concentracdo de CO, promove a abertura estomdtica, e a alta induz o
fechamento dos estdmatos (NEGI et al., 2014). A abertura dos estbmatos para a
absorcdo de CO, esta associada a uma perda de agua pelas folhas, ou seja, a
transpiracdo (GOLEC; SZAREJKO, 2013).

Ha relatos também na literatura do efeito do CO, no metabolismo
secundario das plantas. Em Thymus vulgaris L., Tisserat e Vaughn (2001)
avaliaram o 6leo essencial de plantas cultivadas in vivo e in vitro sob diferentes
niveis de CO, Sob niveis mais altos, as cultivadas in vitro acumularam mais
compostos secundarios que as cultivadas in vivo. A concentragdo de timol das
plantulas in vitro sob o nivel de 10.000 mol mol™ foi 317 vezes superior & de
plantas in vitro cultivadas em condicdo de ar ambiente. Em outro trabalho, Zhu
et al. (2015) verificaram que aumentos na concentracdo atmosférica de CO,
possibilita maior quantidade de artemisinina em Artemisia annua.

Analisando especificamente o sistema de ventilacdo natural, trabalhos
relataram varios efeitos em plantas cultivadas in vitro, como melhoria no
crescimento e aumento da concentragdo de pigmentos fotossintéticos. No
trabalho de Saldanha et al. (2012) com a espécie Pfaffia glomerata, este sistema
melhorou o crescimento in vitro e aumentou o contetdo de pigmentos

fotossintéticos das plantulas em comparacdo ao sistema convencional. Pode ser
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citado também o trabalho de Bandeira et al. (2007), no qual os autores avaliaram
diferentes tipos de vedagdes de frascos na micropropagacdo de Thymus vulgaris
L: aluminio, algoddo e filme de polivinilcloreto. As plantas apresentaram
melhor crescimento com o uso de vedacéo de algodao.

H& também relatos na literatura sobre a influéncia do sistema de
ventilagdo natural na anatomia de plantas cultivadas in vitro, tornando-as mais
rusticas. No trabalho de Silva et al. (2014a), com Cattleya walkeriana, a
ventilacdo natural proporcionou aumento da espessura do mesofilo foliar e
estdmatos com o formato mais eliptico, provavelmete mais funcionais. Ja no
trabalho de Silva et al. (2014b), com plantulas de abacaxizeiro cultivadas in
vitro, a ventilagdo natural proporcionou maior espessura do parénquima
clorofiliano.

Em outro estudo, Mohamed e Alsadon (2010) avaliaram a anatomia de
plantulas de batata cultivadas in vitro, e verificaram que o uso da ventilacdo
natural resultou em folhas mais espessas e com Xilema mais desenvolvido em
relagdo ao sistema convencional. Como outro exemplo de alteracdo na anatomia,
pode ser citado o trabalho de Sdez et al. (2012) que cultivaram in vitro
microbrotos de Castanea sativa em recipientes ventilados e ndo ventilados, sob
duas intensidades de luz (50 e 150 umol m™ s™). O uso da ventilacdo natural e
da maior intensidade melhorou a capacidade de resposta dos estbmatos e
aumentou a capacidade de controle de perda de &gua pelas plantas.

Corroborando com o que foi discutido anteriormente, a ventilacdo
natural reduz o problema da hiperidricidade por diminuir o acumulo de etileno e
umidade dentro do recipiente de cultivo. Em plantulas de Aloe polyphylla
cultivadas in vitro no trabalho de Ivanova e Staden (2010), em recipientes
fechados, os autores verificaram 84% de hiperihidricidade. Com o sistema de

ventilacdo natural, a hiperidricidade foi eliminada.
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Os métodos que promovem ventilagdo no cultivo in vitro, de um modo
geral, além de afetar as caracteristicas de plantas citadas anteriormente, também
podem afetar o metabolismo secundario. Como exemplo pode ser citado o
trabalho de Mohamed e Ibrahim (2012). Os autores cultivaram Ruta graveolens
L. em recipientes com taxas de ventilacdo iguais a 7,44, 10,82 e 62,83 de trocas
de ar por dia e diferentes concentracfes de manitol. A concentracdo de cumarina
quando foi utilizado 2% de manitol foi maior (4,07 e 4,06 mg/g de peso seco)
sob as maiores taxas de ventilagdo (10,82 e 62,83) que sob a menor (7,44; 2,32
mg/g de peso seco).

Os trabalhos citados confirmam que a ventilacdo natural pode ter efeito
no crescimento e no acimulo de metabdlitos secundarios das plantas, inclusive

na composic¢ao quimica volatil.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

P. amboinicus é uma planta medicinal com diversas aplicacGes
potenciais, tanto na area da saude como anti-inflamatéria, contra células de
cancer de mama, dentre outras aplicagdes, como na industria de alimentos,
devido a sua propriedade antioxidante, e na area ambiental por ser rizofiltradora
de substéncia téxica ao meio ambiente e poder ser utilizada para a limpeza de
agua.

Apesar de ter grande potencial de aplicacdo em diversas &reas, esta
espécie ainda é pouco estudada do ponto de vista agrondmico. Foram
encontrados poucos trabalhos na literatura sobre o cultivo in vitro de espécies do
género Plectranthus e com P. amboinicus. Nao foram encontrados trabalhos que
investigaram os efeitos da luz e de sistema de ventilagdo natural no crescimento
in vitro e na composigdo quimica de folhas da espécie analisada por headspace-
CG/EM.
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CAPITULO 2 QUALIDADE E INTENSIDADE DE LUZ NO
CRESCIMENTO in vitro E ANALISE POR headspace - CG/EM DE

Plectranthus amboinicus

RESUMO

Plectranthus amboinicus é uma planta com grande potencial medicinal
proporcionado pelo seu Oleo essencial e outras classes de metabolitos
secundarios. O cultivo in vitro tem sido aplicado a espécies medicinais como
esta Lamiaceae, por possibilitar a multiplicacdo em massa e do ponto de vista
qualitativo e quantitativo, a obtencdo de perfil quimico distinto do obtido in
vivo. Uma das formas de moldar o metabolismo secundério in vitro é variar as
caracteristicas da luz do ambiente. Assim, objetivou-se avaliar o efeito de
qualidades e intensidades de luz no crescimento in vitro e na analise por
headspace - CG/EM de folhas da espécie. Foram realizados dois experimentos.
No experimento de qualidade de luz, segmentos apicais foram cultivados por 50
dias sob diodo emissor de luz (LED) azul; vermelho; 1 azul: 2,5 vermelho; 2,5
azul:lvermelho; lazul:lvermelho e lampada fluorescente branca fria. No
experimento de intensidade, segmentos nodais foram cultivados por 83 dias sob
26, 51, 69, 94 e 130 umol m? st (lampada fluorescente branca fria). Em ambos,
avaliaram-se o crescimento e anélise de folhas. No experimento de intensidade,
avaliou-se também a concentragdo de pigmentos fotossintéticos. No experimento
de qualidade, o LED vermelho proporcionou maior comprimento da parte aérea,
matérias secas de folhas e total. Além disso, resultou em maior acimulo de
carvacrol que a lampada fluorescente. No experimento de intensidade, 69 pumol
m?2s?t apresentaram maiores matérias secas de folhas, caule, total e acimulo de
carvacrol. A concentracdo de pigmentos fotossintéticos reduziu com o aumento
das intensidades. De um modo geral, os constituintes majoritarios foram o-
terpineno, p-cimeno, y- terpineno, carvacrol, (E)- cariofileno e o-trans-
bergamoteno, sendo o carvacrol o constituinte presente em maior quantidade.
Concluiu-se que o LED vermelho tem efeito benéfico sobre o crescimento e
composic¢do quimica voltatil de plantulas oriundas de segmentos apicais, e 69
umol m? s™ proporcionam esse efeito benéfico em plantulas oriundas de
segmentos nodais.

Palavras-chave: Luz. Espectro. Irradiancia. Carvacrol.
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ABSTRACT

Plectranthus amboinicus is a plant with great medicinal potential provided by its
essential oil and other classes of secondary metabolites. In vitro cultivation has
been applied to medicinal species such as this Lamiaceae for allowing the mass
multiplication and, from a qualitative and quantitative point-of-view, the
obtaining of a chemical profile distinct from that obtained in vivo. One of the
forms to mold secondary metabolism in vitro is to vary the light characteristics
of the environment. Thus, we aimed at evaluating the effect of light quality and
intensities on in vitro growth and on headspace-CG/EM analysis of leaves of
this species. Two experiments were conducted. In the experiment for light
quality, apical segments were cultivated for 50 days under blue; red; 1 blue:2.5
red; 2.5 blue:1 red; 1 blue:1 red light emitting diodes (LEDs) and cold white
fluorescent lamp. In the intensity experiment, nodal segments were cultivated for
83 days under the intensities of 26, 51, 69, 94 and 130 pmol m?s™ (cold white
fluorescent lamp). In both experiments, we evaluated the growth and leaf
analysis. In the intensity experiment, we also evaluated the concentration of
photosynthetic pigments. In the quality experiment, red LED provided greatest
length for the shoot and higher total and leaf dry matter. In addition, the red
LED resulted in higher accumulation of carvacrol when compared to the
fluorescent lamp. In the intensity experiment, 69 pmol m?s™ presented higher
contents of leaf, stem and total dry matter, as well as the accumulation of
carvacrol. The concentration of photosynthetic pigments reduced with the
increase in intensities. In general, the major constituents were a-terpinene, p-
cimene, y-terpinene, carvacrol, (E)-caryophyllene and a-trans-bergamotene, with
carvacrol present in higher amounts. In conclusion, the red LED has beneficial
effect over the growth and volatile chemical composition of plantlets derived
from apical segments, and 69 pmol m?s™ provides this beneficial effect on
plantlets derived from nodal segments.

Keywords: Light. Spectrum. Irradiance. Carvacrol.
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1 INTRODUCAO

Plectranthus amboinicus ¢ uma Lamiaceae que apresenta potencial
antioxidante, anti-inflamatdrio, hepatoprotetor dentre outras propriedades
conferidas pelo seu 6leo essencial e outras classes de metabdlitos secundarios
(CHEN et al., 2014; MARY; BANU, 2015; RAJESH; GAYATHRI, 2015). Esta
espécie é utilizada no nordeste do Brasil para tratamento de tosse, gripe, verme,
problemas hepaticos e hemorroidas (MOREIRA et al., 2002).

O cultivo in vitro tem sido utilizado em pesquisas envolvendo plantas
medicinais (MANAN et al., 2016; NATARAJ; KHER; SILVA, 2016; YESMIN;
HASHEM; INSLAM, 2015). Além da multiplicagdo em massa, conservacao,
obtencdo de plantas livres de microrganismos e uniformes, esta técnica
possibilita do ponto de vista qualitativo e quantitativo, obtencdo de composi¢éo
quimica distinta da obtida in vivo. Para obter sucesso com este tipo de cultivo, é
necessario que parametros ambientais envolvidos no crescimento e biossintese
de metabolitos secundarios, como a luz, sejam otimizados (BANDEIRA et al.,
2007; MEDINA; CASAS, 2015; MURTHY; LEE; PAEK, 2014).

A qualidade da luz afeta a fotossintese, sendo os espectros do azul e do
vermelho os que afetam de forma mais intensa. Além disso, esse parametro
também influencia a fotomorfogénese (YEH; CHUNG, 2009). Foram relatados
efeitos da qualidade da luz no crescimento in vitro e metabolismo secundario de
Lippia alba (BATISTA et al., 2016), Gentiana spp. (TAKAHASHI et al., 2012),
Rehmania glutinosa (MANIVANNAN et al., 2015), dentre outras espécies.

Como o efeito da luz é variavel, para obter a qualidade da luz adequada
para cada espécie e objetivo, diodos emissores de luz (LEDs) tém sido
utilizados, pois possibilitam o controle espectral, produ¢do de muda de maior
qualidade e maior eficiéncia no processo produtivo (MALUTA et al., 2013;
MANIVANNAN et al., 2015; SINGH et al., 2015; TARAKANOV et al., 2012).
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A intensidade da luz é o principal parametro que afeta a fotossintese
(YEH; CHUNG, 2009). Quando a intensidade é muita fraca, a fotossintese
ocorre de maneira ineficiente. Por outro lado, o excesso de luz causa foto-
inibicdo e foto-oxidacdo (DARKO et al., 2014; TAIZ; ZIEGER, 2004). Foram
relatados efeitos da intensidade da luz no crescimento in vitro e pigmentos
fotossintéticos de gengibre (ZHOU et al., 2008), no crescimento de Momordica
grosvenori (ZHANG et al., 2009), na composic¢do volatil de Salvia dolomitica
(BASSOLINO et al., 2015), Achillea millefolium (ALVARENGA et al., 2015),
dentre outras espécies.

Devido a importancia medicinal de P. amboinicus e as vantagens de
aplicar o cultivo in vitro em plantas medicinais, objetivou-se avaliar através de
dois experimentos, os efeitos da qualidade da luz no crescimento de segmentos
apicais, com o uso de LEDs, e da intensidade, no crescimento de segmentos
nodais. Assim como avaliar os efeitos destes parametros na analise por

headspace - CG/EM da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Condigdes gerais dos experimentos

Para o estabelecimento in vitro, segmentos apicais e nodais retirados de
plantas de P. amboinicus cultivadas em casa de vegetacdo foram tratados com
hipoclorito de sédio (1,25% de cloro ativo) por 20 minutos, sob agitacdo
constante. Em seguida, foram lavados com agua destilada autoclavada (cinco
vezes) e inoculados na vertical, em tubos de ensaio contendo 12,5 mL de meio
de cultura. Utilizou-se 0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) na metade
da concentracao de sais, sem regulador de crescimento, com 30 g/L de sacarose,
6 g/L de agar e pH ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem (por 20 min, a
121°C).

Apo6s a inoculagdo, o material foi mantido em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h, lampada fluorescente branca fria de 39 pmol m ? s* e
temperatura de 26+1 °C. As plantulas originadas por estes segmentos foram
repicadas e subcultivadas até a obtencdo de plantulas suficientes para realizar
dois experimentos, um com qualidade de luz e outro com intensidade. Em
ambos, utilizaram-se o0 mesmo meio de cultura do estabelecimento e o0s
explantes foram inoculados na vertical. Vedaram-se os recipientes de cultivo
com tampas de PVC (policloreto de vinila). O delineamento experimental

utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC).
2.2 Experimento de qualidade de luz

Segmentos apicais de tamanho de 1 cm foram inoculados em frascos
mantidos na horizontal contendo 40 mL de meio de cultura. Em seguida, foram
cultivados sob diferentes diodos emissores de luz (LED) (TECNAL®
Piracicaba, Brasil).: azul; vermelho; lazul:2,5vermelho; 2,5azul:1vermelho;

lazul:1vermelho, com intensidade de 42 pmol m2s?t e lampada fluorescente



56

branca fria de 69 umol m? s (intensidade escolhida a partir do resultado do

experimento descrito no item 2.3).
Os espectros de luz foram aferidos através do espectrémetro portétil

SPECTRA PEN 7850 (Qubit Systems-Kingston, Ontario-USA). As
distribuicBes espectrais dos LEDs e da lampada fluorescente utilizados neste

experimento estdo representadas na Figura 1.

Figura 1 - Espectros de luz utilizados no experimento.
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Legenda: A= azul, B=vermelho, C = 1 azul: 2,5 vermelho, D= 2,5 azul:1 vermelho, E=1
azul:1 vermelho, F= fluorescente. Lavras, 2016.

Aos 50 dias, as plantulas obtidas foram avaliadas quanto ao

comprimento da parte aérea e da maior raiz (cm), matérias secas de folhas,
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caule, raiz e total (mg), nimero de folhas, area foliar (cm2) e analise de folhas
secas por headspace - CG/EM. Para as caracteristicas de crescimento, foram
realizadas 6 repeticdes, exceto para &rea foliar, para a qual se realizaram 3. A
area foliar foi mensurada através do software WinFOLIA™ pelo scanner
EPSON PERFECTION V700 PHOTO. Escolheram-se 3 plantulas
representativas de cada tratamento. Em cada pléantula, avaliou-se a &rea de uma

folha retirada do 3° par, contado do &pice da parte aérea para a raiz.
2.3 Experimento de intensidade de luz

Para analisar o efeito da intensidade da luz, segmentos nodais de
tamanho de 1 cm, oriundos de plantulas cultivadas in vitro, foram cultivados em
tubos de ensaio, contendo 12,5 mL de meio de cultura, sob cinco intensidades de
luz 26, 51, 69, 94 e 130 pmol m? s, obtidas com lampadas fluorescentes
brancas frias (Osram®©, Brasil). As intensidades foram aferidas através do
medidor PRO CHECK + PAR PHOTON FLUX SENSOR, modelo QSO-S
(DECAGON DEVICES - Pullman- Washington — USA). Realizaram-se 4
repeti¢bes, com 5 plantulas por repeticao.

As plantulas obtidas foram avaliadas aos 83 dias quanto ao comprimento
da parte aérea e da raiz (cm), nimero de brotacdes, matérias secas de folhas,
caule, raiz e total (mg), area foliar (cm?), concentracdo de pigmentos
fotossintéticos (mg/g de folha fresca) e analise de folhas secas por headspace -
CG/EM. A area foliar foi mensurada da mesma forma que no experimento de
qualidade de luz (Item 2.2). A andlise das caracteristicas de crescimento e a area
foliar foram realizadas em 4 repeti¢des. Para a area foliar, escolheram-se 4
plantulas representativas de cada tratamento, e destas foi avaliada a area de uma
folha do 3° par.

Os pigmentos fotossintéticos analisados foram clorofila a, clorofila b,

relagdo b/a, clorofila total e carotenoides. A extracdo foi realizada conforme
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metodologia descrita por Lichtenthaler (1987). Sob luz verde, coletaram-se 100
mg de matéria fresca de folhas. Em seguida, em um gral contendo 2 mL de
acetona 80% (v/v) e CaCO; estes 100 mg de folhas foram macerados.
Posteriormente, com o uso de papel filtro, filtrou-se o extrato obtido e
completou-se com acetona 80% o volume para 10 mL. Imediatamente apos este
procedimento, foi realizada a leitura da absorbancia (A) a 470 nm, 646,8 nm,
663,2 nm no espectro TECAN INFINITY M200 PRO operado com o sistema de
processamento de dados I-control ® versdo 3.37. Para cada tratamento, foram
analisadas folhas de 3 pléantulas, e as leituras foram realizadas em triplicata.

As concentracfes de clorofila (C) e carotenoides foram calculadas
seguindo as seguintes equacdes: clorofila a [(12,25 X Assz2) — (2,79 X Assss)];
clorofila b [(21,5 X Agsss) — (5,1 X Ases2)]; clorofilas totais (a+b) [7,15 Agesz +
18,71 Agsss] € carotenoides = (1000 A4z - 1,82 C,- 85,02 C,)/198, sendo os

resultados expressos em mg de pigmento por g de matéria fresca de tecido foliar.
2.4 Andlises quimicas por headspace - CG/EM

As anélises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Fitoquimica do
Departamento de Agricultura da UFLA. Utilizou-se o extrator “headspace”
automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland)
acoplado ao sistema de CG/EM (Cromatdgrafo gasoso/EspectrOmetro de
Massa). Apds procedimentos de otimizacdo das condigfes operacionais foram
estabelecidos os seguintes pardmetros: temperatura de incubagdo da amostra de
110°C durante 60 min, temperatura da seringa a 120°C. O volume de injecao foi
de 1000 pL da fase de vapor, injetados em modo split na razdo 20:1.

As amostras constituiram de 50 mg de folhas secas de P. amboinicus,
acondicionadas em vials de 20 mL, vedados com septo de silicone /PTFE. A
analise foi realizada em um sistema de cromatografia em fase gasosa Agillent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agillent® MSD 5975C
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(Agilent Technologies, California, EUA), operado por ionizacdo de impacto
eletrébnico a 70 ev, em modo varredura, a uma velocidade de 1 scan/s, com
intervalo de aquisi¢do de matérias de 40-400 mz.

Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP-5-MS (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25um de espessura do filme)
(California, EUA). O gas hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de
1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e da linha de transferéncia para o EM
foram mantidas em 220°C e 240 °C, respectivamente. A temperatura inicial do
forno foi de 50°C, mantido por 1 minuto, seguido por uma rampa de temperatura
de 3°C por min até 200°C, seguida de uma rampa de 10°C por minuto até 280°C,
mantendo-se em condi¢do isotérmica por 1 min. As concentracbes dos
constituintes da analise quimica foram expressas pela porcentagem de area
relativa dos sinais do cromatograma total de ions + o desvio padrdo (n=3).

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacdo dos seus
indices de retencdo relativos & coinjecdo de uma solugdo padrdo de n-alcanos
(Cs.Cy), Sigma- Aldrich®, St Louis, USA) e comparacdo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NATIONAL
INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2008) e de
literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacdo de Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢bes foram consultados indices
de retencéo de literaturas (ADAMS, 2007).

2.5 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a ANAVA pelo teste F (p<0,05),
utilizando-se o software Sisvar®, versdo 5.0 (FERREIRA, 2007). Apos
verificada a significAncia das varidveis pelo teste F, realizou-se o teste de média
Scott-Knott para analisar as variaveis de crescimento, concentracdo de

pigmentos fotossintéticos e de constituintes majoritarios da composi¢ao quimica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Qualidade de luz

O crescimento das plantulas de P. amboinicus foi significativamente
afetado pela qualidade da luz (TABELA 1 E FIGURA 2). De um modo geral,
observou-se que o vermelho monocromatico e a combinagdo de vermelho com
igual (1V:1A) ou menor propor¢do de azul (2,5 V: 1A) favoreceram o
crescimento das plantulas, principalmente o acimulo de matéria seca de raiz
(FIGURA 2).

Tabela 1 - Valores de comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas
(NF), area foliar (AF), matéria seca de folhas (MSF), do caule
(MSC), comprimento da raiz (CR), massa seca da raiz (MSR) e total
(MST) de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de
segmentos apicais cultivadas in vitro sob diferentes qualidades de
luz, aos 50 dias.

Luz CPA NE AF MSF  MSC CR MSR MST

(cm) cm’) (mg) (mg)  (cm) (mg) (mg)

A 1,75 5,50 0,35 8,40 12,50 0* 0* 20,90
b e e e c c d e

v 2,72 11,50 5,18 80,28 18,02 6,65 8,33 106,63
a b a a a a b a

. 1,88 8,00 1,68 34,12 13,06 4,07 1,90 49,08
25A1V. T, d d d c b c d

25V 1A 1,85 13,17 3,64 63,67 1552 7,95 11,90 91,08
b a b b b a a b

V- 1A 2,03 9,67 478 77,33 17,78 5,83 10,35 105,47
b c a a a a a a

= 2,32 14,33 2,53 45,12 18,20 3,20 2,93 66,25

a a C C a b C C

CV (%) 21,82 1301 2523 842 6,19 40,26 28,26 6,59
Legenda: A= azul; V= vermelho; F= fluorescente. Lavras, 2016.
As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. * ndo foi possivel mensurar devido a
baixa quantidade.
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Figura 2 - A- Plectranthus amboinicus oriunda de segmentos apicais cultivados
in vitro aos 50 dias, sob LED azul; vermelho; 2,5azul:1vermelho (2,5
A:1V); 2,5vermelho:lazul (2,5V:1A); 1lvermelho:lazul (1V:1A) e
lampada fluorescente branca (Fluor.). B) Plantulas de Plectranthus
amboinicus estabelecidas in vitro a partir de explantes apicais, aos 25
dias. C) Plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos
nodais cultivadas in vitro sob lampada fluorescente branca de 39
umol m 5™, aos 90 dias. Lavras, 2016.

R,

Fluor.

Azul B, > SV/1 1V/IA

Destacam-se entre estes tratamentos, o vermelho e 1 vermelho: 1 azul
que proporcionaram maior &rea foliar, matérias secas de folhas, caule, total e
comprimento da raiz (TABELA 1). O vermelho monocromatico proporcionou
ainda maior comprimento de parte &rea e nimero de folhas que 1 vermelho:1
azul, sendo o tratamento que mais favoreceu o crescimento in vitro da espécie
(TABELA 1 E FIGURA 2).

A melhoria do crescimento das plantulas causada pelo vermelho pode
estar relacionada & maior sensibilidade do fitocromo sob este espectro. Os picos
de absorbéncia do fitocromo estdo em sua maioria no vermelho (600 a 700 nm) e
vermelho distante (700 a 800 nm) (RUNKLE; HEINS, 2001). Além disso, assim
como no trabalho de Wu e Lin (2012), com Protea cynaroides cultivada in vitro,

o vermelho no presente trabalho melhorou o enraizamento. Segundo estes
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autores, existe uma relacdo entre a luz vermelha, compostos fenolicos e
formacdo de raizes.

Por outro lado, combinacBes de LED vermelho e azul também
mostraram serem benéficas para o crescimento de Salvia splendens, Tagetes
erecta e Ageratum houstonianum em ambiente controlado (HEO; LEE; PAEK,
2006). No trabalho de Tarakanov et al. (2012), a combinacdo de LED 460 nm
(25%) + 635nm (75%) incrementou a matéria seca de Colleus blumei Benth. No
trabalho de Batista et al. (2016), em comparacdo & lampada fluorescente, a
combinacdo de azul e vermelho (LED) proporcionou maior peso fresco e seco
para alguns quimiotipos da espécie Lippia alba cultivada in vitro.

Observou-se que o LED azul foi prejudicial ao crescimento in vitro de
P. amboinicus (TABELA 1). Segundo Lim e Eon (2013), a exposi¢do por mais
de 2 semanas a este espectro pode afetar negativamente o crescimento de brotos
de estacas de plantas que apresentam morfologia foliar similar a de Ocimum
basilicum (Lamiaceae). Os autores verificaram que nesta situa¢do, o LED azul
degradou a clorofila da espécie. Em contraste, ha espécies que tém o seu
crescimento incrementado por este espectro. Assim como ocorreu com
Alernanthera brasiliana cultivada in vitro (MACEDO et al., 2011).

A andlise da fracdo volatil por headspace-CG-EM de P. amboinicus
cultivada sob qualidades de luz apresentou um perfil cromatografico de baixa
complexidade para amostras de folhas da espécie (FIGURA 3). No entanto,
diferencas qualitativas e quantitativas expressivas foram observadas (TABELA
2). As diferencas qualitativas podem ser primeiramente observadas pelo ndmero
de constituintes detectados que variaram entre 13 e 17. Os constituintes
quimicos canfeno, sabineno, (E)-B-ocimeno e terpinolene foram os responsaveis
por essa variacdo, pois dependendo do tratamento estavam todos ausentes (V;
25V:1A; 25 A:1V)ou presentes (fluorescente) ou apenas dois (1V:1A) ou

trés estavam ausentes (azul).
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Figura 3- Cromatograma total de ions representativo das analises por
headspace- CG/EM de folhas de Plectranthus amboinicus cultivada
in vitro sob diferentes qualidades de luz. Lavras, 2016.
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Tabela 2 - Constituintes volateis de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos apicais cultivadas in

vitro sob qualidades de luz, aos 50 dias. Lavras, 2016.

QUALIDADE DE LUZ

Area (%) + DP
Constituintes IR? Azul Vermelho Fluorescente 2,5 vermelho: 25 azul: L azul:
1 azul 1 vermelho 1 vermelho
a-tujeno 923 1,23 1,25+ 0,04 2,13 +0,06 1,44 £0,01 1,38 £0,05 1,55+ 0,05
a-pineno 928 0,63 0,58 £0,02 0,83 +0,00 0,62 +0,03 0,56 £ 0,01 0,67 £0,02
canfeno 942 - - 0,13+ 0,00 - - 0,09+ 0,00
sabineno 970 - 0,07 £0,00 - - -
B-micerno 990 1,55 1,55+ 0,04 2,04 +£0,03 1,55+ 0,07 1,65+ 0,04 1,71+£0,01
a-felandreno 1002 0,54 0,51+0,01 0,69 0,03 0,59 £ 0,00 0,55+0,02 0,65+0,01
a-terpineno 1013 4,57 4,61+0,01 5,42 +0,26 4,91 £ 0,06 4,70+ 0,04 521+0,21
p-cimeno 1022 12,60 9,09+0,41 20,64 + 0,24 10,80 £ 0,30 12,04+0,34 11,64+ 0,30
B-felandreno 1024 0,74 0,62 +0,01 0,93+0,02 0,68 £ 0,03 0,70 £ 0,03 0,67 £0,03
(E)-p-ocimeno 1046 - - 0,22 £ 0,00 - - 0,13 0,01
y-terpineno 1056 22,99 24,12+40,15 22,80+ 0,76 25,45+ 0,22 24,45+0,50 24,59+1,20
terpinolene 1084 0,09 - 0,15+0,01 - - -
4-terpineol 1171 0,11 0,21 +£0,00 0,24 £0,01 0,19 +£0,01 0,28 £0,01 0,23 0,01
carvacrol 1305 38,67 35,67+1,16 31,81+1,14 33,09 + 1,58 32,68+1,16 35,07+0,00
(E)-cariofileno 1410 7,07 9,31+0,30 5,63 £ 0,04 9,38+0,45 8,89 + 0,05 9,53+0.42
o-trans- 1432 462  547+0,10 2,66 + 0,06 5,92 + 0,26 567+028  551+0,23
bergamoteno
a-humuleno 1444 1,32 1,77 £0,06 1,03 +£0,02 1,69 + 0,08 1,58 £ 0,05 1,79 +£0,08
Constituintes
identificados (%) 96,73 94,76 97,42 96,31 95,13 99,04
Numero de 14 13 17 13 13 15

constituintes

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cs-Czo) em coluna HP5-5MS na ordem de eluicdo.

tratamento azul n= 1.

DP: desvio padréo (n=3). Para o
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No que se refere & analise quantitativa 94,76 a 99,04% da composicdo
quimica total foi elucidada. Destes, 78,21 % a 88,10% caracterizaram-se por
monoterpenos e 9,32 a 16,99% por sesquiterpenos. Seis constituintes, incluindo
0 a-terpineno, p-cimeno, y-terpineno, carvacrol, (E)-cariofileno e a-trans-
bergamoteno computaram de 88,27 a 91,55% da composicao quimica total.

O constituinte majoritario foi o carvacrol (31,81 a 38,67%). A
concentragdo de carvacrol foi maior sob o espectro de luz azul monocromatica
(38,67%). Isso pode ter ocorrido devido a maior conversdao de y-terpineno em
carvacrol, conforme proposto por Crocoll (2011) ou por orto-hidroxilagdo do p-
cimeno, conforme Poulose e Croteau (1978) (FIGURA 4).

Figura4 - Quantificacdo de constituintes majoritarios de plantulas de
Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos apicais cultivados
in vitro, aos 50 dias, sob diferentes qualidades de luz.

40 - A

#p-cimeno

Oy- terpineno

Area (%)

m@carvacrol

o . 2. : 7
Azul Vermelho Fluorescente 2,5 vermelho: 2,5 azul: 1 1azul: 1
1 azul vermelho vermelho

Qualidade da luz

Legenda: As barras representam o desvio padréo (n=3). Para o tratamento azul n = 1. As
médias que apresentam a mesma letra dentre os valores para um determinado
constituinte ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade. Lavras, 2016.
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De acordo com os trabalhos de Manivannan et al. (2015) e Nascimento
et al. (2013), o espectro do azul induz ao acimulo de metabdlitos secundarios
relacionados a um aumento na capacidade antioxidante de plantas. O mesmo
ocorreu no presente trabalho com P. amboinicus. A luz azul induziu ao acimulo
de carvacrol. Carvacrol € uma substancia antioxidante (CABELLO et al., 2015).

Outra diferenga gquantitativa expressiva encontrada neste trabalho foi na
concentragdo do constituinte p-cimeno, sendo maior sob lampada fluorescente
(20,64+0,24%), seguido pelo espectro do azul (12,60%), 2,5azul:1vermelho
(12,0440,34%), 1lvermelho:lazul (11,64+0,30%), 2,5 vermelho:lazul
(10,80+0,30%) e menor sob o espectro do vermelho (9,09£0,41%) (FIGURA 4).
Pode-se observar, que a concentracdo sob ldmpada fluorescente foi
aproximadamente duas vezes maior que a concentragdo sob LED vermelho.
Entretanto, a concentragdo de carvacrol sob vermelho (35,67+1,16%) foi maior
que sob fluorescente (31,81+1,14%) (FIGURA 4).

3.2 Intensidade de luz

As diferentes intensidades de luz influenciaram significativamente o
crescimento in vitro de P.amboinicus (TABELA 3) (FIGURA 5). O tratamento
69 umol m? s proporcionou o melhor crescimento. Por outro lado, o cultivo da
espécie sob 26 pmol m? s e 130 pmol m? s™ causou efeitos negativos. Além
de ter afetado o crescimento das pléntulas, as intensidades afetaram também a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos. Com o aumento da quantidade de
luz, ocorreu reducdo na concentracdo de clorofila a, b, total e carotenoides
(TABELA 4).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233315000235
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Tabela 3 - Efeito de intensidades de luz no comprimento da parte aérea (CPA),
namero de brotacbes (NB), area foliar (AF), matérias secas de folhas
(MSF), caule (MSC), comprimento da maior raiz (CR), matérias
secas da raiz (MSR) e total (MST) de plantulas da espécie
Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos nodais, cultivadas in
vitro, aos 83 dias. Lavras, 2016.

'”tggsi'lfzade CPA g AF MSF  MSC CR MSR MST
(umol m? sY) (cm) (cm?)  (mg) (mg) (cm) (mg)  (mQ)
26 255 1,31b 1,48b 2488c 855c 2,97b 4,05d 37,48C
51 2,808 1,25b 1,98 53,00b 11,03b 534a 12,552 76,58b
69 2,00b 1652 1,96® 69,23a 14,80a 5,49a 10,850 94,90a
94 223b 1,92a 1,888 5503b 10,63b 4,892 6,85¢c 72,500
130 1,63¢c 1,330 1,19b 56,680 8,88c 5.87a 5,13d 70,68b
CV (%) 1804 1889 11,24 1237 839 2804 1317 9,09

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com
0 teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 5 - Aspecto de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de
segmentos nodais cultivados in vitro, aos 83 dias, sob as
intensidades de: 26, 51, 69, 94 e 130 pmol m? s, respectivamente.
A) Plantulas dentro do tubo de ensaio. B) Plantulas fora do tubo de
ensaio. Lavras, 2016.
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Tabela 4 - Concentragdo de pigmentos fotossintéticos de Plectranthus
amboinicus oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro sob
intensidades de luz, aos 83 dias. UFLA, Lavras, 2016.

Intensidade Clorofila Clorofila Razdo b/a  Clorofila Carotendides
de luz a b (mg/g de Total (malg de MF)
(umol m2sY) (mg/gde MF) (mg/gde MF)  MF)  (mg/g de MF) M99

26 0,57a 0,21a 0,36 a 0,78 a 0,17a

51 0,44 b 0,20a 0,45a 0,64a 0,17a

69 0,26 ¢ 0,10b 0,37a 0,36 b 0,08 b

94 0,22¢ 0,09b 0,40 a 0,30b 0,08b

130 0,09d 0,04 c 0,46 a 0,13¢ 0,04 c

CV (%) 13,08 12,32 9,13 12,01 12,86

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com
o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados similares foram encontrados por Nguyen e Cin (2009) que
cultivaram em casa de vegetacdo, sob diferentes intensidades de luz (150, 225,
250, 350 e 450 pmol m? s?), plantulas de Solenostemon scutellarioides (L.)
Codd (Lamiaceae), espécie similarmente relacionada ao género Plectranhus. O
crescimento maximo também foi obtido sob intensidades intermediarias (entre
225 e 350 umol m? s™). Sob a menor intensidade (150 pmol m™? s™), foi
verificado pouco crescimento e sob a maior (450 pmol m? s®), ocorreu
fotoinibigdo. Além disso, as plantulas apresentaram a menor concentracdo de
clorofila na mais alta intensidade de luz utilizada (450 umol m?s™).

Estes resultados foram encontrados porque em situagdes nas quais a
intensidade da luz é muita fraca, a fotossintese ocorre de maneira ineficiente. Por
outro lado, o excesso de luz causa dano ao aparato fotossintético e interacdo dos
pigmentos receptores de luz com o oxigénio, gerando radicais livres, podendo
destruir estes pigmentos (DARKO et al., 2014; TAIZ; ZIEGER, 2004). Infere-se
que ocorrerem estes processos em P. amboinicus cultivado sob maior
intensidade de luz (130 pmol m? s™). Neste tratamento houve redugdo no
crescimento e na concentragdo de pigmentos fotossintéticos (TABELA 3)
(TABELA 4).
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O resultado encontrado para o0 crescimento no presente trabalho
(TABELA 3) corrobora também em partes com o observado por Fernandes et al.
(2013), que cultivaram Ocimum gratissimum L. in vivo sob diferentes
intensidades de luz. Foi observado que a massa de folhas da espécie aumentou
linearmente com o0 aumento da intensidade, enquanto matéria seca, nimero de
folhas, area foliar e altura das plantas aumentaram até determinada intensidade e
diminuiram sob intensidades maiores.

Pesquisas demonstraram que a intensidade de luz 6tima para o
crescimento in vitro de plantas é especifica para cada espécie. Zhou et al. (2008)
avaliaram o crescimento e pigmentos fotossintéticos de gengibre cultivados in
vitro sob as intensidades de 60, 120, 180 umol m? s™. Sob os tratamentos 60 e
120 pmolm™ s™, o crescimento das plantulas foi adequado. Ja sob a intensidade
de 180 umol m? s, o crescimento foi reduzido. O teor de clorofila diminuiu a
medida que a intensidade de luz foi aumentada.

Em outro trabalho, Momordica grosvenori foi cultivada in vitro sob
quatro intensidades de luz: 25, 50, 100 e 200 umolm™ s*. As mais fortes
intensidades de luz aumentaram a matéria fresca e seca de plantas, sendo a
intensidade de 100 wmol m™ s™ a mais adequada para o crescimento in vitro da
espécie (ZHANG et al., 2009). De forma distinta, para o crescimento in vitro de
plantulas de P. amboinicus oriundas de segmentos nodais, a intensidade 6tima é
aproximadamente a de 69 umolm™ s™, como discutido anteriormente.

A andlise por headspace CG/EM de P. amboinicus também indicou
diferencas, tanto qualitativas como quantitativas nos constituintes das plantulas
cultivadas sob diferentes intensidades de luz (TABELA 5 e FIGURA 6). Foram
detectados em amostras dos tratamentos 14 ou 15 constituintes quimicos, 0s
quais representaram 97,55% a 99,32% da composicdo quimica total. Seis
compostos constituiram 90,31 a 92, 47% do total da frag¢do volatil (a-terpineno,

p-cimeno, y-terpineno, carvacrol, (E) — cariofileno e a-trans-bergamoteno).
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Tabela 5 - Constituintes volateis de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos nodais cultivadas in
vitro, aos 83 dias, sob diferentes intensidades de luz. Lavras, 2016.

INTENSIDADES DE LUZ

Area (%) + DP
- 26 51 69 94 130

Constituintes IR* pmol m?s? pmol m?s? pmol m?s? pmol m?s? pmol m?s?
a-tujeno 923 1,25 1,40 £ 0,06 1,23+0,04 1,32 0,00 1,20 £0,03
a-pineno 928 0,70 0,80£0,01 0,79+£0,03 0,75+£0,01 0,72 £0,03
canfeno 942 - - 0,14 0,00 - -
B-micerno 990 1,70 1,94 £ 0,08 1,86 £0,03 1,78 £ 0,07 1,63+0,04
a-felandreno 1002 0,57 0,57 £0,01 0,51 £0,02 0,48 £0,01 0,48 £0,01
a-terpineno 1013 5,12 4,82 £0,05 4,12 £0,03 4,65 £ 0,07 4,44 £0,11
p-cimeno 1022 13,70 19,23 £0,04 19,97 £ 0,68 16,43+ 0,51 14,83 £0,48
p-felandreno 1024 0,73 0,84+ 0,02 0,83 +£0,00 0,81+£0,01 0,78 £0,01
(E)-B-ocimeno 1046 - 0,14+ 0,01 - - -
y-terpineno 1056 25,24 22,30 £0,03 18,89 £ 0,88 21,62 £ 0,64 21,35£0,96
terpinolene 1084 - 0,18 £0,01 0,16 £ 0,00 0,10 £ 0,00 0,14 £0,00
4-terpineol 1171 0,29 0,31 £0,01 0,35+£0,00 0,19+£0,01 0,32+£0,01
carvacrol 1305 34,17 33,96+ 1,01 39,37 £0, 60 37,84 £0,41 38,36 £ 0,48
(E)-cariofileno 1410 8,32 592+ 0,01 578 £ 0,15 6,74 £ 0,18 6,88 + 0,02
a-trans-bergamoteno 1432 5,92 4,08+ 0,06 4,14 +0,18 4,37+0,16 5,26 £0,12
a-humuleno 1444 1,61 1,06+0,03 1,07 £0,02 1,13+0,05 1,27 +£0,01
Constituintes
identificados(%) 99,32 97,55 99,21 98,21 97,66

Namero de 14 15 15 14 14

constituintes
"Indice de retencéo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna HP5-5MS na ordem de eluic&o. DP: desvio padrdo (n=3). Para o
tratamento 26 umol m?s™, n=1.
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Figura 6 - Quantificacdo de constituintes majoritarios de plantulas de
Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos nodais cultivados
in vitro, aos 83 dias, sob diferentes intensidades de luz.

@ p-cimeno

Area (%)
[E]
L

By- terpineno

& carvacrol

51 69

Intensidades de luz (umol m=2 s1)

Legenda: As barras representam o desvio padrédo (n=3). Para o tratamento 26 pmol m? s°
! n=1. As médias que apresentam a mesma letra dentre os valores para um determinado
constituinte ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade. Lavras, 2016.

Em relagdo as diferengas qualitativas no perfil aromético, o constituinte
canfeno foi observado apenas quando as plantulas foram cultivadas sob 69 umol
m?s™ e (E)- B-ocimeno foi observado apenas com o cultivo sob 51 umol m?s™.
A composicdo foi caracterizada por monoterpenos (83,47 a 88,22%) e
sesquiterpenos (10,99 a 15,85%). Sendo o monoterpeno oxigenado carvacrol o
constituinte majoritario com maior concentracgao (33,96 a 39,37%) em todos 0s
tratamentos de intensidades de luz analisados.

A partir da andlise de trés contituintes majoritarios (p-cimeno, y-
terpineno, carvacrol) com um total superior a 73% da area relativa, verifica-se a
influéncia das diferentes intensidades de luz na concentracdo desses compostos

(FIGURA 6). A intensidade de luz influenciou de maneira significativa os teores
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de p-cimeno, y- terpineno e carvacrol em plantulas de P. amboinicus cultivadas
in vitro. A intensidade de 69 pmol m? s foi a que proporcionou maior teor de
carvacrol (39,37% = 0,60), e assim como a intensidade de 51 pmol m2st o
maior teor de p-cimeno (19,97%=0,68) (FIGURA 6).

Nota-se que, entre os tratamentos, 69 pmol m? s™ apresentou o menor
teor de y-terpineno (18,89% = 0,88). Conforme a rota biossintética proposta por
Crocoll (2011), o carvacrol é biossintetizado em Origanum e thymus, a partir de
uma reacdo de hidroxilagdo em C2 do a-terpineno ou y-terpineno. Com isso,
infere-se que além de ser a intensidade 6tima para o crescimento, a intensidade
de 69 pmol m? s pode ser a luminosidade 6tima necesséria para a converséo de
y-terpineno a carvacrol. No que diz respeito ao p-cimeno, resultados de Dudai et
al. (1992) corroboram com o presente estudo. O teor de p-cimeno em Origanum
syriacum L. também foi influenciado pela intensidade de luz, sendo que o
aumento da intensidade promoveu aumento na concentracdo do constituinte.

Em adicéo, sob a menor intensidade de luz analisada (26 umol m? s™),
as plantulas apresentaram a mais baixa concentragdo de p-cimeno (13,70%).
Pode-se inferir que esta concentragdo baixa ocorreu devido a menor conversao
de y-terpineno a p-cimeno. Portanto, as plantulas mantidas sob a menor
intensidade de luz acumularam mais y-terpineno (FIGURA 6).

Além da explicacdo dos resultados pela rota biossintética, a intensidade
de luz afetou a concentracdo do monoterpeno carvacrol em P. amboinicus,
devido & funcdo que monoterpenos desempenham. Pesquisas sugerem que eles
protegem as plantas sob estresses ambientais (como excesso de luz) podendo
estar envolvidos na estabilizagdo das membranas das células através de
interacOes lipideo-lipideo, lipideo-proteina, proteina-proteina ou por agao contra
as espécies reativas de oxigénio (HARTIKAINEN et al., 2009; HOLOPAINEN,

2011). Com isso, sob as maiores intensidades de luz (69, 94 e 130 pmol m™ s'l),
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P. amboinicus apresentou maior concentra¢do de carvacrol que sob as menores
(26 e 51 pmol m? s™) (FIGURA 6).

Observou-se com os resultados do presente trabalho, que as diferentes
qualidades e intensidades de luz causaram a biotransformacéo de constituintes
volateis em P. amboinicus. Shimoda et al. (2006) observaram também
biotransformacéo de carvacrol em cultura de células de Eucalyptus perriniana.

A composicao da fragdo volatil encontrada no presente trabalho diferiu
pouco da encontrada por Santos et al. (2015) no 6leo essencial de folhas frescas
de P. amboinicus, que caracterizaram 97,35% da composi¢do quimica total, a
partir de hidrodestilacdo, durantes 4 horas, sendo 70,11 % de monoterpenos,
dentre eles carvacrol (37,7%), y-terpineno (14,74%), p-cimeno (12,01%) e a-
terpineno (1,96%), e 27,24% de sesquiterpenos, como (Z) - cariofileno
(14,07%), o — trans- bergamoteno (8,19%) e a- humuleno (3,83%).

Por outro lado, o trabalho de Rodrigues et al. (2013) que caracterizaram
97, 30% da composigdo total, apontou maiores diferencas quimicas. O 6leo
extraido por hidrodestilagdo, durante 2h, foi constituido de p-cimeno (10,3%), y-
terpineno (5,9%), timol (1,3%), carvacrol (67,9%), (E)-a-bergamoteno (1,4%),
a-humuleno (0,7%), dentre outros.

Segundo Arumugan, Swamy e Sinniah (2016), o perfil quimico e a
acumulacdo dos constituintes de P. amboinicus tém sido dependentes de varios
parametros como regides geograficas, clima, e diferentes estagios da planta da
gual se retirou o material analisado. Além disso, 0 método de extracdo,

identificacdo e quantificacdo causa diferencas na composicéo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942206004109
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4 CONCLUSOES

A qualidade e intensidade da luz devem ser controladas no cultivo in
vitro de P. amboinicus, pois além de afetarem o crescimento, afetam a de forma
qualitativa e quantitativa, a composicdo quimica volatil de folhas da espécie. No
experimento de qualidade, concluiu-se que para plantulas oriundas de segmentos
apicais, o LED vermelho melhora o crescimento. Em comparacdo & lampada
fluorescente branca, o vermelho aumentou o acumulo de carvacrol. Em adicéo, o
cultivo sob LED azul proporciona maior acimulo deste constituinte que sob o
LED vermelho, mas é altamente prejudicial ao crescimento.

No experimento de intensidade, concluiu-se que para segmentos nodais
de P. amboinicus, o tratamento 69 pmol m? s™ melhora o acimulo de p-cimeno
e parece ser a intensidade 6tima para o crescimento e o acimulo de carvacrol in
vitro pela espécie. Além disso, com 0 aumento da intensidade de luz de 26 a 130

umol m? s, ocorre redugdo na concentracio de pigmentos fotossintéticos.
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CAPITULO 3 SISTEMA DE VENTILACAO NATURAL NO
CRESCIMENTO in vitro E ANALISE POR headspace-CG/EM DE

Plectranthus amboinicus

RESUMO

Plectranthus amboinicus é uma planta medicinal com propriedade antioxidante,
hepatoprotetora e antimicrobiana. O cultivo in vitro de espécies de interesse
como esta é importante por permitir a propagacdo em larga escala, obtencdo de
plantas homogeéneas, dentre outras vantagens. No sistema convencional deste
tipo de cultivo, as plantulas sdo mantidas em recipientes fechados, com o
objetivo de evitar a contaminagdo e ressecamento do explante. Pesquisas
sugerem que metodos que promovem a ventilagdo dentro dos recipientes
melhoram o crescimento das plantas, além de afetar o metabolismo secundario,
pois modificam as condicbes do microambiente formado. Sendo assim,
objetivou-se avaliar o efeito de sistema de ventilagdo natural no crescimento e na
andlise da fracdo volatil por headspace- CG/EM de P. amboinicus cultivada in
vitro. Segmentos apicais e nodais contendo um par de folhas foram cultivados
sob sistema convencional (SC), sistema de ventilagdo natural com uma (SVN1),
duas (SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4). Aos 30 dias, as plantulas
foram avaliadas quanto ao crescimento e fracdo volatil. Para o crescimento de
segmentos apicais, 0 SVNL1 foi o melhor sistema de cultivo. Proporcionou maior
valor para todos os parametros de crescimento avaliados. Ja para 0s segmentos
nodais, 0 SVN2 possibilitou o melhor crescimento. Produziu plantulas com
maior comprimento de parte aérea, nimero de folhas, comprimento da maior
raiz, matérias secas de folhas, caule, raiz e total. Observou-se também que para
ambos 0s segmentos, o pior crescimento foi obtido sob 0 SVN4. Em relacéo a
fracdo volatil, para apicais, a maior quantidade de carvacrol foi observada nas
plantulas cultivadas sob SVN4. Concluiu-se que o SVN1 otimiza o crescimento
in vitro de segmentos apicais de P. amboinicus e 0 SVN2 o de nodais. Por outro
lado, 0 SVN4 é prejudicial ao crescimento da espécie, e em segmentos apicais,
favorece o acumulo de carvacrol.

Palavras-chave: Micropropagacéo. Trocas gasosas. Carvacrol.
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ABSTRACT

Plectranthus amboinicus is a medicinal plant with antioxidant, hepatic-protector
and antimicrobial properties. The in vitro cultivation of species of interest such
as this one is important for allowing large-scale propagation, and the obtaining
of homogeneous plants, among other advantages. In the conventional system of
this type of cultivation, the plantlets are maintained in closed recipients in order
to avoid contamination and drying of the explant. Researchers suggest that
methods that promote ventilation within the recipients improve plant growth, in
addition to affecting secondary metabolism by modifying the conditions of the
microenvironment formed. Thus, we aimed at evaluating the effect of the natural
ventilation system over the growth and the analysis of the volatile fraction by
headspace-CG/EM of P. amboinicus cultivated in vitro. Apical and nodal
segments containing on pair of leaves were cultivated under the conventional
system (CS), natural ventilation system with one (NVS1), two (NVS2) and four
(NVS4) porous membranes. At 30 days, the plantlets were evaluated regarding
growth and volatile fraction. For the growth of the apical segments, NVS1 was
the best cultivating system. It provided higher value for all growth parameters
evaluated. For the nodal segments, NVS2 allowed better growth. It produced
plantlets with greater shoot length, number of leaves, length of the biggest root,
and higher content of leaf, stem, root and total dry matter. We also verified that,
for both segments, the worst growth was obtained under NVS4. In relation to the
volatile fraction, for apical, the higher amount of carvacrol was observed in
plantlets cultivated under NVS4. In conclusion, the NVS1 optimizes in vitro
growth of P. amboinicus apical segments, and NVS2, that of nodal segments.
On the other hand, NVS4 is prejudicial to the growth of the species, and, in
apical segments, favors the accumulation of carvacrol.

Keywords: Micropropagation. Gas exchange. Carvacrol.
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1 INTRODUCAO

Plectranthus amboinicus é uma planta medicinal pertencente a familia
Lamiaceae que apresenta Oleo essencial e outras classes de metabdlitos
secundarios com efeito antimicrobiano, anticaspa, antioxidante, dentre outros
(AGUIAR et al., 2015; KHATTAK et al., 2011; MURUGAN et al., 2013;
SELVAKUMAR; NAVEENA; PRAKASH, 2012). A cultura de tecidos é uma
ferramenta biotecnolégica importante para multiplicar e analisar plantas
medicinais (SIAHSAR et al., 2011). Além disso, possibilita a conservacdo de
espécies, obtengdo de plantas livres de microrganismos, dentre outras vantagens
(CHEONG; MOCK; LI, 2012; COSTE et al., 2012; KAUR; SANDHU, 2015).

No sistema convencional de cultivo in vitro, as plantulas sdo mantidas
em recipientes fechados, para evitar a contaminagdo e 0 ressecamento do
explante (SCHUELTER et al., 2015). Desta forma, o microambiente formado
dentro do recipiente apresenta alta umidade relativa, acimulo de etileno,
estagnacdo de ar e baixa concentracdo de didxido de carbono (CO,). Assim, as
plantulas oriundas desta técnica apresentam diversas anomalias, como o mau
funcionamento dos estdmatos, pouco desenvolvimento epicuticular, baixa
concentracdo de clorofilas, hiperidricidade, raizes mal formadas e baixa
sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo (CHEN, 2004; HAZARIKA, 2006;
ISAH, 2015; XIAO; NIU; KOZAI, 2011).

O uso de sistema de ventilagcdo natural reduz estas anormalidades. De
acordo com Moreira et al. (2013), este sistema diminui a umidade relativa e
aumenta a aeragdo. Além disso, mantém as concentracbes de CO, adequadas
para estimular a fotossintese (SALDANHA et al., 2012). O aumento da
concentracdo de CO, promove 0 enraizamento e reduz as anomalias de
crescimento, podendo melhorar a taxa fotossintética e sintese de metabdlitos
secundarios (CHA-UM et al., 2011; TISSERAT; VAUGHN, 2001; ZHU et al.,
2015).
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Foram relatados efeitos benéficos da ventilagdo natural no crescimento
in vitro de Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2012); Abacaxizeiro
(Bromeliaceae) (SILVA et al., 2014a); Thymus vulgaris L. (BANDEIRA et al.,
2007); Azadirachta indica A. Juss. (RODRIGUES et al., 2012), dentre outras
espécies. Os metodos que promovem ventilagdo no cultivo in vitro, de um modo
geral, também podem afetar o metabolismo secundéario das plantas. Assim como
ocorreu com Ruta graveolens L., no trabalho de Mohamed e Ibrahim (2012).

Portanto, é necessario buscar sistemas de cultivo in vitro adequados para
cada espécie de interesse, que possam substituir o sistema convencional e
produzir plantas de maior qualidade. Sendo assim, objetivou-se avaliar os efeitos
do sistema de ventilacdo natural no crescimento e na anélise da fracéo volatil por

headspace-CG/EM de P. amboinicus cultivada in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Estabelecimento in vitro da espécie

Para o estabelecimento in vitro, segmentos apicais e nodais de plantas de
P. amboinicus cultivadas em casa de vegetacdo foram excisados e em seguida,
imersos em solucdo de hipoclorito de sédio (1,25% de cloro ativo), por 20
minutos, sob agitacdo constante. Os explantes foram levados para camara de
fluxo laminar e lavados cinco vezes com agua destilada autoclavada.

O material foi inoculado na vertical, em tubos de ensaio contendo 12,5
mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com a metade da
concentragdo de sais, na auséncia de regulador de crescimento. O meio foi
suplementado com 30g/L de sacarose, 6g/L de agar e o pH foi ajustado para
5,740,1, antes da autoclavagem (20 min 121°C). Os explantes foram mantidos
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h, sob lampada fluorescente com

intensidade de 39 umol m?s™, & temperatura de 26 +1 °C.
2.2 Sistema de ventilagdo natural

Segmentos apicais e nodais foram excisados de plantulas ja cultivadas in
vitro e inoculados em frascos contendo 40 mL de meio MS com a metade da
concentracdo de sais, 30g/L de sacarose, 6g/L de &gar e pH 5,7+0,1.
Inocularam-se os segmentos na vertical e em ambos, foi mantido um par de
folhas. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 4 x 2, sendo 4 sistemas de cultivo: sistema
convencional (SC), sistema de ventilagdo natural com uma (SVN1), duas
(SVN2) e quatro membranas porosas (SVN4), e 2 tipos de explante : apical e
nodal. Os sistemas de ventilagdo natural foram obtidos pela presenca de
membranas porosas manufaturadas nas tampas dos recipientes de cultivo.

As membranas foram montadas da mesma forma que no trabalho de
Saldanha et al. (2012) (FIGURA 1), com o uso de fita microporosa bege
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Cremer® e veda rosca Amanco® (FIGURA 1A). Consistiram de 4 camadas,
sendo a primeira de fita microporosa (FIGURA 1B), a segunda de veda rosca
(FIGURA 1C) e a terceira novamente de fita microporosa (FIGURA 1D).
Cortaram-se estas 3 primeiras camadas em quadrados de 1 cm? (FIGURA 1E-F).
Distribuiram-se separadamente os quadrados sobre a face colavel da fita
microporosa, totalizando 4 camadas (FIGURA 1G). Em seguida, os quadrados
foram cortados de forma homogénea e colocados sobre furos de 1,0 cm de
didmetro presentes em tampas rosca transparentes. Foram utilizadas tampas de 0,
1,2 e 4 furos (FIGURA 1H-J).

Figura 1 - Esquema para a montagem das membranas porosas manufaturadas
utilizadas no experimento (A-J).

Fotos: Giulia Duarte. Lavras, 2016.
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Aos 30 dias, as plantulas foram avaliadas quanto ao comprimento da
parte derea e da raiz (cm), numero de brotagdes, matérias secas de folhas, caule,
raiz e total (mg), area de foliar (cm?) e andlise de folhas secas por headspace-
CG/EM. Para as caracteristicas de crescimento, foram realizadas 6 repetigdes,
exceto para area foliar, para qual realizaram-se 5. A area foliar foi mensurada
através do software WinFOLIA™ pelo scanner EPSON PERFECTION V700
PHOTO. Utilizaram-se 5 plantulas de cada tratamento. Em cada plantula,
avaliou-se a area de 1 uma folha retirada do 3° par, contado do &pice da parte

aérea para raiz.
2.3 Analises quimicas por headspace -CG/EM

Realizaram-se as analises quimicas no Laboratério de Fitoquimica do
Departamento de Agricultura da UFLA. O “headspace” automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland) acoplado ao sistema de
CG/EM (Cromatografo gasoso/Espectrometro de Massa) foi o extrator utilizado.
Primeiramente, foram feitos procedimentos de otimizacdo das condicGes
operacionais, em seguida, foram estabelecidas a temperatura de incubacdo da
amostra (110°C durante 60 min) e a temperatura da seringa (120°C). O volume
de injecdo foi de 1000 pL da fase de vapor, injetados em modo split na razdo
20:1.

As amostras constituiram 50 mg de folhas secas de P. amboinicus,
acondicionadas em vials de 20 mL, vedados com septo de silicone /PTFE. A
analise foi realizada em um sistema de cromatografia em fase gasosa Agillent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agillent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, California, EUA), operado por ionizagdo de impacto
eletrébnico a 70 ev, em modo varredura, a uma velocidade de 1 scan/s, com

intervalo de aquisi¢do de matérias de 40-400 mz.
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Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP-5-MS (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25um de espessura do filme)
(California, EUA). O gas hélio foi utilizado como gés de arraste com fluxo de
1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e da linha de transferéncia para o EM
foram mantidas em 220°C e 240 °C, respectivamente. A temperatura inicial do
forno foi de 50°C, mantido por 1 minuto, seguido por uma rampa de temperatura
de 3°C por min até 200°C, seguida de uma rampa de 10°C por minuto até 280°C,
mantendo-se em condigdo isotérmica por 1 min. As concentraces dos
constituintes da analise quimica foram expressas pela porcentagem de area
relativa dos sinais do cromatograma total de ions + o desvio padrdo (n=3).

Identificaram-se 0s constituintes quimicos por comparagdo dos seus
indices de retencdo relativos & coinjecdo de uma solugdo padrdo de n-alcanos
(Cs.Cp, Sigma- Aldrich®, St Louis, USA) e comparagdo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NATIONAL
INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2008) e de
literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacdo de Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢cdes foram consultados indices
de retencéo de literaturas (ADAMS, 2007).

2.4 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a ANAVA pelo teste F (p<0,05),
utilizando-se o software Sisvar®, versdao 5.0 (FERREIRA, 2007). Apos
verificada a significancia das varidveis pelo teste F, realizou-se o teste de média
Scott-Knott. O teste foi utilizado para a analise de crescimento e da

concentragao de constituintes majoritarios da fragdo volatil.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os sistemas de cultivo influenciaram o crescimento in vitro de plantulas
de P. amboinicus oriundas de segmentos apicais e nodais (TABELA 1)
(FIGURA 2). Houve interacdo significativa entre os fatores sistema de cultivo e
tipo de explante. Segmentos apicais superaram o0s nodais em nimero de folhas
no cultivo sob SC e em acumulo de matérias secas de folhas, raiz e total no
SVNL. Os nodais superaram os apicais em numero de folhas sob SVN1 e SVN2.
Além disso, sob 0 SVN4, os nodais apresentaram maior matéria seca de raiz que
os apicais (TABELA 1).

Tabelal- Comprimento da parte aérea (cm), area foliar (cm?), nimero de
folhas, comprimento da maior raiz, matérias secas, em mg, de
folhas, caule, raiz e total de plantulas de Plectranthus amboinicus
oriundas de segmentos apicais e nodais cultivadas in vitro, aos 30
dias, sob sistema convencional (SC) e sistemas de ventilacdo
natural, com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas

porosas (SVN4). (Continua)
Comprimento da Parte Aérea (cm) Area foliar (cm?)
Sistema Apical Nodal Sistema Apical Nodal
SC 1,97 aB 2,20 aA SC 2,29 aB 2,16 aC
SVN1 2,52 aA 2,27 aA SVN1 3,63aA 4,18 aA
SVN2 2,10aB 1,97 aA SVN2 2,96 aA 2,81aB
SVN4 1,61 aC 1,50 aB SVN4 1,56 aB 1,54 aC
CV (%) =12,13 CV (%) = 23, 53
Namero de folhas Comprimento da maior raiz (cm)
Sistema Apical Nodal Sistema Apical Nodal
SC 11,50 aA 7,33bC SC 3,38aB 3,70aB
SVN1 10,67 bA 14,50 aA SVN1 5,06 aA 4,73 aA
SVN2 7,83bB 14,67aA SVN2 4,38 aA 4,93 aA
SVN4 8,33aB 10,00 aB SVN4 2,95aB 3,62aB

CV (%) = 15,61 CV (%) = 25,55
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Tabela1- Comprimento da parte aérea (cm), area foliar (cm2), nimero de
folhas, comprimento da maior raiz, matérias secas, em mg, de
folhas, caule, raiz e total de plantulas de Plectranthus amboinicus
oriundas de segmentos apicais e nodais cultivadas in vitro, aos 30
dias, sob sistema convencional (SC) e sistemas de ventilacdo
natural, com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas

porosas (SVN4). (Concluséo)
Matéria seca de folhas (mg) Matéria seca de caule (mg)
Sistema Apical Nodal Sistema Apical Nodal
SC 63,20 aB 64,88 aB SC 10,90 aB 14,40 aA
SVN1 89,17 aA 67,78 bB SVN1 14,53 aA 12,55 aA
SVN2 70,36 aB 82,32 aA SVN2 11,84 aB 14,77 aA
SVN4 41,75 aC 47,33 aC SVN4 8,97 aB 9,48 aB
CV (%) = 20, 35 CV (%) = 20,83
Matéria seca de raiz (mg) Matéria seca total (mg)
Sistema Apical Nodal Sistema Apical Nodal
SC 3,78aD 512aC SC 77,88 aC 84,50 aB
SVN1 26,77 aA 18,23 bA SVN1 130,46 aA 98,57 bA
SVN2 15,98 aB 16,50 aA SVN2 98,18 aB 113,58 aA
SVN4 7,12 bC 9,88 aB SVN4 57,84 aD 66,70 aC
CV (%) = 12,47 CV (%) = 16, 33

Legenda: CV = coeficiente de variagdo. Lavras, 2016.

As médias seguidas da mesma letra mindscula nas linhas e maitscula nas colunas nao
diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura2 - Aspecto de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de
segmentos apicais (A) e nodais (B) cultivados in vitro, aos 30 dias,
sob sistema concencional (SC) e sistema de ventilagdo natural com
uma (SVNL1), duas (SVN2) e quatro membranas (SVN4).

SEGMENTOS APICAIS

SVN2 SVN4

SVNI1 SVIN2 SVIN4

Para os segmentos apicais, 0 SVN1 foi o melhor sistema de cultivo.
Pode-se observar que as plantulas oriundas destes segmentos cultivadas sob
SVNL1 apresentaram o maior valor para todos os parametros de crescimento
avaliados (TABELA 1). J& para os segmentos nodais, verificou-se que o SVN1 e
0 SVN2 possibilitaram o melhor crescimento. Estes sistemas produziram
plantulas com valores maiores e estatisticamente iguais entre si, para
comprimento de parte aérea, nimero de folhas, comprimento da maior raiz,
mateérias secas de caule, raiz e total. Diferenciaram na area foliar que foi maior
sob SVN1, e na matéria seca de folhas, que foi maior sob SVN2 (TABELA 1).
Com isso, considera-se 0 SVN2 como o mais benéfico para a o cultivo in vitro

de segmentos nodais da espécie.



94

Estes resultados podem estar relacionados ao aumento da fotossintese
causado pela maior disponibilidade de C0, sob 0 SVN1 e SVN2 em relacdo ao
SC. De acordo com Saldanha et al. (2012), o sistema de ventilagcdo natural
mantém a concentracdo de CO, dentro do recipiente de cultivo adequada para
estimular a fotossintese. Os mesmos autores verificaram que este sistema
melhorou o crescimento in vitro de Pfaffia glomerata. Assim, no presente
trabalho, 0 aumento da concentracdo de CO, pode ter induzido um aumento de
biomassa (SOUZA et al., 2008).

Os resultados do trabalho de Silva et al. (2014b) que cultivaram
Abacaxizeiro in vitro sob SC e SVN também corrobora em partes com o
presente trabalho. O SVN causou efeitos positivos no crescimento das plantulas.
Proporcionou maior comprimento de parte aérea e acimulo de matéria seca que
0 SC, de um modo geral. Em outro trabalho, com a espécie Thymus vulgares,
Bandeira et al. (2007) verificaram que a ventilagdo natural obtida com vedacédo
de algoddo, sob o cultivo em MS com 30g/L de sacarose proporcionou maior
comprimento de parte aérea e raiz e nimero de raizes que o0 SC com uso de filme
de polivinicloreto como vedacdo. No trabalho de Rodrigues et al. (2012), a
espécie Azadirachta indica apresentou maior nimero de brotos com o uso de
SVN e os autores verificaram que com o uso do SC ocorreu clorose foliar e
senescéncia.

Entretanto, no presente trabalho com P. amboinicus, ndo se observou
incremento no crescimento com o aumento da ventilagcdo natural através do uso
de SVN2 (para segmentos apicais) e SVN4 (para segmentos apicais e nodais).
Como pode ser observado na Tabela 4, o cultivo de segmentos apicais sob
SVN2 causou reducdo no comprimento da parte aérea, nimero de folhas,
matérias secas de folhas, caule, raiz e total. O sistema SVN4 causou efeito

negativo em todos os parametros de crescimento, para ambos os explantes.
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Provavelmente, este efeito prejudicial do aumento da ventilacdo natural
ocorreu em partes devido a evaporagdo de agua do meio de cultura, causando
reducdo no volume e aumento na concentragdo de sais disponivel para o
crescimento das plantulas (FIGURA 3). De acordo com Gao et al. (2003),
excesso de sais afeta a nutrigdo e a absor¢do de gua pelas plantas.

Figura 3 - Reducdo no volume do meio de cultura observada no experimento
com plantulas de Plectranthus amboinicus cultivadas in vitro, aos 30
dias, em frascos de sistema convencional (SC) (fechado) e sistema de
ventilagcdo natural com uma (SVN1), duas (SVN2) e quatro (SVN4)
membranas porosas.

SVN1 SVN2
Legenda: A= segmentos apicais; B=segmentos nodais. Lavras, 2016.

Outra hipdtese é que com o aumento da ventilagdo ocorreu maior
evaporacdo de agua da superficie das folhas, podendo ter ocorrido um estresse
hidrico. As plantas respondem a esta situacdo com fechamento dos estématos, o
que reduz a condutdncia estomatica durante um curto tempo de resposta
(HSIAO, 1973). Sendo esta uma estratégia de adaptacdo das plantas, pois
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mudangas na condutdncia estomatica causam mudangas no potencial hidrico
foliar, alterando a taxa de transpiracdo (FARQUHAR; SHARKEY, 1982). No
entanto, a reducdo da condutancia estomatica reduz a assimilagdo de CO,,
limitando a fotossintese (ZOBAYED; AFREEN; KOZAI, 2007). Desta forma, o
crescimento foi reduzido.

A umidade e trocas gasosas no cultivo in vitro sdo importantes fatores
que controlam a morfogénese. O ambiente de cultivo pode afetar a atividade de
muitas enzimas causando mudanga no processo metabolico e respostas similares
a de plantas cultivadas sob condicOes de estresse (ISAH, 2015). Esta perda de
agua no recipiente também ocorreu no trabalho de Gongalves et al. (2008). Os
autores analisaram o efeito de diferentes materiais de vedacdo no cultivo in vitro
de Herreria salsaparrilna. O material de vedacdo que possibilitava trocas
gasosas induziu a perda de agua nos recipientes.

Em adicdo, de um modo geral, observou-se que o SVN, principalmente
0 SVN1 e 0 SVN2, em comparagdo ao SC, melhorou as caracteristicas das raizes
das plantulas de P. amboinicus cultivadas in vitro (TABELA 1) (FIGURA 2).
Com isso, infere-se que o cultivo in vitro da espécie sob estes sistemas pode
possibilitar maior sobrevivéncia das plantulas na fase de aclimatizagao.

Os diferentes sistemas de cultivo também afetaram a fracédo volétil de P.
amboinicus oriunda de segmentos apicais (TABELA 2, FIGURA 4). A
composic¢do foi constituida por monoterpenos (83,47 a 86,12%) e sesquiterpenos
(12,87 a 16,29%). Um total de 97,33 a 99,76 % dos constituintes quimicos
foram identificados, o0s quais representaram um nimero de 13 a 17
componentes. As diferencas gqualitativas foram atribuidas pela auséncia de sinais
cromatogréaficos correspondentes aos picos do canfeno, sabineno, (E)-p-ocimeno

e/ou terpinolene nos tratamentos SC, SVN2 e SVN4.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847205001565

Tabela 2 - Constituintes volateis de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos apicais cultivadas in
vitro, aos 30 dias, sob sistema de cultivo convencional (SC) e sistema de ventilacdo natural com uma (SVNL1),
duas (SVN2) e quarto (SVN4) membranas porosas na tampa do recipiente de cultivo. UFLA, Lavras, 2016

SISTEMAS DE CULTIVO (SEGMENTOS APICAIS)

Area (%) + DP
Constituintes IR SC SVN1 SVN2 SVN4
a-tujeno 923 1,52+ 0,03 1,99 + 0,06 1,64+ 0,01 1,43+ 0,06
a-pineno 928 0,60 = 0,00 0,75 0,03 0,66 £ 0,01 0,60 = 0,02
canfeno 942 - 0,10 £ 0,00 - -
sabineno 970 - 0,06 = 0,00 - -
B-micerno 990 1,48 £ 0,03 1,94+ 0,05 1,63+ 0,07 1,53+ 0,07
a-felandreno 1002 0,47 0,00 0,65+ 0,02 0,56+ 0,01 0,45+0,01
a-terpineno 1013 4,46 £ 0,03 5,08 £ 0,08 4,52 +£0,02 3,87+0,12
p-cimeno 1022 12,69 £ 0,01 14,14 + 0,62 12,81 +0,39 12,72 £ 0,02
p-felandreno 1024 0,64 0,03 0,83 +0,02 0,73+0,03 0,70 0,03
(E)-B-ocimeno 1046 - 0,15+0,01 0,15+ 0,00 0,14 = 0,00
y-terpineno 1056 21,17 +0,15 25,00+0,71 21,60 + 0,63 18,84 + 0,84
terpinolene 1084 - 0,12 £ 0,00 - -
4-terpineol 1171 0,31+0,02 0,18 £ 0,01 0,25+ 0,00 0,25+ 0,00
carvacrol 1305 40,13 +1,02 34,75+ 1,75 41,57 +1,19 45,16 + 0,88
(E)-cariofileno 1410 9,55+0,02 7,37+0,35 7,33+£0,31 7,05+0,15
o-trans- 1432 4,91 +0,00 4,22 +0,00 4,33+0,14 4,44£0,07
bergamoteno
a-humuleno 1444 1,83 +0,00 1,33+ 0,00 1,52 + 0,05 1,38 £ 0,04
Constituintes
identificados (%) 99,76 97,33 99,30 98,56
N* de 13 17 14 14

constituintes

"Indice de retencéo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna HP5-5MS na ordem de eluic&o. DP: desvio padrdo (n=3)

L6
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Figura4 - Concentracdo de constituintes majoritarios de plantulas de
Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos apicais cultivados
in vitro, aos 30 dias, sob diferentes sistemas de cultivo
convencional (SC) e sistema de ventilagdo natural com uma
(SVN1), duas (SVN2) e quatro membranas porosas na tampa do
recipiente de cultivo (SVN4).

50 - A
45 q
40
35 4
é 309 @p-cimeno
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15
10 4
5 A
0

Sitemas de cultivo

Legenda: As barras representam o desvio padrdo (n=3). As médias que apresentam a
mesma letra dentre os valores para um determinado constituinte ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Lavras, 2016.

Os principais constituintes quimicos da fase de vapor foram o p-cimeno,
y-terpineno e carvacrol, os quais representaram em média area de 75,15% da
composi¢do quimica total (TABELA 1). Os diferentes sistemas de cultivo
influenciaram significativamente o teor porcentual desses constituintes
(FIGURA 4). O maior teor de carvacrol (45,16% + 0,88) foi observado nas
plantulas cultivadas sob SVN4. Por outro lado, os menores teores de p-cimeno e
y-terpineno também foram observados com este tratamento (FIGURA 4).

De acordo com Crocoll (2011), o carvacrol é biossintetizado em

Origanum e Thymus, a partir da orto-hidroxilagao do y-terpineno ou a-terpineno.
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O menor teor de y-terpineno observado sob SVN4 pode ter ocorrido devido a
sua conversdo a carvacrol. Do mesmo modo, o0 SVN4 pode também ter
proporcionado a biotransformacédo in vitro de p-cimeno a carvacrol. Polouse e
Croteau (1978) propuseram que a biossintese de carvacrol tem origem no y-
terpineno, que por sua vez sofre uma aromatizacdo a p-cimeno e, em seguida,
uma hidroxilagdo em C2.

O SVNL1 foi o que mais prejudicou o acimulo de carvacrol in vitro.
Nota-se que este tratamento ndo proporcionou a conversao in vitro de p-cimeno
e y-terpineno em carvacrol, ja que 0s maiores teores de p-cimeno e y-terpineno
foram observados sob o SVN1 (FIGURA 4). Pode-se observar que a
concentragdo de carvacrol foi crescente na seguinte ordem: SVN1, SVN2 e
SVN4 (FIGURA 4). Na mesma ordem, as concentragdes de y-terpineno e p-
cimeno foram decrescentes. A maior concentracdo de CO, presente no
microambiente afeta a producdo de monoterpenos. Baixa disponibilidade de CO,
resulta em baixas taxas fotossintéticas. Taxa fotossintética reduzida diminui a
disponibilidade de gliceraldeido-3-fosfato (GA3) que é um dos substratos para a
producéo de terpenos (SCHURGERS et al., 2009).

A fase de vapor das amostras de folhas de plantulas de P. amboinicus
oriundas de segmentos nodais, cultivadas sob diferentes sistemas de cultivo, ndo
apresentou diferencas quantitativas consideraveis (TABELA 3). A composicao
quimica total abrangeu a faixa de 97,78% a 99,12%, em que os trés constituintes
majoritarios, p-cimeno, y-terpineno e carvacrol, representaram juntos cerca de
73, 70% da totalidade dos constituintes quimicos (TABELA 3).



Tabela 3 - Constituintes volateis de plantulas de Plectranthus amboinicus oriundas de segmentos nodais cultivadas in
vitro, aos 30 dias, sob sistema de cultivo convencional (SC) e sistema de ventilagdo natural com uma
(SVNL1), duas (SVN2) e quarto (SVN4) membranas porosas na tampa do recipiente de cultivo. Lavras, 2016

SISTEMAS DE CULTIVO (SEGMENTOS NODAIS)
Area (%) + DP

Constituintes IR SC SVN1 SVNZ SVN4
a-tujeno 923 1,95+ 0,09 1,99+ 0,07 1,95+ 0,08 1,83+0,02
a-pineno 928 0,75 + 0,03 0,76 + 0,02 0,81 + 0,02 0,77 +0,01
canfeno 942 - - - 0,10+ 0,01
sabineno 970 - 0,05+ 0,00 - 0,08 +£ 0,00
B-micerno 990 1,96 + 0,01 1,78 +0,07 201+ 0,04 1,96 + 0,04

a-felandreno 1002 0,53 + 0,01 0,61 +0,01 0,63 + 0,00 0,64 + 0,02

a-terpineno 1013 522+0,11 542 +023 527 +0,02 4,89 + 0,05
p-cimeno 1022 13,41 + 0,49 1417 + 0,64 14.67 +0,73 13,54 + 0,64
p-felandreno 1024 0,82 + 0,02 0,87 +0,03 0,89 + 0,03 0,86 + 0,02
(E)-B-ocimeno 1046 0,16 + 0,00 - 0,20 + 0,00 0,21 +0,01
y-terpineno 1056 24.55 + 0,14 2534 +1.21 2411 +0,55 23,00 0,11
terpinolene 1084 - - 0,15+ 0,00 0,13+ 0,00
4-terpineol 1171 0,17 +0,01 0,26 + 0,01 0,28 + 0,01 0,28 + 0,01
carvacrol 1305 35,77 +0.61 33,86 + 1,02 35,49 + 0,82 36,91 + 1,01

(E)-cariofileno 1410 7.35+0,01 7.97+02311 6,65 + 0,07 7.01+0,08
o-trans- 1432 4,07 +0,13 4,57 +0,002 3.82+0,06 428+0,11

bergamoteno

a-humuleno 1444 1,35+ 0,00 1,47 +0,013 1,26 + 0,02 1,29+ 0,01
Constituintes
idontificados (%) 98,06 99.12 98,19 97.78
N® de 14 14 15 17

constituintes

'Indice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna HP5-5MS na ordem de eluigio.

DP: desvio padrdo (n=3)

00T
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A Figura 5 apresenta o perfil cromatografico da fracdo volatil analisada,
destacando os trés principais componentes quimicos. Sutis diferengas quimicas
qualitativas foram observadas entre os tratamentos que apresentaram entre 14 e
17 constituintes quimicos. Os constituintes quimicos que determinaram a
variacdo qualitativa foram os monoterpenos hidrocarbonetos canfeno, sabineno,
(E)- B-ocimeno e terpinolene que ndo foram detectados ou apresentaram area

percentual relativa maxima de 0,21 %.

Figura 5- Cromatograma total de ions representativo, obtido por andlise de
headspace-CG/EM, de folhas de plantulas de Plectranthus
amboinicus cultivadas in vitro, aos 30 dias, sob sistema de cultivo
convencional (SC) e sistema de ventilagdo natural com uma (SVN1),
duas (SVN2) e guatro membranas porosas (SVN4) nas tampas dos
recipientes de cultivo. Lavras, 2016

Pbundance Y-[el'p‘l[lell() TIC: NedaldmembR2 Didata ms
6000000 carvacrol

p-cimeno
5000000
4000000
3000000

2000000

1000000 ‘I
nl l]ll 1

LB e T T T L L e e e e e e e I B e e m e
lime—> 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Comparando-se de forma quantitativa os constituintes majoritarios da
fracdo volatil analisada em folhas de plantulas oriundas de segmentos apicais,
com os obtidos em folhas de plantulas oriundas de segmentos nodais, pode-se
observar analisando as tabelas 2 e 3 que as de segmentos apicais apresentaram
maior acimulo de carvacrol que as de nodais sob os tratamentos SC, SVN2 e
SVN4. Além disso, a concentragdo de y-terpineno sob SVN4 nas de nodais foi
maior que nas de apicais. Ja para a concentracdo de p-cimeno ndo foram

observadas diferengas consideraveis.
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4 CONCLUSAO

O sistema de ventilacdo natural causa impactos no crescimento de
plantulas de P. amboinicus cultivadas in vitro, tanto nas oriundas de segmentos
apicais, como nas oriundas de segmentos nodais. Além disso, também afeta
quantitativamente e qualitativamente a composicdo volatil de folhas de plantulas
oriundas de segmentos apicais, e qualitativamente a composi¢ao volatil de folhas
de plantulas oriundas de segmentos nodais. O SVN 1 e o SVN2, em geral,
melhoram o crescimento in vitro da espécie, principalmente o enraizamento. O
crescimento 6timo de segmentos apicais é alcangado com o uso de SVN1 e de
nodais, com o SVNZ2.

O SVNA4 ¢é prejudicial ao crescimento in vitro de ambos os explantes,
mas é o sistema que proporciona o maior acimulo de carvacrol por plantulas de
P. amboinicus oriundas de segmentos apicais. Por outro lado, 0s menores teores
de p-cimeno e y-terpineno em plantulas oriundas destes segmentos também
ocorrem sob este sistema. Para algumas variaveis de crescimento, o efeito do
sistema de cultivo foi dependente do tipo de explante utilizado. Isso também

ocorreu para a quantidade dos constituintes majoritarios carvacrol e y-terpineno.
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