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RESUMO GERAL

Chenopodium ambrosioides L. € uma planta medicinal, popularmente conhecida como Erva-
de-santa-maria, mastruz ou epazote, utilizada como anti-helmintico. No Brasil ha o interesse
em seu estudo por estar listada na RENISUS. A possibilidade de multiplicar clones em grande
quantidade e em pequeno espago sdo vantagens da cultura de tecidos. Objetivou-se estudar as
concentracdes de mesocomponentes, a qualidade de luz e 0 uso de elicitores no crescimento e
na producdo de constituintes volateis in vitro de C. ambrosioides L. O presente trabalho foi
dividido em trés artigos. No primeiro artigo, diferentes concentraces de sulfato de magnésio
heptahidratado (0; 185; 370; 740; 1480 mg L™), de cloreto de calcio dihidratado (0; 220; 440;
880; 1760 mg L™) e de fosfato monopotassico (0; 85; 170; 340; 680 mg L™) do meio MS
foram avaliadas. Os intervalos de concentracbes de mesocomponentes do meio MS mais
adequadas para a manutencdo do crescimento de segmentos nodais in vitro de C.
ambrosioides L. sdo: 1039 a 1069 mg L™ de MgS0,4.7H,0, 958 a 1301 mg L™ de CaCl,.2H,0
e 329 a 397 mg L™ de KH,PO,. O constituinte majoritario Z-ascaridol apresentou maior teor
em 352 mg L™ de KH,PO, e menor teor em 770 mg L™ de MgS0O,.7H,0 e 1097 mg L™ de
CaCl,.2H,0. No segundo artigo, segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura e
mantidos por 40 dias em uma sala de crescimento com diferentes diodos emissores de luz
(LEDs): azul; vermelho; branco; e em combinacfes entre azul e vermelho (1:1; 2:1; 1:2); e
lampada fluorescente branca fria. O melhor crescimento de segmentos nodais foi observado
nos tratamentos com iluminagdo provenientes de lampadas LEDs branco ou em combinacao
azul/vermelho (2:1). LEDs monocromaticos na cor azul resultam em incrementos de a-
terpineno e p-cimeno em detrimento de Z-ascaridol. No terceiro artigo, cinco concentragdes
de quitosana (0; 50; 100; 150; 200 mg L™) e cinco concentragdes de &cido salicilico (0; 3; 6;
9: 12 mg L™) foram adicionadas ao meio MS. A quitosana e o 4cido salicilico apresentaram
efeito negativo no crescimento de segmentos nodais de C. ambrosioides L. O constituinte
majoritario Z-ascaridol apresentou maior teor em 61,11 mg L™ de quitosana e em 7,79 mg L™
de acido salicilico.

Palavras-chave: Composicao volatil. Nutricdo mineral. Espectro luminoso. Quitosana. Acido
salicilico.



ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. is a medicinal plant, popularly known as Erva-de-santa-maria,
mastruz or epazote, used as anthelmintic. In the Brazil there is interest in your study because
it is listed in the RENISUS. The possibility of multiplying clones in large quantities and in
small space are advantages of tissue culture. The objective of this study was to study the
concentrations of meso components, the light quality and the use of elicitors on the growth
and production of volatile constituents of C. ambrosioides in vitro. The present work was
divided in three experiment. The first was different concentrations of magnesium sulfate
heptahydrate (0; 185; 370; 740; 1480 mg L™), calcium chloride dehydrate (0; 220; 440; 880;
1760 mg L) and monopotassium phosphate (0; 85; 170; 340; 680 mg L™) in the MS medium
were evaluated. The most adequate meso components intervals in MS medium for the
maintenance of C. ambrosioides nodal segments in vitro are: 1039 to 1069 mg L™ of
MgS0,4.7H,0; 958 to 1301 mg L™ of CaCl,.2H,0 and 329 to 397 mg L™ of KH,PO,4. The
major constituent Z-ascaridole had the biggest content in 352 mg L™ of KH,PO,4 and the
smallest content in 770 mg L™ of MgS04.7H,0 and in 1097 mg L™ of CaCl,.2H,0. In the
second, nodal segments were inoculated in culture medium and kept for 40 days in a growth
room with different diodes emitting light (LEDs): blue; red; white; and combinations between
blue and red (1:1; 2:1; 1:2) and cool white fluorescent lamp. The best growth of nodal
segments was observed in the treatments with illumination coming from white LED lamps or
in combination blue/red (2:1). Monochromatic LEDs in the color blue result in increments of
a-terpinene and p-cymene in detriment of Z-ascaridole. In the third, five concentrations of
chitosan (0, 50, 100, 150, 200 mg L™) and five concentrations of salicylic acid (0, 3, 6, 9, 12
mg L™) were added to the MS medium. The chitosan and salicylic acid had a negative effect
on the growth and development of C. ambrosioides nodal segments. The major constituent Z-
ascaridole presented higher content in 61.11 mg L™ of chitosan and in 7.79 mg L™ of salicylic
acid.

Keywords: Volatile composition. Mineral nutrition. Luminous spectrum. Chitosan. Salicylic

acid.
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1- INTRODUCAO GERAL

A especie Chenopodium ambrosioides L., conhecida como Erva-de-santa-maria,
mastruz e epazote, € amplamente distribuida ao longo da América, Africa e também em paises
da Europa. A principal utilizacdo da espécie € como anti-helmintica e essa ac¢&o é atribuida ao
monoterpeno ascaridol, constituinte majoritario do 6leo essencial. Também é documentado
que esse monoterpeno € um potente inibidor in vitro do desenvolvimento de Plasmodium
falciparum, Trypanosoma cruzi e Leishmania amazonensis (LORENZI; MATOS;
FRANCISCO, 2008; MACDONALD et al., 2004; SA; SOARES; RANDAU, 2015).

Em 2008, o Ministério da Saude brasileiro incluiu C. ambrosioides L. na Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema Nacional de Saude (RENISUS),
reconhecendo seu potencial terapéutico (CYSNE et al., 2016; VERISSIMO et al., 2011).
Outra aplicacdo dessa espécie € no uso agrondémico e veterinario. De acordo com Sa, Soares e
Randau (2015), seu Oleo essencial apresenta importantes atividades biologicas como
antifingica, antiparasitaria, inseticida, alelopatica, citotoxica e antioxidante. Ha o potencial no
controle do nematdide Pratylenchus brachyurus (MELLO; MACHADO; INOMOTO, 2006),
do inseto praga Sitophilus zeamais e do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum
(JARAMILLO; DUARTE; DELGADO, 2012).

A cultura de tecidos é uma técnica vantajosa, quando aplicada em variedades que
necessitam ser propagadas em curto espaco de tempo e em grande escala, além da seguranca
na qualidade fitossanitaria e preservacdo de caracteres importantes (DEBNATH; MALIK;
BISEN, 2006). Para as plantas medicinais, além da necessidade de obtencdo de plantas
uniformes e preservacdo de habitats naturais, pode-se produzir também compostos de
interesse in vitro, através da manipulacdo de mesocomponentes no meio de cultivo, qualidade
de luz onde as plantas serdo cultivadas, bem como a utiliza¢éo de elicitores.

O estudo da nutricdo mineral de plantas é essencial, pois 0os nutrientes minerais sao
fundamentais para o crescimento e o desenvolvimento de plantas, assim como a producdo de
metabolitos secundarios (GARLET; SANTOS, 2008). Ha diversos estudos sobre nutricdo
vegetal em que sdo realizados com plantas sob condi¢des de campo ou de casa de vegetacdo e
poucas informagdes sobre nutricdo in vitro séo reportadas (DINIZ et al., 1999).

Os LEDs sdo dispositivos eletroluminescentes que apresentam maior vida util e

reducdo de consumo de energia elétrica quando comparados com outras fontes de luz
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(ROCHA et al., 2010). Uma das principais caracteristicas dos LEDs para a micropropagacao
de plantas é a emissdo de regides espectrais especificas que podem ser utilizados para regular
os niveis de radiacdo necessarios para o crescimento e o desenvolvimento de plantas (DUTTA
GUPTA; JATOTHU, 2013). Diferentes qualidades espectrais de luz emitidas por LEDs vém
sendo avaliados na micropropagacao e na producdo de metabdlitos secundarios em plantas
medicinais (ALVARENGA et al., 2015b; BATISTA et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Elicitores sdo substancias exdgenas que induzem uma resposta de defesa no vegetal.
Elicitores, bidticos e abioticos, podem ser usados para ativar a via do metabolismo secundario
e aumentar a producdo de terpenos de interesse (LU; TANG; LI, 2016). Nesse contexto, a
quitosana e o &cido salicilico se enquadram entre as substancias abioticas elicitoras.

A quitosana é um polissacarideo naturalmente encontrado na parede do micélio de
alguns fungos e no exoesqueleto dos artropodes e crustdceos (NGE et al., 2006). Efeitos
positivos de quitosana in vitro no crescimento e na producdo de metabdlitos secundarios séo
reportados em Withania somnifera (GORELICK et al., 2015), Atropa belladonna
(HASHIMOTO; YUN; YAMADA, 1993), Trigonella foenum-graecum (MERKLI;
CHRISTEN; KAPETANIDIS, 1997) e em Curcuma longalL. (SATHIYABAMA,
BERNSTEIN; ANUSUYA, 2016).

O acido salicilico € um composto fenolico que estd envolvido numa série de processos
fisiologicos (PACHECO et al., 2007). Nas duas ultimas décadas, o &cido salicilico tem
recebido muita atencdo devido ao envolvimento em mecanismos de defesa de plantas, estresse
bidtico e abidtico (SAKHANOKHO; KELLEY, 2009). Pesquisas relatam a acdo elicitora do
acido salicilico na biossintese de paclitaxel e taxanos relacionados (LU; TANG; LI, 2016), no
metabolismo do terpeno em Nigella sativa (ELYASI et al., 2016) e na acumulacdo de mono e
sesquiterpenos de Panax ginseng (RAHIMI et al. 2014).

N&o ha relatos na literatura sobre a nutricdo mineral in vitro, a qualidade de luz e o uso
de elicitores objetivando o crescimento e a producdo de constituintes volateis da espécie C.
ambrosioides L. Portanto, objetivou-se avaliar diferentes concentracdes de mesocomponentes,
LEDs com distintos espectros luminosos e a incorporacdo de quitosana e acido salicilico no
meio de cultura que podem influenciar o crescimento vegetativo e producdo dos constituintes

volateis in vitro.
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2- REFERENCIAL TEORICO
2.1- Descricao da espécie

Chenopodium ambrosioides L. (Figura 1), popularmente conhecida como "Erva-de-
santa-maria"”, "mastruz" e "epazote", possui como centro de origem a Ameérica Central e do
Sul e pertence a familia Chenopodiaceae (LORENZI; MATOS; FRANCISCO, 2008). E uma
planta herbacea, com até um metro de altura, caule piloso e sulcado, folhas inteiras e simples,
sendo as superiores sésseis e as inferiores pecioladas de dimensdes variadas e providas de
tricomas (BLANCKAERT et al., 2012; COSTA; TAVARES, 2006; PEREIRA et al., 2010).

Figura 1- A espécie Chenopodium ambrosioides L.: A- canteiro fertirrigado, B-
detalnamento  da folha, C- detalhamento da inflorescéncia.

|72 ‘Mﬁ"_" =3 = %, "
O S
3 « . Y

Fonte: José Eduardo B. P. Pinto e Alexandre A. de Carvalho (2017).
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A Erva-de-santa-maria é cultivada em regifes subtropicais e temperadas e consumida
como erva medicinal, vegetal folhoso e condimento, em receitas tradicionais, na América do
Sul (JARDIM et al., 2010). Suas sementes apresentam alto grau de dorméncia revelado pelo
baixo poder germinativo e é nesse 6rgao que apresenta o maior teor de dleo essencial, 80 a
90% de ascaridol (MARTINS; SILVA; JUNIOR, 2010).

A Chenopodium ambrosioides L. é considerada pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) como uma das espécies mais utilizadas entre os remedios tradicionais, como
antifebrifugo, antiespasmodico, tonico, auxiliar da digestdo, problemas hepéticos, bronquite,
tuberculose, hematomas, anti-reumatico e antipirético (COSTA; TAVARES, 2006).

A Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS),
implementado pelo governo brasileiro, seleciona a Erva-de-santa-maria como uma das 71
espécies ou géneros, tradicionalmente utilizados no Brasil, selecionadas para possivel uso
como fitoterapicos a serem prescritos pelo Sistema Unico de Saude (SUS). A maioria dessas
plantas carece de estudos cientificos que validem seus efeitos (VERISSIMO et al., 2011).

Oliveira et al. (2015) verificaram aumento na quantidade de publicacfes cientificas e
depdsitos de patentes ao longo dos anos, no entanto, de modo geral, a producdo tecnoldgica
envolvendo a espécie C. ambrosioides L. € relativamente escassa e tem se desenvolvido de
modo mais intenso apenas na China.

No Brasil, a espécie é amplamente utilizada. Em Minas Gerais as folhas e as sementes
sdo utilizadas como anti-helminticas, repelentes de insetos, contra contusfes e corrimento
vaginal; no Ceara, a infusdo das folhas é utilizada contra gripe; em Brasilia, as flores sdo
utilizadas como purgante; no Rio Grande do Sul, é util contra problemas de estdémago,
vermes, Ulceras e para eliminar pulgas e piolhos; no Mato Grosso, como vermifugo e
emoliente; no Para, contra vermes e fraturas (COSTA; TAVARES, 2006).

Outra aplicacdo da C. ambrosioides L. é no uso agronémico, como nematicida,
antifangico, repelente de insetos e antioxidante. Segundo Mello, Machado e Inomoto (2006),
a planta apresenta potencial para controle de Pratylenchus brachyurus, tanto para rotacdo de
cultura quanto pela aplicacdo de extrato. Seu Gleo essencial é um repelente contra insetos
sendo mais eficaz contra os que habitam no substrato do que os que se alimentam da parte
aérea da planta (CLOYD; CHIASSON, 2007).

O 6leo essencial da espécie é uma mistura de Z-ascaridol (58,38%), p-cimeno (16,2%),

a-terpineno (9,7%), E-ascaridol (4,3%) e limoneno (3,8%). Z-ascaridol é um composto
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termosensivel que se rearranja quando tratado a 150 °C, formando o E-ascaridol (CAVALLI
et al., 2004).

De acordo com Dembitskya, Shkrobb e Hanusa (2008), a rota metabdlica proposta
para o ascaridol e outros monoterpenos estd demonstrada na figura 2.

Figura 2 - Mecanismo envolvendo a formagdo do ascaridol e outros monoterpenos no género
Chenopodium
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Fonte: DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008.

O monoterpeno ascaridol foi inicialmente isolado por um farmacéutico alemao em
1895 (DEMBITSKYA,; SHKROBB; HANUSA, 2008). Os pesquisadores Smillie e Pessoa,
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em 1924, foram os primeiros a comprovarem que as propriedades anti-helminticas de C.
ambrosioides L. atribuem-se ao ascaridol, constituindo teor acima de 50% do 6leo essencial.
Esse monoterpeno € também um potente inibidor in vitro do desenvolvimento de Plasmodium
falciparum, Trypanosoma cruzi e Leishmania amazonensis (MACDONALD et al., 2004).
Né&o sdo muitas as espécies vegetais que tem a capacidade de produzir o ascaridol. Além de C.
ambrosioides L., esse terpendide é encontrado no éleo essencial de Peumus boldus, Croton
regelianus e Artemisia molinieri (SA; SOARES; RANDAU, 2015).

No inicio dos anos 1900, folhas de C. ambrosioides L. foram hidrodestiladas para
produzir éleo de quenopddio, também conhecido como Gleo de Batimore. Foi um dos
melhores anti-helminticos utilizados para tratar ascarideos e ancilostomideos em humanos e
animais. Apos relatos de envenenamento e mortes em seres humanos, provavelmente
decorrentes de overdoses, seu uso foi descontinuado e resultou em declinio comercial desse
Oleo (DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008; MACDONALD et al., 2004).

De acordo com Costa e Tavares (2006), C. ambrosioides L. foi retirada da
Farmacopeia Brasileira devido a essa toxicidade que pode causar convulsdes, irritacdo de
mucosas, vomitos, vertigens, dores de cabeca, problemas renais e hepaticos e surdez
temporéria. Por outro lado, C. ambrosioides L., na América Central, € utilizada tradicional por
meio da infusdo de suas folhas e, segundo observaces de MacDonald et al. (2004), essa
forma de preparo, tomadas nas doses recomendadas, ndo produzem intoxicacdo aguda ou

fatalidades em seres humanos, sendo mais segura do que o 6leo de Batimore.

2.2- Micropropagacao

A micropropagacao representa uma alternativa viavel para a rapida propagacdo de
grande quantidade de clones em um espaco pequeno, além da conservacdo de germoplasma.
Plantas aromaticas sdo geralmente coletadas nos seus habitats naturais o que agride o meio
ambiente, podendo causar a extingdo de espécies (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006).

As técnicas de cultura in vitro, também sdo validas para a producdo de compostos,
naturalmente presentes, em plantas aromaticas. A necessidade de drogas seguras sem efeitos
colaterais implica no uso de ingredientes naturais com seguranga comprovada. Estudos em
biologia molecular por meio da cultura de tecidos demonstraram a énfase no uso de métodos

biotecnologicos para aumentar a producdo de farmacos e aditivos alimenticios, ambos em
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qualidade e quantidade (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006; PISTELLI; NOCCIOLI,
D'ANGIOLILLO, 2013; RAO; RAVISHANKAR, 2002).

De acordo com Morais et al. (2012), a micropropagacao é uma ferramenta importante
para 0 estudo do acimulo de metabdlitos secundarios e para a escolha de novas espécies
fontes de compostos bioativos, aprimorando a producdo de fitofarmacos. Ainda segundo esses
autores, a producdo agricola de plantas medicinais nos padrdes farmacéuticos pode ser
comprometida pela heterogeneidade dos individuos devido a variabilidade genética e
bioquimica, e dificuldade de multiplicag&o.

No cultivo in vitro pode-se obter grande quantidade de biomassa vegetal ao utilizar
biorratores e, alem disso, aumentar o teor de metabolitos secundarios de interesse. Ao
comparar a composicao do 0leo essencial in vitro e in vivo, Manan et al. (2016) observaram
que a quantidade de metil chavicol de Ocimum basilicum in vitro (93,71%), superou a
quantidade encontrada nas plantas in vivo (66, 29%). De acordo com Mendes et al. (2013), a
quantidade do monoterpeno sabineno foi maior em brotos de Thymus caespititius cultivados

in vitro (40-45%) que em plantas cultivadas in vivo (18%).

2.3- Nutri¢do mineral

Os nutrientes minerais sdo fundamentais para o crescimento das plantas e a producéao
de 6leos essenciais (GARLET; SANTOS, 2008). Os elementos essenciais sao definidos como
componentes intrinsecos na estrutura ou metabolismo de uma planta ou cuja auséncia causa
anormalidades graves no crescimento e no desenvolvimento (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

A deficiéncia de alguns elementos essenciais pode estimular a formacdo de certas
moléculas em detrimento de outras, reforcando o papel exercido pelas condigdes nutricionais
na producdo de substancias pelo metabolismo especial ou secundario (SOUZA et al., 2007)

Os nutrientes na cultura de tecidos sdo disponibilizados para as plantas pelo meio de
cultura. Os meios de cultura sdo constituidos de diversos compostos tais como, vitaminas,
aminodcidos, agUcares, nutrientes e reguladores de crescimento.

Existem diversas formulacdes elaboradas por pesquisadores para o cultivo in vitro. O
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), otimizado para a cultura de calo de

tabaco, é o mais empregado na micropropagagéao.
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Basicamente, os meios de cultura diferem entre si pelas concentragdes, fontes e
essencialidade dos nutrientes minerais. A composi¢do inorganica dos principais meios de

cultura esté representada na tabela 1.

Tabela1l- Composicao inorganica dos principais meios de cultura

WHITE  MURASHIGEe GAMBOR et
(1954)-W  SKOOG (1962) - al. (1968) - BS

MS
KNO3 80 1900 2500
NHiNO; - 1650 -
Ca(N03)2.4H20 300 - -
Macronutrientes CaCl,.2H,0 - 440 150
(mg.L™h MgS0Q,.7H,0 720 370 250
KCI 65 - -
KH,PO4 - 170 -
NaH,PO4.H,0 16,5 - 150
Na,SO4 200 - -
(NH,;)2SO, - - 134
MnSQO4.H,0 7 22,3 -
MnSQO,.4H,0 - - 10
ZnS04.7H,0 3 8,6 2
HsBO3 1,5 6,2 3
Micronutrientes KI 0,75 0,83 0,75
(mg.L™) CuS0,4.5H,0 - 0,025 0,025
Na;Mo00,4.2H,0 - 0,25 0,25
CoCl,.6H,0 - 0,025 0,025
FeS0O,.7H,0 - 27,8 -
NaFeEDTA - - 28
Na,EDTA.2H,0 - 37,3 -
Fe2(SO04)3 2,5 - .

Fonte: RAMAGE; WILLIAMS, 2002.

O meio de cultura MS caracteriza-se por apresentar concentracdo idnica total alta; as
concentracdes de nitrogénio, potassio, zinco e cloro sdo as mais elevadas quando comparadas
com as concentracfes correspondentes em outros meios (LEIFERT; MURPHY; LUMSDEN,
1995).

Mesocomponentes sdo 0s nutrientes requeridos em intermedidrias concentracdes
(WADA et al., 2013). No meio MS esses nutrientes estdo presentes no sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0O,.7H,0), no cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H,0) e no fosfato

monopotassico (KH,PO,).
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O fosforo tem funcdo importante na composicdo do ATP, responsavel pelo
armazenamento e transporte de energia para processos endergdnicos, como a sintese de
compostos orgéanicos e absorcéo ativa de nutrientes (MARSCHNER, 2012).

A funcdo mais conhecida do magnésio é a de compor a molécula da clorofila, que sdo
porfirinas magnesianas; 0 magnésio corresponde a 2,7% do peso das mesmas e representa
cerca de 15 a 20% do magnésio total das folhas das plantas. Além desta, outras importantes
funcdes sdo desempenhadas pelo magnésio, como a ativacdo enzimatica; o magnésio ativa
mais enzimas de qualquer outro elemento na planta (FAQUIN, 2005).

O potassio € um dos poucos cations que ndo sdao componentes de estruturas organicas.
E bastante envolvido na regulacio osmatica, na manutencdo do equilibrio eletroquimico em
células e seus compartimentos, e na regulacdo da atividade enzimatica (PINTO; FERREIRA,
2015).

O papel do calcio é participar na sintese da parede celular, diviséo e elongacéo celular,
proporcionando rigidez e estrutura as membranas celulares (MARSCHNER, 2012). O Ca
desempenha papel importante na morfogénese, por causa da interagdo com substancias
reguladoras de crescimento e parece haver associagdo com as citocininas, principalmente nas
areas onde esta ocorrendo diferenciacdo (ARRUDA et al., 2000).

O enxofre tem por funcdo ser grupo ativo de enzimas e coenzimas, sendo também
componente de coenzimas (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Esse elemento
participa de dois aminoacidos essenciais, a cistina e a metionina, e € componente do acetil-
CoA (MARSCHNER, 2012).

As exigéncias nutricionais em plantas medicinais, aromaticas e condimentares
possuem poucos estudos, principalmente sobre quais elementos limitam o crescimento e como
os nutrientes afetam a boa produtividade e a producdo dos metabdlicos secundarios
(ALVARENGA et al., 2015a; SANTOS et al., 2010).

Os teores de K influenciam na producdo de metabdlitos secundarios. Estudos feitos
por Garlet et al. (2007) encontraram maiores teores de Gleo essencial em espécies de menta
(M. arvensis e M. gracilis e M. piperita) com 0 aumento da concentracdo de K na solugéo
nutritiva. Entretanto, a deficiéncia em K no maracujazeiro doce proporcionou aumento do
principio ativo vitexina (FREITAS; MONNERAT; CURCINO VIEIRA, 2008).

De acordo com Alvarenga et al. (2015a), macro e micronutrientes exercem efeitos

significativos no crescimento de Achillea millefolium, sendo a ordem dos nutrientes limitantes



21

Ca = K = N> P> S> Mg, para macronutrientes e Zn> Fe> B> Cu> Mn> Mo, para
micronutrientes. Ainda segundo esses autores, a omissao de nutrientes pode ser benéfica, uma
vez que aumenta o conteldo de um ou mais compostos, por exemplo, aumentar o teor de
sabineno com omissao de Mg ou cubebeno com a omissdo do P. O mesmo pode ser feito com
a omissdo de Fe, Zn ou Mo para aumentar os teores de cariofileno, composto que tem

atividade anti-inflamatoria.

2.4- LEDs

O termo fotossintese significa, literalmente, “sintese utilizando a luz”. Os
organismos fotossintéticos captam e utilizam a energia solar para oxidar H,O, liberando O,, e
para reduzir CO,, produzindo compostos organicos, primariamente agucares. Esta energia
estocada nas moléculas organicas é utilizada nos processos celulares da planta e serve como
fonte de energia para todas as formas de vida (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em todo o mundo, a ldmpada fluorescente branca, associada ou ndo com luz natural,
tem sido a principal fonte de luz utilizada em salas de cultivo de laboratérios de cultura de
tecidos. No entanto, um dos fatores limitantes ao avango da micropropagacdo comercial tem
sido o custo elevado das mudas, sendo o componente energia elétrica um dos principais. A
energia elétrica € utilizada, principalmente, na iluminacéo e na refrigeracdo/aquecimento do
ambiente de cultivo dos explantes (ROCHA et al., 2010; YEH; CHUNG, 2009).

No inicio dos anos 60, surgiram os Diodos Emissores de Luz (Light Emitting Diode,
LED), que € um dispositivo semicondutor que tem como principio de funcionamento a
eletroluminescéncia, emitindo luz através da combinacdo de elétrons e lacunas em um
material solido (PINTO, 2008).

Os LEDs destacam-se das demais fontes de luz por possuirem alta eficiéncia no
processo de geracdo de luz com baixa producdo de calor, pelo longo periodo de vida, pelo
comprimento de onda especifico, pela massa e pelo volume pequenos (ROCHA et al., 2010).

Segundo Dutta Gupta e Jatothu (2013), diversos fatores externos e internos regulam o
crescimento e o desenvolvimento das plantas in vitro e, entre eles, a luz é mais importante. De
acordo com Rocha et al. (2010), a qualidade da luz, ou seja, o comprimento de onda
especifico, a densidade de fluxo de fotons e o fotoperiodo influenciam a morfogénese das

plantas cultivadas in vitro, assim como na eficiéncia do processo fotossintético.
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A faixa do espectro mais importante para 0s vegetais é a conhecida como radiacdo
fotossintéticamente ativa (400 a 700 nm). Estdo nesta faixa os espectros do azul (400 a 500
nm) e do vermelho (600 a 700 nm), os espectros que mais afetam a fotossintese (ANDRADE
et al., 2014; YEH; CHUNG, 2009).

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 (DUTTA GUPTA; JATOTHU, 2013).

Batista et al. (2016) avaliaram a influéncia de lampada fluorescente, LED branco, e
combinacéo 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.

Em Gentiana spp, Takahashi et al. (2012) avaliaram o efeito diferentes composicdes
espectrais de LED no crescimento in vitro e na 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.

Alvarenga et al. (2015b) estudaram a qualidade espectral de luz na micropropagacéo
de Achillea millefolium e observaram que a massa seca de caules, raizes e total, o0 nimero e
comprimento de raizes, a sobrevivéncia e enraizamento foram maiores nas plantulas sob
espectro azul. De acordo como esses autores, as propor¢es de sesquiterpenos foram
aumentadas em plantas cultivadas no LED verde e o monoterpeno sabineno no LED
vermelho.

Silva et al. (2017) submeteram segmentos apicais de Plectranthus amboinicus em sala
de crescimento sob iluminacdo proveniente de LEDs (vermelho; azul; lazul/2,5vermelho;
2,5azul/lvermelho e lazul/lvermelho) e de lampadas fluorescentes. Esses autores observaram
que o vermelho monocromatico proporcionou 0 maior comprimento de broto, peso seco e teor

de carvacrol.
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2.5- Elicitores

A comercializacdo de terpenos é limitada devido ao baixo rendimento de fontes
naturais. Muitas plantas medicinais crescem lentamente, sdo suscetiveis as condicOes
ambientais e estdo ameacadas de exitingcdo. Além disso, o conteudo de terpenos geralmente
apresenta grandes variagdes, 0 que ndo favorece a extracdo e o controle de qualidade de
medicamentos (LU; TANG; LI, 2016).

Ainda de acordo com esses autores, 0s terpenos sdo frequentemente metabdlitos de
defesa naturais contra ataques de patdgenos. Elicitores, biéticos e abiéticos, podem ser usados
para ativar a via do metabolismo secundario e aumentar a producao de terpenos de interesse.
Os elicitores bioticos sdo obtidos de organismos vivos tais como bactérias, virus e fungos. Os
hormdnios vegetais (4cido salicilico, jasmonatos, acido abscisico, etc.) estdo envolvidos na
resposta aos elicitores e podem ser usados como substitutos dos elicitores bioticos.

Elicitores sdo substancias exogenas que induzem uma resposta de defesa no vegetal.
Nesse contexto, a quitosana e o &cido salicilico se enquadram entre as substancias abiodticas
sinalizadoras, envolvidas principalmente em respostas de defesa sistémica das plantas por
alterar a producdo de compostos secundarios.

A quitosana € um biopolimero com aplicaces em tratamento de aguas residuais, papel
e celulose, em produtos médicos e cosméticos, biotecnologia, alimentos e racdes. Trata-se de
um polissacarideo composto de R-1,4 D-glucosamina ligada a residuos de N-
acetilglucosamina, naturalmente encontrada na parede do micélio de alguns fungos podendo
ser obtido por diacetilacdo da quitina, principal componente do exoesqueleto dos artropodes e
crustaceos (NGE et al., 2006).

Por tratar-se de um polimero natural, o peso molecular de diferentes amostras de
quitosana € inconsistente. Muitos valores podem ser obtidos dependendo da procedéncia da
amostra e dos tipos de tratamento que foram empregados na sua obtencdo. Para diminuir
discrepancias nas faixas de peso molecular obtidos, classificaram-se as amostras de quitosana
segundo a distribuicdo de peso molecular em: baixo, médio e alto (DEE; RHODE;
WACHTER, 2001). Wong (2009) considera as quitosanas como de baixo peso molecular as
que apresentarem valores de até 150 KDa, de médio peso molecular de 150 a menos de 700 e
de alto peso molecular de 700 a 1000 KDa.
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A funcionalidade da quitosana em cultivo in vitro de plantas ainda é pouco conhecida
(MAIA et al., 2010; SOARES et al., 2014). Entretanto, efeitos positivos de quitosana in vitro
no crescimento de raizes, rebentos e folhas de plantas ornamentais foram observados (NGE et
al., 2006).

Alguns estudos relataram que a quitosana tem potencial para alterar a producdo de
metabdlitos secundarios em plantas. Por exemplo: aumentou o teor de aferina A em Withania
somnifera (GORELICK et al., 2015), escopolamina e hiosciamina em culturas de raizes de
Atropa belladonna (HASHIMOTO; YUN; YAMADA, 1993) e diosgenina em culturas de
raizes de Trigonella foenum-graecum (MERKLI; CHRISTEN; KAPETANIDIS, 1997).

No cultivo de Curcuma longa L., a aplicacdo de quitosana estimula a acumulagéo de
curcumina e o crescimento das plantas, dobrando assim a producdo de curcumina por planta.
Portanto, esse polimero ndo toxico, biodegradavel, pode ser usado como um composto
ecoloégico para aumentar a producdo de curcumina em acafrdio (SATHIYABAMA,
BERNSTEIN; ANUSUYA, 2016).

De acordo com Deschamps e Simon (2006), o tratamento de Ocimum basilicum L.
com quitosana ndo alterou a inducdo do monoterpeno limoneno e a resposta na concentragdo
de outros terpenos foi muito variavel em comparacdo com metil salicilato e metil jasmonato.

O acido salicilico € um composto fenolico que estd envolvido numa série de processos
fisiologicos, e tem sido considerado como fazendo parte de nova classe de substancias de
crescimento de plantas, além dos hormonios vegetais (PACHECO et al., 2007).

Nas duas Ultimas décadas, o acido salicilico tem recebido muita atencdo devido ao
envolvimento em mecanismos de defesa de plantas, estresse bidtico e abidtico
(SAKHANOKHO; KELLEY, 2009). H& pesquisas que demostram que coronatina, metil
jasmonato, &cido salicilico e acido abscisico séo elicitores uteis que podem afetar a
biossintese de paclitaxel e taxanos relacionados (LU; TANG; LI, 2016).

O metil jasmonato e o &cido salicilico tém sido utilizados como elicitores abioticos
para a biossintese de metabdlitos secundarios, especialmente para induzir o metabolismo do
terpeno em Nigella sativa (ELYASI et al., 2016). A acumulacdo de mono e sesquiterpenos e a
expressdo de enzimas biossintéticas (pirofosfato de isopentenilo e farnesil difosfato sintase)
podem ser estimuladas por acido salicilico em raizes adventicias de Panax ginseng (RAHIMI
et al. 2014).
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Segundo Deschamps e Simon (2006), na elicitacdo de Ocimum basilicum L. com metil
salicilato a sintese de terpenos ocorreu em um intervalo de tempo mais curto em comparagao
com metil jasmonato e quitosana. Por outro lado, o metil jasmonato foi o Unico elicitor que

resultou em aumento no teor de B-cariofileno, 1 8-cineol, linalol e limoneno.
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RESUMO

Chenopodium ambrosioides L. é uma espécie medicinal utilizada principalmente como anti-
helmintico no mundo. No Brasil, esté presente na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS). Objetivou-se avaliar pardmetros de crescimento e producéo de
constituintes volateis in vitro dessa espécie em funcdo de diferentes concentracdes de
mesocomponentes. No crescimento de segmentos nodais, testaram-se diferentes
concentracdes de sulfato de magnésio heptahidratado (0; 185; 370; 740; 1480 mg L™), de
cloreto de célcio dihidratado (0; 220; 440; 880; 1760 mg L™) e de fosfato monopotassico (0;
85; 170; 340; 680 mg L™) do meio MS. De modo geral, 0s mesocomponentes influenciam o
crescimento e o desenvolvimento de segmentos nodais in vitro de C. ambrosioides L. Os
intervalos de concentracfes de mesocomponentes no meio MS mais adequadas para a
manutengdo do crescimento de segmentos nodais in vitro de C. ambrosioides L. séo: 1039 a
1069 mg L™ de MgS0O4.7H,0, 958 a 1301 mg L™ de CaCl,.2H,0 e 329 a 397 mg L™ de
KH,PO,. O sulfato de magnesio heptahidratado ndo é limitante para a sintese in vitro de
ascaridol. Por outro lado, sua sintese é inibida em concentracdes acima de 880 mg L™ de
cloreto de calcio dihidratado. Para o cloreto de fosfato monopotéssico, o teor maximo de Z-
ascaridol é obtido em aproximadamente o dobro da concentracdo do meio MS basico.

Palavras-chave: Erva-de-santa-maria. Micropropagacao. Nutricdo mineral. Quimica volatil.
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ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. is a medicinal species used mainly as anti-helminthic around
the world. In Brazil, it is in the National List of Medicinal Plants of Interest to the National
Health System (RENISUS). The aim of the present study is to assess this species’growth and
volatile constituent parameters in vitro based on different meso components concentrations.
Different magnesium sulfate heptahydrate (0; 185; 370; 740; 1480 mg L™), calcium chloride
dehydrate (0; 220; 440; 880; 1760 mg L™) and monopotassium phosphate (0; 85; 170; 340;
680 mg L™) concentrations in the MS medium were tested in the nodal segments. Overall,
meso components influenced the growth and development of C. ambrosioides nodal segments
in vitro. The most adequate meso components intervals on MS medium for the maintenance
of C. ambrosioides nodal segments in vitro are: 1039 to 1069 mg L™ of MgS0,.7H,0; 958 to
1301 mg L™ of CaCl,.2H,0 and 329 to 397 mg L™* of KH,PO,. Magnesium sulfate
heptahydrate is not limiting for the in vitro synthesis of ascaridole. On the other hand, its
synthesis is inhibited at concentrations above 880 mg L™ of calcium chloride dihydrate. For
monopotassium phosphate chloride, the maximum Z-ascaridole content is obtained at
approximately twice the concentration of the basic MS medium.

Keywords: Erva-de-santa-maria. Micropropagation. Mineral nutrition. VVolatile chemistry.
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1- INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioides L. é uma erva medicinal, popularmente conhecida como
Erva-de-santa-maria, mastruz e epazote (COSTA; TAVARES, 2006). Utilizada como anti-
helmintico, anti-inflamatdrio, anti-Leishmania, antidiarréico, entre outros usos (CYSNE et al.,
2016). A propriedade anti-helmintica da planta tem sido atribuida a presenca do monoterpeno
ascaridol, sendo poucas as espécies que possuem a capacidade de produzi-lo (SA; SOARES;
RANDAU, 2015). Seu potencial terapéutico foi reconhecido de tal forma, que o Ministério da
Saude Brasileiro a incluiu na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS) (VERISSIMO et al., 2011).

Plantas aromaticas s@o geralmente coletadas nos seus habitats naturais e essa pratica
agride o meio ambiente, podendo causar a extingdo de espécies (DEBNATH; MALIK;
BISEN, 2006). Assim, a micropropagacao representa uma alternativa viavel para a rapida
propagacao de grande quantidade de clones em um espaco pequeno, aléem da conservacgdo de
germoplasma e da producdo de compostos do metabolismo secundario.

De acordo com Wada et al. (2013), para obter sucesso na micropropagacdo e no
armazenamento in vitro, a escolha correta do meio de cultura € um dos principais passos para
estabelecer um protocolo. Entretanto, o desenvolvimento de um meio apropriado para uma
cultura especifica € complexo por ser dependente do gendtipo e os efeitos da nutricdo mineral
na morfogénese ndo sdo bem compreendidos (RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

Mesocomponentes sdo 0s nutrientes requeridos em intermedidrias concentracdes
(WADA et al., 2013). De acordo com Reed et al. (2013) e Poothong e Reed (2014), os
mesocomponentes do meio MS sdo insuficientes para o bom crescimento e multiplicacéo de
varias espécies de frutiferas.

A maioria dos estudos sobre nutricdo mineral de plantas tem sido realizada em
condicdo de campo ou de casa de vegetacdo. Existem poucas informacdes com relacdo a
nutricdo in vitro (DINIZ et al., 1999).

Estudos preliminares indicaram que a reducdo da concentracdo de sais do meio MS
favoreceu o crescimento e o desenvolvimento in vitro de C. ambrosioides L. Por outro lado,
ndo ha na literatura publicagdes cientificas que contemplem a influéncia dos

mesocomponentes na micropropagacéo dessa erva medicinal. Portanto, objetivou-se estudar a
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influéncia de diferentes concentrages de mesocomponentes do meio MS no crescimento e na

composicao quimica volatil de C. ambrosioides L.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Estabelecimento de segmentos apicais

Plantas adultas da espécie C. ambrosioides L., da colecdo do Horto de Plantas
Medicinais da UFLA, foram utilizadas como fonte de sementes. Exsicata da espécie encontra-
se depositada no herbario ESAL do Departamento de Biologia da UFLA, sob o registro
10137.

As sementes foram coletadas e semeadas, com 0 objetivo de obter plantas matrizes,
em bandeja de isopor de 128 células contendo substrato comercial Plantmax®. Apés 60 dias,
as plantulas germinadas foram transplantadas para potes de polietileno com capacidade de 3,6
litros contendo 0 mesmo substrato e mantidas em casa de vegetacdo com irrigacao.

Apos 30 dias, as plantas transplantadas serviram como fonte de segmentos apicais que
foram coletados e lavados em agua corrente e sabao neutro por 30 minutos. Em camara de
fluxo laminar, os explantes foram imersos em uma solucdo de agua sanitaria a 40% por 10
minutos, seguido de alcool etilico a 70% por 30 segundos e, finalmente, lavados cinco vezes
em agua destilada e autoclavada.

Ao concluir a assepsia, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio, contendo
15 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a metade da
concentracdo original de seus sais, e 3% de sacarose.

Em todos os experimentos, a autoclavagem do meio de cultura foi realizada a 120 °C e
1 atm, por 20 minutos. Os tubos ou frascos foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de 60 pmol m? s*; o
pH do meio de cultura foi aferido para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem e o meio de cultura
foi suplementado com 0,6% de agar.

A variavel altura de plantulas (AL), expressa o tamanho da brotacéo principal medida
de sua base até a gema apical e a avaliacdo foi realizada com o auxilio de paquimetro digital.

As biomassas secas de folha (BSF), de caule (BSC) e de raiz (BSR) foram mensuradas em
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balanca de precisdo, apds secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 35 °C por trés dias.

A biomassa seca total foi obtida pela soma das biomassas secas de raiz, caule e folha.

2.2- Efeito de mesocomponentes no meio de cultura MS

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de comprimento obtidas das plantulas
estabelecidas no item 2.1 foram inoculados verticalmente contendo 35 mL de meio de cultura,
conforme descrito abaixo para os trés ensaios com mesocomponentes. Para cada experimento,
utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com seis repeticdes
e a unidade experimental foi representada por um frasco contendo quatro segmentos por
repeticdo. Apos 40 dias, foram avaliadas as variaveis altura de plantula (AL) e as biomassas
secas de folha (BSF), de caule (BSC), de raiz (BSR) e a total (BST).

2.2.1 Sulfato de magnesio heptahidratado

O meio de cultura MS basico com a metade da concentracdo de sais foi utilizado nos
experimentos. No preparo da solucdo estoque E, ndo foi inserido o MgSO,4.7H,O com os
demais sais (MnSQ4.4H,0, ZnSO,.7H,0 e CuSO,.5H,0). Para esse mesocomponente,
preparou-se uma soluco estoque isolada na concentracéo de 14800 mg L™ de MgS0O,.7H-0.
e, em seqguida, foi adicionada ao meio de cultura nas concentracfes finais 0; 185; 370; 740;
1480 mg L™ de MgS0,.7H,0.

2.2.2 Cloreto de calcio dihidratado

A solucdo estoque D foi preparada na concentracdo de 8800 mg L™ de CaCl,.2H,0,
conforme recomendado por Murashige e Skoog (1962). Dessa solucdo, cinco concentracfes
de cloreto de calcio dihidratado (0; 220; 440; 880; 1760 mg L™ de CaCl,.2H,0) foram

inseridas ao meio MS.

2.2.3 Fosfato monopotassico

A solucdo estoque B (H3BOsz;, KH,PO,4 KI, Na,Mo00,.2H,0 e CoCl,.6H,0) foi
preparada sem a adicdo de KH;PO,. De uma solucdo estoque separada de fosfato
monopotassico, na concentracdo de 34000 mg L? de KH,PO,; foram avaliadas as

concentracdes finais 0; 85; 170; 340; 680 mg L™ de KH,PO, adicionadas ao meio de cultura.
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2.3- Analise estatistica

As andlises foram feitas utilizando-se o software R e 0 pacote estatistico ExpDes
(FERREIRA; CAVALCATI; NOGUEIRA, 2011), conforme R Development Core Team
(2012). Para os tratamentos cujas médias apresentaram diferencas significativas, ao nivel de

5% de probabilidade, foi empregado analise de regressao.

2.4- Andlise quimica por headspace-CG/EM de Chenopodium ambrosioides L.

Amostras de folhas de C. ambrosioides L. dos experimentos de mesocomponentes
foram coletadas de plantulas aos 40 dias de cultivo in vitro. O material vegetal foi seco em
estufa de circulagdo forcada de ar a 35 °C e 60 mg de folhas secas foram acondicionadas em
vial para headspace de 20 ml, vedados com septo de silicone/PTFE.

Para extracdo da fracdo volatil de C. ambrosioides L. empregou-se a técnica de
headspace estatico, utilizando-se um extrator/amostrador headspace automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. As
condicdes operacionais foram: temperatura de incubacdo da amostra de 110 °C durante 30
min, temperatura de seringa a 120 °C e, 500 pL da fase de vapor foram injetados no sistema
cromatografico.

As analises quimicas foram realizadas em um sistema de cromatografia em fase gasosa
Agilent®7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent®MSD 5975C (Agilent
Technologies, California, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisi¢do de massas de 40-
400 m/z. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e a
linha de transferéncia para o0 MS foram mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno foi de 40 °C, isotérmico por 1 min, seguido por uma rampa de
temperatura de 3 °C/min até 200 °C e, finalizado com uma rampa de 10 °C/min até 250 °C. A
injecdo foi realizada no modo split a uma razéo de injecdo de 1:50. As concentragdes dos
constituintes presentes foram expressas pela porcentagem de area relativa dos picos

cromatograficos.
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Os constituintes foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencao
relativos & co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrich®, St.
Louis, USA) e por comparagdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca
(NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007). O indice de retencdo foi calculado usando a
equacdo proposta por (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e para as atribuicdes foram
consultados indices de retencéo de literatura (ADAMS, 2007).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Efeito de diferentes concentracdes de sulfato de magnésio heptahidratado do meio
MS no crescimento de segmentos nodais e na quimica volatil de Chenopodium
ambrosioides L.

O meio MS tem, na sua composicdo original, 370 mg L™ de sulfato de magnésio
heptahidratado. Os segmentos nodais foram inoculados em diferentes concentracdes (0; 185;
370; 740; 1480 mg L™) desse mesocomponente (Figura 1). As variaveis de crescimento do
explante - altura, biomassa seca de folha, de caule e total - apresentaram diferencas
significativas (Figura 2).

Figura 1- Plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro em diferentes
concentracdes de sulfato de magnésio heptahidratado do meio MS. UFLA, Lavras,
2017

1 480 mg 1=
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Figura 2 - Efeito de diferentes concentracGes de sulfato de magnésio heptahidratado do meio
MS na: A- altura de plantulas (AL), B- biomassa seca de raizes (BSR), C-
biomassa seca de folhas (BSF), D- biomassa seca de caules (BSC) e E- biomassa
seca total (BST) de plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro.
UFLA, Lavras, 2017. *"™ Néo significativo pelo teste F
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Todas as variaveis analisadas, exceto BSR, apresentaram melhores respostas em
concentracdes de magnésio heptahidratado superiores da recomendada pelo meio MS (370 mg
LY. A maior altura estimada foi de 92 mm para a concentracdo de 1069 mg L™ de
MgSQO,.7H,0. Em relacdo as biomassas secas, foram aferidos 29; 21 e 65 mg nas
concentracdes de 1039; 1480 e 1480 mg L™ de MgSO..7H,O para folha, caule e total,
respectivamente. As médias de biomassa seca de raiz sdo estatisticamente semelhantes.

O sulfato de magnésio heptahidratado disponibiliza no meio de cultura os
macronutrientes enxofre e magnésio. Ressalta-se ainda, por ser esse composto a Unica fonte
de magnésio no meio MS para o crescimento e o desenvolvimento do vegetal in vitro.

O magnésio é considerado o maior ativador de enzimas, especialmente daquelas

associadas ao metabolismo energético das plantas (PAULA et al., 2015). O Mg** é o cation



40

divalente livre mais abundante no citosol das plantas e é o 4&tomo central da molécula de
clorofila (SHAUL, 2002).

Baixas concentracdes de sulfato de magnésio heptahidratado adicionados ao meio de
cultivo resultaram em plantulas com altura e biomassas secas menores. A altura de 41 mm foi
verificada no tratamento 0 mg L™ de MgSO4.7H,0. Essa altura é cerca de 56% menor que
aquela observada na concentracéo de 1069 mg L™ de MgS04.7H,0 (92 mm).

Possivelmente, essa diferenca pode ser explicada pela disponibilidade de Mg* na
solugdo nutritiva que reduz ou aumenta a concentracdo de clorofila e as atividades
enzimaticas, refletindo no crescimento do vegetal. De acordo com Shaul (2002), a taxa
fotossintética é reduzida significativamente em niveis deficientes de magnésio na planta.

Quanto a disponibilidade, a absor¢do de magnésio € maior com um aumento na oferta
desse nutriente no meio de cultura e com aumento do pH do meio (RAMAGE; WILLIAMS,
2002). Diniz et al. (1999) observaram que do magneésio total extraido pelo explante de
bananeira, cerca de 60% foi absorvido nos primeiros 20 dias de cultivo, e houve acentuada
reducdo na absorcéo nos dias posteriores.

Os resultados do presente estudo indicaram que a concentragdo de magnésio do meio
MS ¢é baixa para a micropropagacdo de C. ambrosioides L. Os pesquisadores Adelberg,
Delgado e Tomkins (2010), relataram essa informacédo para Hemerocallis, especialmente no
crescimento em meios ricos em sacarose e de alta densidade. Wada et al. (2013) concluiram
que concentragdes acima de 555 mg L™ de MgS0,.7H,0 promoveram melhoria na qualidade
de plantulas de pereira in vitro.

Por outro lado, concentraces acima de 1069 mg L™ e 1039 mg L™ de MgS0O,.7H-0,
respectivamente, na altura de plantulas e na biomassa seca de folhas, afetaram-nas
negativamente.

Quando os niveis de Mg?" na célula sio altos, sua vasta troca de prétons com o
vactolo pode prejudicar o pH celular e o balango de ATP, resultando em danos na estrutura
celular e lesbes necréticas (SHAUL, 2002). Ainda de acordo com esse autor, 0 excesso de
Mg?" nas plantas pode inibir a fotossintese e o crescimento, particularmente durante a
desidratacéo.

As interagBes entre 0 magnesio e outros nutrientes também sdo conhecidas. De acordo

com Paula et al. (2015), a absorcéo de K é inibida quando a concentracdo de Mg € elevada.
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Isso ocorre devido a natureza das relacbes K:Mg, pois ha inibicdo competitiva entre esses
nutrientes.

Moreira et al. (2003) observaram, no cultivo de soja, que na presenca de altas
concentracdes de Mg?*, a absorcdo de Zn e Mn é prejudicada. De acordo com esses autores, a
inibicdo do Mg?* sobre a absorcdo do Zn e do Mn é do tipo ndo competitiva. O zinco é um
elemento muito importante, pois é responsavel direto pela sintese do triptofano, um precursor
da auxina (&cido indolacético), e indireto pela sintese de proteina (VILLA et al., 2009).

Com base nos dados apresentados a concentragdo entre 1039 e 1069 mg L™ de
MgS0,.7H,0 do meio MS é a mais adequada para a manutencdo do crescimento de
segmentos nodais de C. ambrosioides L.

No que diz respeito a composicdo quimica volatil, quatro constituintes representaram
cerca de 97% da area relativa total dos picos cromatograficos nas amostras de plantulas
cultivadas no meio MS com distintas concentracdes de sulfato de magnésio. Os constituintes
foram a-terpineno (2,09%), p-cimeno (32,45%), Z-ascaridol (57,41%) e epoxido de piperitona
(5,20%), sendo que os teores indicados representam a média dos tratamentos. Cavalli et al.
(2004) identificaram cinco constituintes no 0leo essencial dessa espécie, caracterizados por Z-
ascaridol (58,38%), p-cimeno (16,2%), o-terpineno (9,7%), E-ascaridol (4,3%) e limoneno
(3,8%).

Comparando a concentracdo dos compostos volateis da plantula cultivada em
diferentes concentracdes de MgSO,4.7H,O, houve diferencas significativas entre as areas

relativas dos picos dos constituintes p-cimeno, Z-ascaridol e epoxido de piperitona (Figura 3).
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Figura 3 - Teor (%) dos principais constituintes volateis de Chenopodium ambrosioides L.
cultivada in vitro em diferentes concentragdes de sulfato de magnésio
heptahidratado do meio MS. UFLA, Lavras, 2017. *™ Nao significativo pelo teste
F
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Crescentes concentragdes de sulfato de magnésio nao influenciaram significativamente
as percentagens de area realtiva do a-terpineno. Os menores teores de Z-ascaridol (57,14%) e
ep6xido de piperitona (4,54%) foram observados nas concentracdes de 770 mg L™ e 1010 mg
L? de MgS0,4.7H,0, respectivamente. O maior teor do p-cimeno (33,41%) foi verificado em
791 mg L™ de MgS0,.7H,0.

Pode-se ainda observar que a diminuicdo no teor do Z-ascaridol resultou em
incrementos no p-cimeno, assim como o oposto. De acordo com Dembitskya, Shkrobb e
Hanusa (2008), essa relacdo ocorreu porgue ambos constituintes possuem 0 mesmo
precursor. Verifica-se também nessa correlacdo, em concentracdes extremas (0 e 1480 mg L™
de MgS0,.7H,0) a biossintese do ascaridol é privilegiada em detrimento do p-cimeno.

Estudos sobre os fatores que afetam a composicdo volatil de C. ambrosioides L. séo
importantes para a obtencdo de plantas com maior acimulo dos compostos de interesse. A
variabilidade no teor dos constituintes majoritarios e/ou ativos é uma das principais
dificuldades de desenvolver fitoterapicos com reprodutibilidade de acdo (SA; SOARES;
RANDAU, 2015).
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3.2- Efeito de diferentes concentracgdes de cloreto de célcio dihidratado do meio MS no
crescimento de segmentos nodais e na quimica volatil de Chenopodium ambrosioides L.

O meio MS tem, na sua composicdo original, 440 mg L™ de cloreto de calcio
dihidratado. Os segmentos nodais foram inoculados diferentes concentragdes (0; 220; 440;
880; 1760 mg L™) de CaCl,.2H,0 (Figura, 4). As variaveis de crescimento do explante -
altura, biomassa seca de folha e total - apresentaram diferengas significativas (Figura 5).

Figura 4- Plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro em diferentes
concentracdes de cloreto de calcio dihidratado do meio MS. UFLA, Lavras, 2017.
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Figura 5 - Efeito de diferentes concentracGes de cloreto de célcio dihidratado do meio MS na:
A- altura de plantulas (AL), B- biomassa seca de raizes (BSR), C- biomassa seca
de folhas (BSF), D- biomassa seca de caules (BSC) e E- biomassa seca total (BST)
de plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro. UFLA, Lavras,
2017. *™ Néo significativo pelo teste F
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Observou-se que as plantulas apresentaram maximo crescimento (91 mm) na

concentracdo de 958 mg L™ de CaCl,.2H,0, apés o qual houve redugdo nos parametros

avaliados. A maior biomassa seca de folha estimada foi de 30 mg na concentracdo de 1301

mg L? de CaCl,.2H,0. A concentracdo mais eficiente de CaCl,.2H,O para o acumulo de

biomassa seca total foi de 1241 mg L™ para um ganho de 65 mg, pela anélise da curva de

regressdo. As médias das biomassas secas de caule e de raiz ndo apresentaram diferencas

estatisticas.

O cloreto de célcio dihidratado, adicionado ao meio MS, é a Unica fonte que

disponibiliza calcio no meio de cultivo e originalmente, 0 meio MS possui 440 mg L™ de
C&Clz.ZHzO.
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Jun Takane et al. (1994) observaram superioridade dos explantes de Gypsophila
paniculata no meio MS, contendo 1760 mg L™ de CaCl, sobre os demais, alcancando em
algumas repeticdes, o dobro do peso sobre os menores. De acordo com Wada et al. (2013),
altas concentracBes de CaCl, foram necessérias para melhorar a qualidade da planta e
aumentar comprimento de caule de diversos gen6tipos de pereira estudados.

O célcio desempenha papel importante na morfogénese e exerce também funcédo
estrutural, por atuar na formagdo da parede e nos processos de divisao celular (ARRUDA et
al., 2000). De acordo com esses autores, na morfogénese ha interacdo com substancias
reguladoras de crescimento, havendo associagdo com as citocininas.

O Ca ¢ indispensavel para as regides de crescimento (meristemas) onde se processa a
divisdo mitdtica continua, bem como no desenvolvimento da raiz, atuando nos processos de
alongamento celular, desintoxicacdo dos ions de hidrogénio e divisdo celular (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

O calcio apresenta limitagdes na sua translocacdo na planta intacta, que, as vezes, sdo
observadas também in vitro. Como ele depende da transpiracdo da planta para seu transporte
no xilema, as condicdes de alta umidade do ar que se estabelecem in vitro podem induzir
deficiéncia de calcio em partes aéreas na micropropagacdo (SARKAR; PANDEY;
CHANEMOUGASOUNDHARAM, 2005).

A utilizacdo do Ca pelas plantas in vitro pode ser influenciada pelo tipo de tampa do
frasco (DINIZ et al., 1999). Esse autor discute a absorcdo e distribuicdo do Ca através da
planta é dependente do fluxo de massa, e pode ser limitada pela baixa transpiracdo dos
propagulos acondicionados em frascos sob elevada umidade relativa, reduzindo o transporte
de ions de baixa mobilidade.

Apos atingir a concentracao ideal a altura e as biomassas secas de folha e total foram
prejudicadas com a provavel consequéncia do excesso de Ca ou pela toxidez do cloro presente
no cloreto de célcio dihidratado. Jun Takane et al. (1994) também observaram esse fendmeno
no meio de cultura MS com 3520 mg L™ de CaCl,, ap6s o 10° dia de inoculagdo de explantes
de Gypsophila paniculata.

Com base nos dados observados a concentracdo entre 958 a 1301 mg L™ de
CaCl,.2H,0 do meio MS é a mais adequada para a manutencao do crescimento de segmentos

nodais de C. ambrosioides L.
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Similarmente, ao observado no experimento com MgSO,.7H,0, foram observados a
presenca dos mesmos quatro constituintes volateis (a-terpineno, p-cimeno, Z-ascaridol e
epoxido de piperitona). Diferentes concentragdes de CaCl,.2H,O ndo influenciaram
significativamente o teor do epdxido de piperitona. Entretanto, para os demais constituintes
identificados houve diferenca significativa nas concentracGes estudadas (Figura 6).

Figura 6 - Teor (%) dos principais constituintes volateis de Chenopodium ambrosioides L.
cultivada in vitro em diferentes concentrac@es de cloreto de célcio dihidratado do
meio MS. UFLA, Lavras, 2017. *™ Néo significativo pelo teste F
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A omissdo de CaCl,.2H,0 nédo inibe a sintese de constituintes volateis in vitro,
indicando que concentragdes de CaCl,.2H,0O podem ser ajustadas a fim de alcancar 0 maximo
crescimento vegetativo.

Teores entre 48,52 a 48,77% para Z-ascaridol e entre 37,41 a 37,24% para p-cimeno
foram observados no intervalo em que o crescimento foi maximo (958 a 1301 mg L™ de
CaCl,.2H,0). Nesse intervalo foram observados os maiores teores de p-cimeno (37,53%) e a-
terpineno (3,91%) nas concentracdes de 1092 mg L™ e 1125 mg L™ de CaCl,.2H,0,
respectivamente. Por outro lado, a menor concentracdo de Z-ascaridol (48,28%) foi observada
nesse intervalo de concentragdo de CaCl,.2H,O. O maior teor de Z-ascaridol (62,5%) foi

observado na omissao de CaCl,.2H,0.
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Assim como em diferentes concentragdes de sulfato de magnésio, observa-se a
diminuicdo no teor do Z-ascaridol e 0 incremento no p-Cimeno ¢ o-terpineno, assim como o
oposto. Como ja discutido, essa relacdo ocorreu porque o ascaridol e 0 p-cimeno possuem 0
Mesmo precursor.

Complementa-se ainda, a correlacdo existente entre Z-ascaridol e a-terpineno. A
biossintese do ascaridol a partir do a-terpineno foi catalisada por uma peroxidase de iodeto
soluvel, que foi isolada a partir de homogeneizados das frutas e folhas de C. ambrosioides L.
(DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008).

3.3- Efeito de diferentes concentracGes de fosfato monopotassico do meio MS no
crescimento de segmentos nodais e na quimica volatil de Chenopodium ambrosioides L.

O fosfato monopotassico (KH,PO,) fornece dois elementos quimicos essenciais para o
crescimento vegetativo de plantulas in vitro, o fésforo e o potassio. O meio MS tem, na sua
composicdo original, 170 mg L® de KH,PO,; Os segmentos nodais foram inoculados
diferentes concentragdes (0; 85; 170; 340; 680 mg L™) desse mesocomponente (Figura, 7).
Todas as variaveis de crescimento do explante avaliadas apresentaram diferencas

significativas (Figura 8).

Figura 7 - Plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro em diferentes
concentracdes de fosfato monopotassico do meio MS. UFLA, Lavras, 2017.
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Figura 8 - Efeito de diferentes concentracdes de fosfato monopotéssico do meio MS na: A-
altura de plantulas (AL), B- biomassa seca de folhas (BSF), C- biomassa seca de
caules (BSC), D- biomassa seca de raizes (BSR) e E-biomassa seca total (BST) de
plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro. UFLA, Lavras,

2017.
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A maior altura estimada foi de 111 mm para a concentragdo de 361 mg L™ de
KH,PO,. Em relacdo as biomassas secas, foram aferidos 12; 28; 22 e 61 mg nas
concentracdes de 329; 355; 397 e 361 mg L™ de KH,PO, para raiz, folha, caule e total,
respectivamente.

Vale a pena ressaltar, o tratamento - 0 mg de KH,PO, - ndo foi adicionado o fosfato
monopotassico na preparacdo do meio de cultura, entretanto, isso ndo reflete na omisséo total
do P e do K nesse meio. De acordo com Ramage e Williams (2002), o 4gar contém uma
quantidade consideravel de minerais contaminantes, por exemplo, agar Bi-Tek contém 885
mg g* de potassio e 2100 mg g* de fésforo. Essa observacdo é valida para os demais

mesoscomponentes.
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O fésforo controla diretamente a capacidade de resposta da fotossintese, desempenha
um papel vital na formacao de ligacGes de alta energia e da membrana fosfolipidica, e € um
componente integral de varias reacbes metabdlicas e vias de transducdo de sinal (PANDEY et
al., 2015).

Para todas as variaveis analisadas, concentracdes abaixo de 329 mg L™ de KH,PO,
afetaram-nas negativamente. De acordo com Maathuis (2009), a deficiéncia de P provoca uma
rapida diminuicdo da taxa fotossintética devido a muitas das etapas intermediarias durante a
fixacdo de carbono envolvendo fosfatos de agucar. Assim, a demanda de fosforo cloroplasto é
alta.

Diniz et al. (1999) observaram que para a micropropagacdo de bananeira, a maior
absorcdo de P ocorreu nos periodos iniciais de crescimento, chegando a extrair 75% do P do
meio de cultivo, aos 30 dias, e a cessar a absor¢éo aos 50 dias, quando ainda permanecia 9%
do P no meio. Essa rapida absorcdo inicial do fosforo também foi relatada por Ramage e
Williams (2002) e, de acordo com esses autores, esse fendmeno indica que nos processos
iniciais de crescimento da plantula, como o crescimento dos brotos do explante e formacao de
novos brotos, ha demanda de alta quantidade de energia.

De acordo com Pandey et al. (2015), limitacbes no suprimento de fosforo induz
mudancas no metabolismo, na fisiologia e na morfologia das plantas. Esses autores relataram
a inibicdo do crescimento das folhas e das raizes e arquitetura radicular, como exemplo de
alteracdes morfoldgicas.

Ressalta-se ainda que as membranas celulares sdo importantes barreiras para conter
qualquer tipo de estresse abiotico e a limitacdo P altera sua composicdo, por ser o fosforo seu
imprescindivel componente estrutural (PANDEY et al., 2015).

No presente estudo, concentracdes acima de 397 mg L™ de KH,PO, também afetaram
negativamente as variaveis analisadas. O excesso de adubacdo potassica pode inibir mais
acentuadamente o crescimento das plantas do que a caréncia de K, o que pode estar associado
ao desbalanco catidénico em relacdo ao calcio e magnésio, provocado pela absorcao de luxo do
potassio (PRADO et al., 2004). Ramage e Williams (2002) observaram que um aumento na
concentracdo de 20 para 80 mM de K* resultou na supressdo da morfogénese em 70% dos
explantes de tabaco.

Em relacdo ao fosforo, Ramage e Williams (2002) observaram que meios de cultura

com alta concentragcdo de fosfato apresentaram grande quantidade de precipitados e 0s
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explantes produziram baixo nimero de brotos. Esses autores discutem que a precipitagdo de
minerais pode ser facilitada pela autoclavagem e que durante a autoclavagem, KH,PO, reage
com o célcio para formar complexos minerais insoliveis que sdo indisponiveis para o
crescimento e o desenvolvimento do vegetal.

O potassio é um dos poucos cétions que ndo sdo componentes de estruturas organicas.
E bastante envolvido na regulacio osmatica, na manutencdo do equilibrio eletroquimico em
células e seus compartimentos, e na regulacdo da atividade enzimética (PINTO; FERREIRA,
2015).

De acordo com Paula et al. (2015), as funcGes essenciais do K no metabolismo vegetal
como fotossintese, osmorregulacéo, transpiracdo, respiracdo e translocacdo de fotossintatos
ndo sdo todas realizadas in vitro. A fotossintese, osmorregulacdo e transpiracdo sdo omitidas
na micropropagacao devido a baixa intensidade luminosa, baixa difusdo de CO, e elevada
umidade do ambiente.

Ainda conforme Paula et al. (2015), o comportamento do K em relacdo ao Ca € de
sinergismo. E possivel notar que balancos que proporcionam maior absorcdo de K, também
proporcionam maior absor¢édo de Ca.

Com base nos dados apresentados a concentragdo entre 329 e 397 mg L™ de KH,PO,
do meio MS ¢ a mais adequada para a manutencdo do crescimento de segmentos nodais de C.
ambrosioides L.

Os constituintes volateis a-terpineno, p-cimeno, Z-ascaridol e epdxido de piperitona
foram identificados com 97% da area relativa dos picos cromatograficos em plantulas
cultivadas em diferentes concentracdes de KH,PO,. Esse mesocomponente influenciou
significativamente as porcentagens de area realtiva de todos os constituintes volateis

identificados (Figura 9).
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Figura 9 - Teor (%) dos principais constituintes volateis de Chenopodium ambrosioides L.
cultivada in vitro em diferentes concentracdes de fosfato monopotéssico do meio
MS. UFLA, Lavras, 2017.
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Os constituintes quimicos p-cimeno (42,55%) e Z-ascaridol (46,17%) corresponderam
cerca de 89% da composicdo quimica volatil presente nas plantulas de C. ambrosioides L.
cultivadas in vitro sob diferentes concentracdes de KH,PO,4. No entanto, houve uma relacéo
inversa entre seus teores, sendo que nas concentraces de 0 e 680 mg L™ de KH,PO, os teores
de p-cimeno foram maximos (53,17%) e de Z-ascaridol minimo (38,51%). O menor teor de p-
cimeno (31,84%) foi observado com 309 mg L™ de KH,PO,, enquanto o teor maximo de Z-
ascaridol (59,34%) foi verificado com 352 mg L™ de KH,PO,.

Os constituintes Z-ascaridol, p-cimeno, o-terpineno e epoéxido de piperitona sao
monoterpenos (DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008). Para a sintese dos
monoterpenos sao necessarias varias reacoes de fosforilacdo, sendo que o principal doador de
energia e ion fosfato para a reacdo é o ATP (MAYRHOFER et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2004). Consequentemente, em plantas deficientes em P haveria menor taxa de fosforilacéo,
diminuindo assim a producdo de monoterpenos. No entanto, a auséncia de KH,POy, Unica

fonte de P do meio basico MS, néo foi limitante para a sintese desses monoterpenos in vitro.
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4- CONCLUSOES

Os mesocomponentes influenciam o crescimento e o teor dos principais constituintes volateis
de C. ambrosioides L. in vitro.

Os intervalos de concentracbes de mesocomponentes no meio MS mais adequadas para a
manutencdo do crescimento de segmentos nodais in vitro de C. ambrosioides L. sdo: 1039 a
1069 mg L™ de MgS04.7H,0; 958 a 1301 mg L™ de CaCl,.2H,0 e 329 a 397 mg L™ de
KH,POy,.

O sulfato de magneésio heptahidratado ndo € limitante para a sintese in vitro de ascaridol. Por
outro lado, sua sintese é inibida em concentragdes acima de 880 mg L™ de cloreto de célcio
dihidratado. Para o cloreto de fosfato monopotéassico, o teor maximo de Z-ascaridol é obtido
em aproximadamente o dobro da concentragcdo do meio MS bésico.
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RESUMO

Chenopodium ambrosioides L. € uma planta medicinal utilizada extensivamente como anti-
helmintico, anti-inflamatdrio, anti-Leishmania e antidiarréico. Diversos fatores externos e
internos regulam o crescimento e o desenvolvimento das plantas in vitro e, entre eles, a luz é
mais importante. Portanto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes espectros de luz no
crescimento e na producdo de constituintes volateis in vitro de C. ambrosioides L., espécie
que compde a lista de interesse em estudos do governo (RENISUS). Segmentos nodais foram
inoculados em meio de cultura e acondicionados por 40 dias em uma sala de crescimento com
diferentes diodos emissores de luz (LEDs): azul; vermelho; branco; e em combinagdes entre
azul e vermelho (1:1; 2:1; 1:2); e lampada fluorescente branca fria. Alteragdes na qualidade
espectral da luz durante o cultivo in vitro de C. ambrosioides L. influenciou o crescimento de
segmentos nodais. O melhor crescimento de segmentos nodais nos cultivos ocorreu quando 0s
explantes foram mantidos em sala de crescimento com iluminagdo provenientes de lampadas
LEDs branco ou em combinagdo A:V (2:1). LEDs monocromaticos na cor azul inibem a
sintese de Z-ascaridol e a luz fluorescente promove maior conversio de a-terpineno em
ascaridol.

Palavras-chave: Espectro de luz. Micropropagacdo. Ascaridol
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ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. is a medicinal plant extensively used as anthelmintic, anti-
inflammatory, anti-Leishmania and antidiarrheal. Several external and internal factors
regulate the growth and development of plants in vitro and among them light is more
important. Therefore, it aimed to evaluate different light qualities which can be influential in
growth and volatile compounds production in vitro for C. ambrosioides L., plant present in
the RENISUS list for medicinal plants with high interest in research and use. Nodal segments
were inoculated in culture medium and conditioned for 40 days in a growth room with
different diodes emitting light (LEDs): blue; red; white; and as combinations blue:red (1:1;
2:1; 1:2); and cool white fluorescent lamp. Changes in the quality of light during cultivation
in vitro of C. ambrosioides L. influences the growth of nodal segments and the best growth of
nodal segments in subcultures, the explants must be kept in a growth room with light from
white LEDs lamps or combination blue:red (2:1). Blue monochromatic LEDs inhibit the
synthesis of Z-ascaridole and fluorescent light promotes greater conversion of a-terpinene to
ascaridole.

Keywords: Light spectrum. Micropropagation. Ascaridole.
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1- INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioides L. € um espécie medicinal, popularmente conhecida por
Erva-de-santa-maria, mastruz e epazote. Uma das espécies mais utilizadas no tratamento de
verminoses no mundo. No Brasil, encontra-se listada na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), entre as 71 espécies ou géneros de interesse do
Governo Federal (COSTA; TAVARES, 2006; VERISSIMO et al., 2011).

A acdo anti-helmintica de C. ambrosioides L. atribui-se ao monoterpeno ascaridol,
constituinte majoritario do dleo essencial. Também é atribuido a esse monoterpeno, a inibicao
do desenvolvimento de Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e Leishmania
amazonensis (LORENZI; MATOS; FRANCISCO, 2008; MACDONALD et al., 2004; SA;
SOARES; RANDAU, 2015). Ha o potencial no uso agronémico para controle de nematoides
(MELLO; MACHADO; INOMOTO, 2006), insetos praga e fungos fitopatogénicos
(JARAMILLO; DUARTE; DELGADO, 2012).

A micropropagacdo representa uma alternativa viavel para a rapida propagacdo de
grande quantidade de clones em um espaco pequeno, além da conservacao de germoplasma.
Plantas aromaticas sdo geralmente coletadas nos seus habitats naturais 0 que agride o meio
ambiente, podendo causar a extingdo de espécies (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006).

Segundo Dutta Gupta e Jatothu (2013), diversos fatores externos e internos regulam o
crescimento e o desenvolvimento das plantas in vitro e, entre eles, a luz € a mais importante.
De acordo com Oliveira, Rocha e Scivittaro (2011), a qualidade da luz, ou seja, o
comprimento de onda especifico, a densidade de fluxo de fétons e o fotoperiodo influenciam a
morfogénese das plantas cultivadas in vitro, assim como na eficiéncia do processo
fotossintético. A qualidade luminosa afeta fortemente a fotossintese, a formacéo de clorofila,
prolongamento de caule e raiz, formacdo de gemas florais e germinacdo de sementes (LIM e
EON, 2013).

Os Diodos Emissores de Luz (Light Emitting Diode, LED) sdo dispositivos
semicondutores que tém como principio de funcionamento a eletroluminescéncia. Os LEDs
destacam-se das demais fontes de luz por possuirem alta eficiéncia no processo de geracao de
luz com baixa producdo de calor, pelo longo periodo de vida, pelo comprimento de onda
especifico, pela massa e pelo volume pequeno (ROCHA et al., 2010). Com o uso de diodos

emissores de luz (LEDs) é possivel obter espectros especificos e regular os niveis de radiagdo
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fotossinteticamente ativa e fotomorfogénica necessarios para o cultivo in vitro de cada espécie
(DUTTA GUPTA; JATOTHU, 2013).

A irradiacdo de luz tem efeitos notaveis na célula vegetal, no crescimento de tecido e
na biossintese de metabolitos secundarios (NHUT et al., 2015). A sintese e a acumulacdo de
fitoquimicos de uso medicinal podem ser aumentadas usando diferentes espectros luminosos
(MANIVANNAN et al., 2015).

Alvarenga et al. (2015) demonstraram que mudangas na qualidade e na quantidade de
luz promoveram alteragcGes no nimero, no contetdo e no perfil de constituintes volateis de
Achillea millefolium. Diferentes qualidades de luz induziram alteracGes no perfil de 6leos
essenciais de Lippia alba, mudando até mesmo os constituintes majoritarios (BATISTA et al.,
2016).

Em Gentiana spp, gentiopicrina e swertiamarin aumentaram com o cultivo sob
vermelho distante e azul (TAKAHASHI et al. 2012), as proporcdes de sesquiterpenos foram
aumentadas em Achillea millefolium cultivadas no LED verde e 0 monoterpeno sabineno no
LED vermelho (ALVARENGA et al. 2015) e em Plectranthus amboinicus, o vermelho
monocromatico proporcionou o maior teor de carvacrol (SILVA et al. 2017).

De acordo com Oliveira, Rocha e Scivittaro (2011), gradativamente, os LEDs tendem
a substituir as lampadas fluorescentes nas salas de cultivo dos laboratérios de
micropropagacdo, em razao de proporcionarem maior e melhor desenvolvimento de plantas
COmM menor custo.

Assim, objetivou-se, com este trabalho, estudar diferentes qualidades de luz emitidas
por LEDs e lampadas fluorescentes na micropropagacdo de C. ambrosioides L. e suas

relacGes com os constituintes volateis presentes nessa espécie.

2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Cultura de Tecidos e Plantas
Medicinais e de Fitoquimica, do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), MG.

Plantas adultas da espécie C. ambrosioides L., localizadas no Horto de Plantas
Medicinais da UFLA, foram utilizadas como fonte de sementes. Confirmou-se a existéncia da

exsicata depositada no herbario do Departamento de Biologia dessa Instituicdo, sob o registro
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10137. As sementes foram coletadas e semeadas, com o0 objetivo de obter plantas matrizes,
em bandeja de isopor de 128 células contendo substrato comercial Plantmax®. Apés 60 dias,
as plantulas germinadas foram transplantadas para potes de polietileno com capacidade de 3,6
litros contendo o mesmo substrato e mantidas em casa de vegetacdo com irrigagéo.

Apos 30 dias, as plantas transplantadas serviram como fonte de segmentos apicais que
foram coletados e lavados com &gua corrente e sabdo neutro por 30 minutos. Em camara de
fluxo laminar, os explantes foram imersos em uma solucdo de agua sanitaria a 40% por 10
minutos, seguido de alcool etilico a 70% por 30 segundos e, finalmente, lavados cinco vezes
em agua destilada e autoclavada.

Ao concluir a assepsia, 0s explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15
mL de meio de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a metade da concentragdo original
de sais (0,5 MS), e 3% de sacarose. O pH do meio de cultura foi aferido para 5,7 + 0,1 antes
da autoclavagem e o meio de cultura foi suplementado 0,6% de agar. A autoclavagem do
meio de cultura foi realizada a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Os tubos foram mantidos em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 25 + 2 °C.

Apos a inoculacédo, os tubos foram tampados e mantidos em sala de crescimento. Essas

plantulas estabelecidas serviram como fontes de segmentos nodais.

2.1- Efeito de diferentes qualidades de luz no crescimento de segmentos nodais

Segmentos nodais, de aproximadamente 2 cm de comprimento e com 2 gemas
axilares, foram inoculados verticalmente em frascos contendo 35 ml de meio de cultura.
Procedimentos semelhantes adotados no estabelecimento da planta foram utilizados para
elaboracdo do meio de cultura.

Apo6s o processo de repicagem, os frascos foram acondicionados em sala de
crescimento com diferentes diodos emissores de luz (TECNAL® Piracicaba, Brasil) com

25 azul; vermelho; branco; e em combinagdes entre azul e

intensidade de 42 pmol m
vermelho (1:1; 2:1; 1:2), e lampada fluorescente branca fria com irradiancia de 60 pmol m?s™
(Osram®, Brasil).

Os espectros de luz foram aferidos através do espectrometro portatil SPECTRA PEN
Z850 (Qubit Systems-Kingston, Ontario-USA). Os espectros de absor¢do no ultravileta dos

LEDs e da lampada fluorescente utilizados neste experimento estdo representados na Figura 1.



61

Figura 1 - Perfis espectrais no ultravioleta das fontes de luz utilizadas no experimento. A=
azul, B=vermelho, C = azul:vermelho (1:2), D= azul:vermelho (2:1), E=azul:
vermelho (1:1), F= fluorescente, G= LED branco.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),

constituido de cinco repeticdes e a unidade experimental representada por dois frascos

contendo trés segmentos por repeticéo.
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Apo6s 40 dias, foram avaliadas as variaveis altura de plantula (AL) e as biomassas
secas de folha (BSF), de caule (BSC), de raiz (BSR) e total (BST). Procedeu-se também a
analise de pigmentos fotossintéticos e analise dos compostos volateis das folhas.

A variavel altura de plantula (AL), expressa o tamanho da brotacao principal medida
de sua base até a gema apical e a avaliacdo foi realizada com o auxilio de paquimetro digital.
A biomassa seca de folha (BSF), de caule (BSC) e de raiz (BSR) foram mensuradas em
balanca de precisdo apds secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura
constante de 35 °C por trés dias.

2.2- Analise de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos analisados foram clorofila a, clorofila b, relagcdo b/a,
clorofila total e carotendides. A extracdo foi realizada conforme metodologia descrita por
LICHTENTHALER (1987).

Sob luz verde, coletaram-se 150 mg de matéria fresca de folhas. Em seguida, em um
gral contendo 3 mL de acetona 80% (v/v) e CaCOj3 estes 150 mg de folhas foram macerados.
Posteriormente, com o uso de papel filtro, filtrou-se para um baldo volumétrico de 5 ml o
extrato completando o volume com acetona 80%. Imediatamente apds este procedimento, foi
realizada a leitura da absorbancia (A) a 470 nm, 646,8 nm, 663,2 nm para clorofila a, clorofila
b e carotenodides, respectivamente. A leitura foi efetuada no espectrometro TECAN
INFINITY M200 PRO operado com o sistema de processamento de dados I-control® verséo
3.37. Para cada tratamento, foram analisadas folhas de 3 plantulas, e as leituras foram
realizadas em triplicata.

As concentracOes de clorofila e carotendides foram calculadas seguindo as seguintes
equacoes: clorofila a [(12,25 X Ags32) — (2,79 X Asasg)]; clorofila b [(21,5 X Agsss) — (5,1 X
Ass32)]; clorofilas totais (a+b) [7,15 Agss2 + 18,71 Asssg] € carotendides = (1000 Ag7o - 1,82
Ca- 85,02 Cp)/198, sendo os resultados expressos em mg de pigmento por g de matéria fresca

de tecido foliar.
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2.3- Anédlise quimica por headspace-CG/EM de Chenopodium ambrosioides L.

Amostras de folhas de C. ambrosioides L. dos experimentos de qualidade espectral de
luz foram coletadas de pléantulas aos 40 dias de cultivo in vitro. O material vegetal foi seco em
estufa de circulagdo forcada de ar a 35 °C e 60 mg de folhas secas foram acondicionadas em
vial para headspace de 20 ml, vedados com septo de silicone/PTFE.

Para extracdo da fracdo volatil de C. ambrosioides L. empregou-se a técnica de
headspace estéatico, utilizando-se um extrator/amostrador headspace automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. As
condigdes operacionais foram: temperatura de incubagdo da amostra de 110 °C durante 30
min, temperatura de seringa a 120 °C e, 500 pL da fase de vapor foram injetados no sistema
cromatografico.

As anélises quimicas foram realizadas em um sistema de cromatografia em fase gasosa
Agilent®7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent®™MSD 5975C (Agilent
Technologies, California, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-
400 m/z. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e a
linha de transferéncia para 0 MS foram mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno foi de 40 °C, isotérmico por 1 min, seguido por uma rampa de
temperatura de 3 °C/min até 200 °C e, finalizado com uma rampa de 10 °C/min até 250 °C. A
injecdo foi realizada no modo split a uma razdo de injecdo de 1:50. As concentracdes dos
constituintes presentes foram expressas pela porcentagem de area relativa dos picos
cromatograficos.

Os constituintes foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencdo
relativos & co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrich®, St.
Louis, USA) e por comparacdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca
(NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007). O indice de retencdo foi calculado usando a
equacdo proposta por (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e para as atribuicbes foram
consultados indices de retencdo de literatura (ADAMS, 2007).
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2.4- Andlise estatistica

As andlises foram feitas utilizando-se o software R e 0 pacote estatistico ExpDes
(FERREIRA; CAVALCATI; NOGUEIRA, 2011), conforme R Development Core Team
(2012).

Para os tratamentos cujas médias apresentaram diferenca significativa foi empregado o

teste de Scott Knott, adotando-se 5% como nivel de significancia.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento vegetativo e a sintese de constituintes volateis in vitro de plantulas de

C. ambrosioides L. foram afetados pela qualidade espectral de luz (Tabela 1, Figura 2).
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Figura 2- Plantulas micropropagadas de Chenopodium ambrosioides L. sob diferentes
qualidades espectrais de luz. LEDs: azul, 2A/1V (2azul:lvermelho), 1A/2V
(1azul:2vermelho), branco, 1A/1V (lazul:1vermelho), Verm (vermelha). Fluor
(fluorescente). UFLA, Lavras, 2017.

Azul 2A/1V Fluor

Branco 1A/1V Verm

As médias analisadas da variavel altura de plantas ndo apresentaram diferengas

significativas. Porém, as médias de biomassas secas de caule, folha, raiz e total foram
estatisticamente diferentes nos espectros de luz (Tabela 1).
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Tabela 1 - Altura de plantula (AL - mm), biomassa seca de caule (BSC - mg), de folha (BSF -
mg), de raiz (BSR - mg) e total (BST - mg) de segmentos nodais de Chenopodium
ambrosioides L. cultivadas in vitro em diferentes qualidades de luz.

Tratamento AL BSC BSF BSR BST
AZUL 59,09 8,84 b 11,48 ¢ 1354b  3386¢
AV (2:1) 61,26 16,32 a 21,82 a 2340a 61,54
VERMELHO 71,17 15,16 a 11,52 ¢ 2142a  48,10D
AV (1:2) 67,20 16,92 a 19,52 b 2316a  59,60a
BRANCO 69,74 15,24 a 23,16 a 2374a  6214a
AV (1:1) 59,01 13,23 a 2478 a 1852b 56,53 a
FLOURESCENTE 61,05 13,66 a 19,74 b 1831b  51,71b
CV (%) 14,11 15,38 14,40 19,15 13,53

"Médias seguidas de mesma letra minscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de significancia.

A espécie C. ambrosioides L., cultivada na luz monocromatica azul, foi muito
prejudicada no acumulo de biomassa dos 6rgaos vegetativos. Os menores valores da biomassa
seca de caule, folha, raiz e total foram observados com a utilizagdo de LEDs na cor azul. No
entanto, Alvarenga et al. (2015) cultivando in vitro Achillea millefolium reportaram que o
espectro monocromatico do azul acumulou a maior biomassa seca, portanto, a resposta de
crescimento in vitro depende muito do genotipo.

Para a biomassa seca de folhas, maiores acumulos de matéria seca ocorreram nos
tratamentos A:V (2:1 e 1:1) e Branco. As combinagdes A:V (2:1 e 1:1), 0 monocromatico
Vermelho e o LED Branco resultaram em maior crescimento para biomassa seca de raiz. A
biomassa seca total foi alcan¢ada com a luz branca e em todas as combinag6es entre vermelho
e azul (Tabela 1). A espécie C. ambrosioides L. respondeu melhor no acumulo de biomassa
seca, quando hd uma combinacdo de azul e vermelho e na luz branca onde ha luz azul e
vermelha (Figura 1), do que nas luzes monocromaticas e fluorescentes (Tabela 1).

De acordo com Nhut et al. (2015), o efeito da luz no vegetal ocorre principalmente
para fornecer energia necessaria e para regular o crescimento, a diferenciacdo e o
metabolismo. Estudos recentes tém mostrado como diferentes partes da regido visivel de
radiacdo eletromagnética afetam vérias vias metabdlicas em plantas (ALVARENGA et al.,
2015; BATISTA et al., 2016).

A altura de plantulas foi estatisticamente semelhante. No entanto, observou-se que o
vermelho monocromatico resultou em maior valor absoluto de 71,17 mm. J4, o acimulo de
matéria seca de folhas e, consequentemente, a biomassa seca total foram menos afetados

nesse espectro luminoso. Esse fato pode ser explicado pelos sintomas visuais de clorose,
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internddios mais longos e abscisdo foliar observados somente em plantulas submetidas a esse
tratamento (Figura 2).

Takahashi et al. (2012) avaliaram o efeito diferentes composicOes espectrais de LED
no crescimento in vitro de Gentiana spp. De acordo com esses autores, a luz vermelha
aumentou o comprimento de internddios e o numero de folhas, sugerindo melhoria no
crescimento dessa erva medicinal. Para a espécie C. ambrosioides L. esta melhoria ndo foi
observada.

A melhoria do crescimento das pléntulas causada pelo vermelho pode estar
relacionada a maior sensibilidade do fitocromo sob este espectro. Os picos de absorbancia do
fitocromo estdo em sua maioria no vermelho (600 a 700 nm), vermelho distante (700 a 800
nm) e em menor quantidade no azul (400 a 500 nm). Os criptocromos absorvem a luz azul
(RUNKLE; HEINS, 2001). O fitocromo atua ativando enzimas como, por exemplo, as
associadas a sintese de auxinas que é um hormdnio que proporciona o crescimento. Desta
forma, a producdo deste hormdnio é mantida em plantas cultivadas sob espectro de luz
vermelho e degradada em plantas cultivadas sob luz azul (MARKS; SIMPSON, 1999).

Vale a pena ressaltar ainda que em todos os tratamentos, com exce¢cdo do azul
monocromatico, houve a incidéncia de comprimento de onda na regido do vermelho mesmo
que em menor proporcdo (Figura 1). Verificou-se, portanto, ao analisar as variaveis de
crescimento, que C. ambrosioides L. exige a presenca desses espectros de luz, indicando
possivel envolvimento do fitocromo nos processos relacionados a seu desenvolvimento.

De acordo com Topchiy et al. (2005), diferencas na qualidade da radiacdo espectral
influenciaram a composicdo de proteinas pigmentadas, que € uma importante caracteristica
para o funcionamento dos aparelho fotossintético. As médias de clorofila a, b, total,
carotendides e relacdo b e a apresentaram diferencas estatisticas para todos os tratamentos
estudados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Clorofila a (mg g™), clorofila b (mg g™), relagdo clorofila b e a (mg g™), clorofila
total (mg g?) e carotendides (mg g*) de segmentos nodais de Chenopodium
ambrosioides L. cultivadas in vitro em diferentes qualidades de luz.

Tratamento Clorofilaa  Clorofilab b/a Clorofila  Carotendide
total

AZUL 0,93 b 0,90b 0,93b 1,83¢c 0,60 b
AV (2:1) 2,10 a 0,98 b 0,46 d 3,10 a 1,13 a
VERMELHO 1,02 b 1,14 a 1,23 a 2,15¢ 0,79 b
AV (1:2) 1,13 b 0,72 ¢ 0,62 ¢ 1,83 ¢c 0,69b
BRANCO 1,17 b 0,57d 0,48 d 1,73 ¢ 0,62b
AV (1:1) 1,30 b 0,52d 0,39d 1,78 c 0,53b
FLUORESCENTE 1,97 a 0,70 c 0,36 d 2,68b 0,63b
CV (%) 16,61 15,07 22,44 14,32 21,08

TMédias seguidas de mesma letra minGscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de significancia.

A utilizacdo de lampadas fluorescentes e a combinacdo A:V (2:1) resultaram em maior
contetdo de clorofila a (Tabela 2). A clorofila a € o pigmento utilizado para realizar o
primeiro estagio do processo fotossintético (fotoquimica), enquanto que os demais pigmentos
auxiliam na absorcdo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacao,
sendo assim chamados de pigmentos acessorios (STREIT et al., 2005).

Maiores médias para clorofila b e para a relacdo b/a foram observadas no vermelho
monocromatico (Tabela 2). De acordo com Streit et al. (2005), a clorofila b € um pigmento
acessorio sintetizado através da oxidacao do grupo metil da clorofila a para um grupo aldeido.
A luz vermelha desempenha importante funcdo na fotossintese das plantas, as folhas de
plantula sdo alongadas e o conteudo de clorofila é reduzido (LIM e EOM, 2013).

Alvarenga et al (2015) observaram que a proporcdo de clorofila b/a é elevado no
espectro azul para Achillea millefolium L., indicando que o excesso energético resultante do
fitocromo excitado estd sendo descarregada em clorofila b. De acordo com esses autores, 0
espectro de luz azul foi o melhor para o crescimento in vitro de A. millefolium L. Para a C.
ambrosioides L., as luzes monocromaticas ndo foram as melhores para o crescimento.

De acordo com Manivannan et al. (2015), a luz é um fator primario importante para
sintese de clorofila. Tratamentos utilizando LEDs influenciaram muito a sintese de clorofila
em Rehmannia glutinosa, sendo LEDs vermelhos que proporcionaram maior aumento desse
pigmento. Entretanto, ao analisar as variaveis de crescimento, esses autores sugeriram a

utilizacdo de LEDs azuis para melhor producéo in vitro dessa erva.
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O LED azul monocromatico foi que mais influenciou negativamente o crescimento
das plantulas (Tabela 1). Segundo Lim e Eon (2013), a exposi¢cdo por mais que duas semanas
a esse espectro, pode afetar negativamente o crescimento de brotos de estacas de plantas que
apresentam morfologia foliar similar a de Ocimum basilicum. Os autores verificaram que
nesta situacdo, o LED azul degradou a clorofila total da espécie. Fendmeno similar pode ter
ocorrido com C. ambrosioides L. (Tabela 2). A diminuicdo de pigmentos fotossintéticos esta
relacionada a reducdo na fotossintese foliar e, consequentemente, baixo desempenho
fotossintético (BATISTA et al., 2016).

De modo geral, para C. ambrosioides L. o LED branco e a combinagdo A:V (2:1)
resultaram maiores médias para todas as variaveis significativas de crescimento (Tabela 1).
Observa-se ainda, maiores médias de clorofila a, clorofila total e carotendides para essa
combinagdo de LEDs azuis e vermelhos (Tabela 2).

No trabalho de Batista et al. (2016), em comparacdo a lampada fluorescente, a
combinacdo de azul e vermelho (LED) proporcionou maior peso fresco e seco para
quimiotipos da espécie Lippia alba cultivada in vitro .

A menor eficiéncia na multiplicacdo e no crescimento de brotacdes sob lampadas
fluorescentes brancas decorre, provavelmente, do fato de essas emitirem diferentes
comprimentos de onda entre 350 nm e 750 nm, sendo somente aqueles compreendidos entre
400 nm e 700 nm os mais importantes para a fotossintese. Uma ampla gama de comprimentos
de onda parece ser desnecessaria por ser de baixa qualidade para a promoc¢éo do crescimento
de plantas, além do mais, o sistema consome mais energia elétrica pela geracéo de calor e por
isso os cultivos ndo devem ser colocados perto da fonte de luz, pois podem sofrer de foto-
estresse (DUTTA GUPTA; JATOTHU, 2013).

As massas e niveis de pigmentos fotossintéticos mais elevados em plantas submetidas
a combinacdo de LEDs azuis e vermelhos devem-se ao maior aproveitamento da luz na regido
do espectro visivel. Maiores taxas fotossintéticas podem ser conseguida quando uma folha é
iluminada com luz na regido vermelha e na regido do azul (BATISTA et al., 2016).

De acordo com Streit et al. (2005), as clorofilas tendem a ser foto-oxidadas sob alta
irradiacdo e os carotendides podem prevenir essa perda. Portanto, maiores teores de
carotenoides sdo benéficos para a protecdo do aparelho fotossintético e, consequentemente,

para o crescimento da planta.
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A irradiacdo de luz tem efeitos notéveis na célula vegetal, no crescimento de tecido e
na biossintese de metabolitos secundarios (NHUT et al., 2015). O conhecimento da relacdo
entre a qualidade da luz e a composicédo fitoquimica fornece uma base para novos estudos a
nivel genético que pode elucidar como essa regulagdo ocorre, permitindo assim a produgéo de
compostos de interesse (BATISTA et al., 2016).

Assim, como para o acumulo de biomassa, a luz monocromética azul afetou
negativamente o teor de Z-ascaridol, constituinte quimico responsavel pela atividade anti-
helmintica de C. ambrosioides L. Também nos tratamentos com maiores propor¢des de luz
azul - monocromatica e A:V (2:1) - houve menores teores de epoxido de piperitona. Por outro
lado, esta fonte artificial de luz induziu aumento nos teores de a-terpineno e p-cimeno (Tabela
3).

Tabela 3 - Teor porcentual dos picos cromatograficos dos principais constituintes da quimica
volatil de Chenopodium ambrosioides L. cultivada in vitro em diferentes
qualidades de luz. UFLA, Lavras, 2017.

Tratamento a-terpineno p-cimeno Z-ascaridol Epdxido de
piperitona
AZUL 4,83 a 37,08 a 53,21 b 4,50 c
AV (2:1) 2,46 b 26,96 b 65,84 a 4,53 ¢
VERMELHO 1,49 b 24,15 ¢ 66,99 a 6,67 a
AV (1:2) 1,89b 24,88 ¢ 67,73 a 5,03b
BRANCA LED 2,19b 27,34 b 65,13 a 528D
AV (1:1) 1,56 b 29,98 b 62,48 a 562b
FLOURESCENTE 1,11b 28,73 b 63,98 a 6,43 a
CV (%) 36,46 6,84 3,79 7,92

"Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de significancia.

De acordo com Johnson e Croteau (1984), a biossintese ndo enzimatica do ascaridol
requer um processo luminoso que envolve a foto-oxidacdo do a-terpineno. A conversdo do a-
terpineno em ascaridol na presenca de luz também ja foi demonstrada em estudos de sintese
quimica empregando técnicas modernas de microfotoquimica (SHVYDKIV, 2013). Nota-se
que com excecdo do tratamento da luz monocromatica azul, todas as demais fontes de luz
converteram o-terpineno em Z-ascaridol. Embora nédo tenha havido diferenca estatistica entre
os tratamentos, a luz fluorescente apresentou o menor valor numérico para o teor de a-
terpineno indicando que essa luz promove maior conversdao do a-terpineno. Shvydkiv (2013)

corroboram com o presente estudo, pois também demonstrou em seus estudos fotoquimicos
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que a conversdo de a-terpineno foi maior quando usou a irradiagdo com lampada fluorescente
quando comparada a conversao constituinte sob LED branca.

Vérios autores tem demonstrado que a biossintese de terpenos sofre regulacdo
dependente de luz (MAYRHOFER et al., 2005). A biossintese dos monoterpenos ascaridol e
p-cimeno tem como precursor comum o cation terpenila. A conversdo do cétion terpenila em

a-terpineno leva a formag&o do ascaridol e y-terpineno é convertido em p-cimeno (Figura 3).

Figura 3 - Mecanismo envolvendo a formagao do ascaridol e outros monoterpenos no género
Chenopodium.

T h - . o
- o
o-terpenila [ _ ]
g
o J 1
-~ ""?-] ["' limoneno
g -

g-terpineno f-terpineno

' '

.-"":,: In o i
o [
I I
o h""\-\. ___.-" S
Z-ascandol p_[;imenu
1. e
.-fr.- n. - .
o @
A |0
i o

Dihiﬂmasca ridol E—.:;sc:;ridﬂl

FONTE: DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008.



72

A conversdao do cation terpenila em o ou y-terpineno ocorrem em reacOes de
deslocamento de hidreto para migracdo da carga na formacdo desses isomeros (LAFEVER,;
CROTEAU, 1993). A luz monocromatica azul parece favoreceu a reacéo de deslocamento de
hidreto para formacdo do y-terpineno, posteriormente convertido a p-cimeno. Enquanto, os
demais tratamentos a rota mais favorecida foi para a conversdao do cation terpenila para o-

terpineno e, consequentemente, Z-ascaridol.

4- CONCLUSOES

e Alteragdes na qualidade de luz durante o cultivo in vitro de Chenopodium
ambrosioides L. influencia o crescimento de segmentos nodais;

e Para 0 melhor crescimento de segmentos nodais, 0s explantes devem ser mantidos em
sala de crescimento com iluminacdo provenientes de lampadas LEDs branco ou em
combinagdo A:V (2:1);

e Para o melhor crescimento de segmentos nodais de Chenopodium ambrosioides L., a
fonte de irradiacdo necessita de uma combinacdo de azul e vermelho, sendo que luzes
monocromaticas ndo desempenham bom crescimento para a espeécie;

e LEDs monocromaticos na cor azul inibem a sintese de Z-ascaridol e a luz fluorescente

promove maior conversdo de a-terpineno em ascaridol
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RESUMO

Chenopodium ambrosioides L. é uma espécie medicinal, na existéncia de poucas, que
possui a capacidade de produzir o monoterpeno ascaridol. A esse monoterpeno € atribuido as
propriedades terapéuticas como anti-helmintico, anti-inflamatério, anti-Leishmania e
antidiarréico. Objetivou-se avaliar pardmetros de crescimento e producdo de constituintes
volateis em funcdo de diferentes concentracdes de quitosana e de &cido salicilico. No cultivo
in vitro dessa espécie, avaliaram-se cinco concentraces de quitosana (0; 50; 100; 150; 200
mg L™) e cinco concentracdes de écido salicilico (0; 3; 6; 9; 12 mg L™) adicionadas ao meio
MS. A quitosana e o acido salicilico apresentaram efeito negativo no crescimento de
segmentos nodais de C. ambrosioides L. O teor dos principais constituintes quimicos volateis
foi influenciado pelas diferentes concentrages de quitosana e de acido salicilico in vitro. O
constituinte majoritario Z-ascaridol apresentou maior teor, 55 % e 70 %, respectivamente, em
61,11 mg L™ de quitosana e em 7,79 mg L™ de &cido salicilico.

Palavras-chave: Erva-de-santa-maria. Micropropagacéo. Elicitores. Ascaridol.
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ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides L. is a medicinal species, which has the ability to produce the
monoterpene ascaridole, among very few species. Monotherpene is assigned the therapeutic
properties as anthelmintic, anti-inflammatory, anti-Leishmania and antidiarrheal. The
objective of this study was to evaluate growth parameters and production of volatile
constituents of this species in vitro in function of different concentrations of chitosan and of
salicylic acid. In the growth of nodal segments, five concentrations of chitosan (0; 50; 100;
150; 200 mg L™) and five concentrations of salicylic acid (0; 3; 9; 12 mg L™) were added in
the MS medium. Chitosan and salicylic acid showed a phytotoxic effect on the growth of
nodal segments of C. ambrosioides. The content of the main constituents of the volatile
chemistry is influenced by the different concentrations of chitosan and of salicylic acid in
vitro. The major constituent Z-ascaridole presented the highest content, 55 e 70 %, in 61.11
mg L™ of chitosan and in 7.79 mg L™ of salicylic acid.

Keywords: Erva-de-santa-maria. Micropropagation. Elicitor. Ascaridole.
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1- INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioides L. é uma erva medicinal da familia Chenopodiaceae,
popularmente conhecida como Erva-de-santa-maria, mastruz e epazote. As propriedades
terapéuticas da espécie sao geralmente atribuidas ao 6leo essencial, sendo o monoterpeno
ascaridol o seu constituinte majoritario. Esse monoterpeno é um poderoso anti-helmintico,
além de inibidor do desenvolvimento de Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e
Leishmania amazonensis. A espécie C. ambrosioides L. foi selecionada pelo governo
brasileiro para possivel uso como fitoterapicos a serem prescritos pelo Sistema Unico de
Saude (LORENZI; MATOS; FRANCISCO, 2008; MACDONALD et al, 2004; SA;
SOARES; RANDAU, 2015; VERISSIMO et al., 2011).

A variabilidade genética, bioquimica, a dificuldade de multiplicacdo e a extingdo de
espécies sdo alguns fatores que podem comprometer o uso das plantas medicinais para
propdsitos farmacéuticos. Em plantas medicinais, a micropropagacdo auxilia na conservacgao
do germoplasma, como também na producdo de mudas homogéneas e de qualidade, além de
auxiliar na selecdo e melhoramento de genotipos com potencial para serem utilizados pela
industria farmacéutica (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006; MORAIS et al., 2012).

Na cultura de tecidos vegetais, 0s metabdlitos secundarios podem ser alterados
quantitativamente e qualitativamente pela alteracdo na composicdo nutricional do meio,
presenca de reguladores de crescimento isolados ou combinados, adicdo de elicitores ou por
exposicdo a fatores de estresse (NITZSCHE et al., 2004; RAMACHANDRA RAO;
RAVISHANKAR, 2002).

Elicitores bidticos e abidticos vém sendo amplamente empregados em cultura de
tecidos vegetais, com o intuito de maximizar a producdo de compostos quimicos de interesse.
A submissdo de plantas a estresses abioticos tem sido apontada como estimulador da
biossintese de metabdlitos secundarios incluindo terpenos, flavonoides, alcaloides,
betacianinas e fenilpropanoides, entre outros (BHUIYAN; ADACHI, 2003; ZHAO; DAVIS;
VERPOORTE, 2005).

A quitosana é um biopolimero com aplicagcdes em tratamento de aguas residuais, papel
e celulose, em produtos médicos e cosméticos, biotecnologia, alimentos e racfes (NGE et al.,
2006). Trata-se de um polissacarideo composto de $-1,4 D-glucosamina ligada a residuos de

N-acetilglucosamina, naturalmente encontrada na parede do micélio de alguns fungos
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podendo ser obtido por diacetilacdo da quitina, principal componente do exoesqueleto dos
artrépodes e crustaceos (FAl; STAMFORD; STAMFORD, 2008).

Alguns estudos relatam que a quitosana tem potencial para alterar a producéo de
metabdlitos secundarios em plantas. Por exemplo: aumentou o teor de aferina A em Withania
somnifera (GORELICK et al., 2015), escopolamina e hiosciamina em culturas de raizes de
Atropa belladonna (HASHIMOTO; YUN; YAMADA, 1993), diosgenina em culturas de
raizes de Trigonella foenum-graecum (MERKLIET et al., 1997) e curcumina em Curcuma
longa L. (SATHIYABAMA; BERNSTEIN; ANUSUYA, 2016).

O acido salicilico € um composto fendlico que esta envolvido numa série de processos
fisiologicos, e tem sido considerado como fazendo parte de nova classe de substancias de
crescimento de plantas, além dos fitohormonios. E sintetizado a partir do aminoacido
fenilalanina e é encontrado em folhas, inflorescéncias de plantas termogénicas e em plantas
atacadas por patogenos (PACHECO et al., 2007).

Nas duas Ultimas décadas, o acido salicilico tem recebido muita atencdo devido ao
envolvimento em mecanismos de defesa de plantas, estresse biotico e abidtico
(SAKHANOKHO; KELLEY 2009). Ha pesquisas que demonstram que &cido salicilico afeta
a biossintese de paclitaxel e taxanos relacionados (LU; TANG; LI, 2016); terpenos em
Nigella sativa (ELYASI et al., 2016); mono e sesquiterpenos e a expressdo de enzimas
biossintéticas (pirofosfato de isopentenilo e farnesil difosfato sintase) em Panax ginseng
(RAHIMI et al. 2014).

Assim, objetivou-se, com este trabalho, estudar a influéncia de diferentes
concentragbes de quitosana e de acido salicilico em suplementacdo ao meio MS no

crescimento de C. ambrosioides L. e suas relacdes com os constituintes volateis in vitro.

2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Cultura de Tecidos e Plantas
Medicinais e de Fitoquimica, do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), MG.

Em todos os experimentos, a autoclavagem do meio de cultura foi realizada a 120 °C e
1 atm, por 20 minutos. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de

16 horas de luz, temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de 60 pmol m? s™; o pH do meio de
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cultura foi aferido para 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem e o meio de cultura foi suplementado
com 0,6% de &gar.

A variavel altura de plantulas (AL), expressa o tamanho da brotagdo principal medida
de sua base até a gema apical e a avaliacdo foi realizada com o auxilio de paquimetro digital.
A biomassa seca de folha (BSF), de caule (BSC) e de raiz (BSR) foram mensuradas em
balanca de precisdo ap6s secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 35 °C por trés dias.
A biomassa seca total foi obtida pela soma das biomassas secas de raiz, caule e folha.

2.1 Estabelecimento de segmentos apicais

Plantas adultas da espécie C. ambrosioides L., localizadas no Horto de Plantas
Medicinais da UFLA, foram utilizadas como fonte de sementes. Confirmou-se a existéncia da
exsicata depositada no herbario do Departamento de Biologia dessa Institui¢do, sob o registro
10137.

As sementes foram coletadas e semeadas, com o objetivo de obter plantas matrizes,
em bandeja de isopor de 128 células contendo substrato comercial Plantmax®. Apés 60 dias,
as plantulas germinadas foram transplantadas para potes de polietileno com capacidade de 3,6
litros contendo o mesmo substrato e mantidas em casa de vegetacdo com irrigacéo.

Apos 30 dias, as plantas transplantadas serviram como fonte de segmentos apicais que
foram coletados e lavados em agua corrente e sabdo neutro por 30 minutos. Em camara de
fluxo laminar, os explantes foram imersos em uma solucdo de agua sanitaria a 40% por 10
minutos, seguido de alcool etilico a 70% por 30 segundos e, finalmente, lavados cinco vezes
em agua destilada e autoclavada.

Ao concluir a assepsia, 0s explantes foram inoculados em tubos de ensaio, contendo
15 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a metade da

concentracdo original de seus sais, e 3% de sacarose.

2.2- Efeito de diferentes concentrac@es de elicitores no crescimento in vitro de segmentos
nodais

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de comprimento de plantulas
estabelecidas in vitro foram inoculados verticalmente em frascos, de 250 mL, contendo 35 mL

do mesmo meio de estabelecimento suplementados com elicitor. Para cada experimento com
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elicitagdo, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com seis
repeticdes e a unidade experimental foi representada por um frasco contendo quatro
segmentos por repeticao.

Apos 40 dias, foram avaliadas as variaveis altura de plantula (AL), as biomassas secas
de folha (BSF), de caule (BSC), de raiz (BSR) e total (BST), e analise quimica dos

constituintes volateis.

2.2.1 - Elicitagcdo com quitosana

Foi utilizada quitosana em pd de baixo peso molecular (50-190 KDa) da Sigma-
Aldrich® Chemicals, SP, Brasil, com 75 - 85% de desacetilagdo. Uma solugdo estoque de
quitosana na concentracdo de 4000 mg L™ foi preparada em acido cloridrico 1N. Em seguida,
foi adicionada ao meio de cultura nas concentracées finais 0; 50; 100; 150; 200 mg L™, antes

da autoclavagem.

2.2.2 - Elicitacdo com acido salicilico
Uma solucdo etandlica estoque a 50 mg mL™ de 4cido salicilico (plant cell culture
tested, Sigma-Aldrich® foi preparada. Em seguida foi misturada ao meio de cultura nas

concentracdes finais de 0; 3; 6; 9; 12 mg L™,

2.3- Analise estatistica

As analises foram feitas utilizando-se o software R e 0 pacote estatistico ExpDes
(FERREIRA; CAVALCATI; NOGUEIRA, 2011), conforme R Development Core Team
(2012).

Para os tratamentos cujas médias apresentaram diferencas significativas, ao nivel de

5% de probabilidade, foi empregado analise de regresséo.

2.4- Analise quimica por headspace-CG/EM de Chenopodium ambrosioides L.

Amostras de folhas de C. ambrosioides L. dos experimentos com elicitagdo foram

coletadas de plantulas aos 40 dias de cultivo in vitro. O material vegetal foi seco em estufa de
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circulagédo forcada de ar a 35 °C e 60 mg de folhas secas foram acondicionadas em vial para
headspace de 20 ml, vedados com septo de silicone/PTFE.

Para extracdo da fracdo volatil de C. ambrosioides L. empregou-se a técnica de
headspace estético, utilizando-se um extrator/amostrador headspace automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. As
condigdes operacionais foram: temperatura de incubagdo da amostra de 110 °C durante 30
min, temperatura de seringa a 120 °C e, 500 pL da fase de vapor foram injetados no sistema
cromatografico.

As analises quimicas foram realizadas em um sistema de cromatografia em fase gasosa
Agilent®7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent®™SD 5975C (Agilent
Technologies, California, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisi¢do de massas de 40-
400 m/z. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e a
linha de transferéncia para o0 MS foram mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno foi de 40 °C, isotérmico por 1 min, seguido por uma rampa de
temperatura de 3 °C/min até 200 °C e, finalizado com uma rampa de 10 °C/min até 250 °C. A
injecdo foi realizada no modo split a uma razéo de injecdo de 1:50. As concentracdes dos
constituintes presentes foram expressas pela porcentagem de &rea relativa dos picos
cromatograficos.

Os constituintes foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencédo
relativos & co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrich®, St.
Louis, USA) e por comparacdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca
(NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007). O indice de retencdo foi calculado usando a
equacdo proposta por (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e para as atribuicdes foram
consultados indices de retencdo de literatura (ADAMS, 2007).



84
3- RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1- Elicitagdo com quitosana

A quitosana afetou negativamente o crescimento in vitro de C. ambrosioides L.
(Figurale 2).

Figural- Plantulas micropropagadas de Chenopodium ambrosioides L. em diferentes
concentragdes de quitosana adicionadas ao meio de cultura. UFLA, Lavras, 2017.

100 150+ 200
quitosana

Diferencas estatisticas significativas foram observadas para todas as varidveis de
crescimento analisadas. A altura de plantulas e a biomassa seca de folhas decresceram
linearmente em funcdo das doses crescentes de quitosana e para as demais variaveis

analisadas verificou-se significancia para regressao quadratica.
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Figura 2- Efeito de diferentes concentracdes de quitosana adicionadas ao meio MS na: A-
altura de plantulas (AL), B- biomassa seca de raizes (BSR), C- biomassa seca de
folhas (BSF), D- biomassa seca de caules (BSC) e E- biomassa seca total (BST) de
plantulas de Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro.
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Na auséncia de quitosana observaram-se 0s melhores resultados para altura (84,41
mm) e biomassa seca de folhas (31,76 mg). Em relacdo as biomassas secas, foram estimadas
22,00; 17,99 e 66,56 mg nas concentracdes de 23,25; 12,32 e 33,04 mg L™ de quitosana para
raiz, caule e total, respectivamente.

A quitosana também apresentou efeito fitotoxico em plantulas de videira cv. Merlot,
no entanto, material desenvolvido in vitro normalmente é muito mais sensivel do que plantas
de videiras em situacdo de campo (MAIA et al. 2010). Esses autores estudaram concentracdes
similares de quitosana no crescimento in vitro de plantulas de videira e verificaram para as
variaveis, comprimento médio da parte aérea, massa fresca da planta inteira, porcentagem de

estacas enraizadas e porcentagem de estacas brotadas que houve decréscimo linear em funcédo
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das doses de quitosana. Em relacdo as variaveis, nimero de raizes, comprimento médio de
raizes e numero de folhas ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos.

Por outro lado, Nge et al. (2006) relatam em sua pesquisa o efeito estimulador da
quitosana no crescimento in vitro de orquideas. De acordo com os resultados obtidos por
esses pesquisadores, a quitosana tem a capacidade de estimular a inducéo de diferenciacao de
tecido de orquidea.

Estudos realizados com outras culturas sugeriram efeito positivo deste biopolimero na
morfogénese in vitro. Com intuito de testar a eficacia da quitosana na organogénese direta da
cultivar de algodédo colorido BRS Rubi, Soares et al. (2014) suplementaram o0 meio MS com
15 mg L™ desse biopolimero. Esses autores relataram que os explantes alongaram e se
mostraram mais vigorosos quando se utilizou apenas a quitosana, mas ndo produziram novos
brotos. A quitosana ndo atua isoladamente no superbrotamento da cv. BRS Rubi, constituindo
apenas uma fonte de nitrogénio organico.

Com base nos dados apresentados pode-se concluir que as concentra¢fes acima de 33
mg L™ de quitosana apresentam efeito negativo para os parametros de crescimento analisados.

As analises gquimicas por headspace-CG/EM indicaram que a presenca de cinco
constituintes atingiram em média 95,69% da composicdo quimica total. Os constituintes
foram a-terpineno (9,86%), p-cimeno (31,59%), Z-ascaridol (43,31%), epoxido de piperitona
(1,90%) e E-ascaridol (9,03%). Cavalli et al. (2004) identificaram cinco constituintes no 6leo
essencial de C. ambrosioides L., caracterizados por Z-ascaridol (58,38%), p-cimeno (16,2%),
a-terpineno (9,7%), E-ascaridol (4,3%) e limoneno (3,8%).

Comparando a concentracdo dos constituintes volateis da plantula cultivada em
diferentes concentracfes de quitosana, houve diferencas significativas entre as areas relativas

dos picos de todos constituintes identificados (Figura 3).
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Figura 3 - Teor (%) dos principais constituintes volateis de Chenopodium ambrosioides L.
cultivada in vitro em diferentes concentragdes de quitosana.
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Os compostos p-cimeno, E-ascaridol e epdxido de piperitona acumularam teores
méaximos na concentragdo de 200 mg L* de quitosana. O maior teor de o-terpineno foi
verificado na auséncia de quitosana. Com base na via biossintética proposta por Dembitskya
Shkrobb e Hanusa (2008) (Figura 4), a quitosana favoreceu a conversdo de o-terpineno em Z-

ascaridol, numa concentracio 6tima de 61,11 mg L™.
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Figura 4 - Mecanismo envolvendo a formagdo do ascaridol e outros monoterpenos no género
Chenopodium.
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Fonte: DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008.
O tratamento de plantas com elicitores abidticos é muito utilizado como estratégia para
a producdo de metabolitos secundarios em cultura de células e tecidos, sendo esta producéo
relacionada a inducdo de genes responsaveis pela resposta de defesa, ativando a via dos
metabolitos secundarios (QIAN et al., 2006). A adicdo de quitosana no meio de cultura
influenciou a biossintese dos constituintes quimicos, seja para mais ou para menos, contudo,
percebe-se que 0 uso da quitosana em baixa concentracdo (61,11 mg L™) eleva a producéo do

constituinte majoritario Z-ascaridol.
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Nota-se que doses crescentes de quitosana diminuem os teores de Z-ascaridol, os
teores de p-cimeno aumentam. Isto ocorre devido ambos serem biossintetizados a partir do
mesmo precursor biossintético, o cation terpenila. Conforme a reacdo de deslocamento de
hidreto ocorre a formagdo de a-terpineno, precursor do Z-ascaridol ou de y-terpineno,
precursor do p-cimeno (DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008; LAFEVER,;
CROTEAU, 1993).

Estudos sobre os fatores que afetam a composicdo volatil de C. ambrosioides L. sdo
importantes para a obtencdo de plantas com maior acimulo dos compostos de interesse. A
variabilidade no teor dos constituintes majoritarios e/ou ativos & uma das principais
dificuldades de desenvolver fitoterapicos com reprodutibilidade de acdo (SA; SOARES;
RANDAU, 2015).

Putalun et al. (2007) estudaram o efeito da quitosana na acumulacdo de um
sesquiterpeno antimalérico (artemisinina) em raizes de Artemisia annua L. A producdo de
artemisinina foi aumentada em seis vezes pela adicdo de 150 de mg L™ de quitosana no meio
de cultura. De acordo com esses pesquisadores, do ponto de vista biotecnoldgico, 0 aumento
na produtividade de artemisinina possui valor pratico, podendo assim ser recomendado para
producdo desse bioativo em grande escala por meio de biorreatores.

A capacidade da quitosana de induzir ou melhorar a resisténcia de plantas ao ataque de
patdgenos parece estar diretamente proporcional com a sua eficacia na elicitacio de um
conjunto complexo de resposta de defesa do vegetal tal como a acumulacéo de fitoalexinas e a
expressdo de genes e proteinas relacionados com a defesa (FERRI et al., 2009). Esses autores
demonstraram que o efeito da quitosana na inducédo de mecanismos de defesa de Vitis vinifera
pode estar relacionado com a sua capacidade para aumentar o contetdo intracelular de varios

antioxidantes, em particular resveratrol.
3.2- Elicitacdo com &cido salicilico
O é&cido salicilico afetou negativamente o crescimento in vitro de C. ambrosioides L.

Todas as variaveis de crescimento analisadas apresentaram diferencas significativas, ajustadas

por regressdo quadratica (Figura 5 e 6).
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Figura 5- Plantulas micropropagadas de Chenopodium ambrosioides L. em diferentes
concentragdes de &cido salicilico adicionadas ao meio de cultura.
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Figura 6- Efeito de diferentes concentracdes de &cido salicilico na: A- altura de plantulas
(AL), B- biomassa seca de raizes (BSR), C- biomassa seca de folhas (BSF), D-
biomassa seca de caules (BSC) e E- biomassa seca total (BST) de plantulas de
Chenopodium ambrosioides L. cultivadas in vitro.
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As plantulas apresentaram maximo crescimento e maiores biomassas secas sem a
suplementacdo de acido salicilico no meio de cultura. A menor média estimada de altura foi
de 9,11 mm na concentracdo de 8,34 mg L™ de &cido salicilico. Em relacdo as menores
médias de biomassas secas, foram estimadas 0,72; 0,04; 2,29 e 3,00 mg nas concentracdes de
8,35; 8,14; 8,18 e 8,19 mg L™* de &cido salicilico para raiz, folha, caule e total,
respectivamente.

O acido salicilico € um horménio vegetal que, quando aplicado exogenamente, pode
inibir o crescimento da planta (KERBAUY, 2004), como foi observado nesse experimento. A
aplicagdo do acido salicilico pode inibir a germinacdo, interferir na absor¢do das raizes,

reduzir a transpiracdo, causar a abscisdo das folhas, alterar o transporte de ions, induzindo
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uma répida despolarizagdo das membranas, ocasionando um colapso no potencial
eletroquimico (KERBAUY, 2004).

Segundo Conceicgdo, Fortes e Silva (1999) retardantes de crescimento, como o &cido
salicilico, sdo um grupo de componentes sintéticos que reduzem o alongamento da haste e,
geralmente, aumentam a coloragéo verde das folhas. Fortes e Pereira (2001) relataram que o
crescimento das hastes de batata é retardado com a adicdo de &cido salicilico ao meio de
cultura associado com o manitol, a partir da concentragio de 30 mg L. Pancheva, Popova e
Uzunova (1996) demonstraram em seus estudos que o tratamento a longo prazo de mudas de
cevada com acido salicilico reduz o crescimento das plantas e a fotossintese. As alteracfes
observadas nos parametros fotossintéticos podem ser resultado do efeito mediado pelo
fechamento estomatico, causando redugdo no fornecimento de CO, ou os efeitos do &cido
salicilico sobre a capacidade de fixagéo de CO,, com o declinio da atividade da Rubisco.

De acordo com Singh et al. (2016), a aplicacdo de acido salicilico que resulta em
melhorias no crescimento de plantas in vitro € relatado por poucos pesquisadores. Esses
autores demonstraram que concentracdes mais baixas de &cido salicilico (5 mg L™)
favoreceram o crescimento de micropropagulos de roseira in vitro, enquanto maiores
concentragdes retardaram o crescimento. Observaram também que a adi¢do de acido salicilico
antes da autoclavagem do meio MS ou apds, por meio de filtracdo, ndo resultou em qualquer
diferenca significativa no parametro de crescimento.

O efeito dos elicitores depende de muitos fatores, tais como: concentragédo, tempo de
elicitacdo e o estadio de crescimento da cultura no momento da estimulagdo. Além disso, a
resposta a um determinado agente elicitor pode variar de espécie para espécie e é crucial
determinar as concentracGes adequadas para otimizar a producdo dos metabdlitos de interesse
(NAMDEO, 2007).

A Figura 7 representa o perfil cromatografico obtido por headspace-CG/EM para as
amostras de folhas de C. ambrosioides L. cultivadas in vitro com diferentes concentracfes de
acido salicilico. Mais de 96% da area relativa dos picos do cromatograma total de ions foram
identificados. Os constituintes volateis presentes e suas respectivas faixas de teores foram: a-
terpineno (3,11 a 34,43%), p-cimeno (20,60 a 22,20%), Z-ascaridol (32,17 a 57,03%),
epoxido de piperitona (0,28 a 1,24%) e E-ascaridol (7,25 a 7,59%).
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Figura 7- Teor (%) dos principais constituintes volateis de Chenopodium ambrosioides L.
cultivada in vitro em diferentes concentragdes de &cido salicilico. *™ Né&o
significativo pelo teste F
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Na auséncia de acido salicilico, a-terpineno e Z-ascaridol apresentaram teores quase
equivalentes. No entanto, com o aumento das concentracdes de acido salicilico, os teores de
Z-ascaridol aumentam, enquanto os teores de o-terpineno diminuem. Conforme a rota
metabolica proposta por Dembitskya, Shkrobb e Hanusa (2008) (Figura 4), o acido salicilico
favorece a conversdo de a-terpineno em Z-ascaridol, sendo que a conversdo maxima de
ascaridol ocorre com 7,79 mg L™ de &cido salicilico no meio de cultura.

A aplicacdo exdgena de acido salicilico nas plantas pode desencadear rotas
fundamentais para o crescimento e o desenvolvimento, bem como a expressdo de genes
relacionados a defesa, produzindo compostos como alcaloides e polifendis, resultando na
defesa, protecdo e resisténcia aos patdgenos, sendo considerado um elicitor abiético (YAO;
TIAN, 2005).

Mandal (2010) estudou os elicitores quitosana, acido salicilico, salicilato de metila e
metil jasmonato no cultivo in vitro de Solanum melongena L. De acordo com esse

pesquisador, os quatro elicitores aumentaram o contedo fendlico nas raizes em comparagéo
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ao tratamento controle, entretanto, o acido salicilico se mostrou o mais eficiente na sintese
desses compostos.

Com base nos dados apresentados, as concentracfes utilizadas de acido salicilico
apresentam efeito negativo para os parametros de crescimento analisados, porém na analise
dos compostos volateis a elicitacdo de C. ambrosioides L. se mostra favoravel, aumentando
significativamente os teores de Z-ascaridol, apontado com responsavel pela atividade anti-
helmintica dessa espécie.

4- CONCLUSOES

e A quitosana e o acido salicilico apresentaram efeito negativo no crescimento de
segmentos nodais de C. ambrosioides L.
e O acido salicilico e a quitosana favorecem a conversdo de Z-ascaridol em a-terpineno,

numa concentracdo 6tima de 7,79 mg L™ e 61,11 mg L™, respectivamente.
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