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RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar as condigdes mais adequadas de
cultivo in vitro que possibilitem melhor crescimento da plantula e produgio de
constituintes volateis nas folhas de Ocimum basilicum e Mentha arvensis. Seis
experimentos com ambas as espécies foram realizados: diferentes meios de
cultura; diferentes concentracdes do meio MS; diferentes segmentos e orientagdo
do explante; diferentes reguladores de crescimento; estadio de desenvolvimento
do explante e comparagdo da fragdo volatil entre a planta matriz, aclimatizada e
cultivada in vitro. Para O. basilicum o meio MS na concentracido normal de sais
proporcionou melhor crescimento in vitro. O segmento nodal inoculado na
orientacdo horizontal incrementou o crescimento das plantulas. Para esses
experimentos, o estragol foi o constituinte mais abundante nas folhas in vitro. O
uso de auxinas isoladas possibilitou o maior crescimento da plantula in vitro,
sendo o ANA responsavel pelo maior aumento dos teores de linalol. Houve um
comportamento crescente dos parametros de crescimento no decorrer de 100
dias, porém plantulas de O. basilicum devem permanecer por até 2 meses num
mesmo meio de cultura. Apos a aclimatizagdo ocorreu acimulo de linalol em
plantas de O. basilicum. Para a M. arvensis os diferentes meios proporcionaram
o crescimento de plantulas in vitro. Menores concentragdes de sais induziram
melhor crescimento das plantulas cultivadas in vitro. O segmento nodal
inoculado na orientagdo horizontal proporcionou um melhor crescimento dos
explantes. Os diferentes reguladores testados influenciaram no crescimento e na
composi¢do quimica da fragdo volatil das plantulas. Para as variaveis analisadas
houve um comportamento crescente dos valores no decorrer de 100 dias e as
plantulas ndo apresentaram sinais de deficiéncia nutricional. Altos teores de
pulegona foram observados em todos os experimentos, porém maior tempo de
cultivo eleva os teores de mentol. Plantulas in vitro de M. arvensis tendem a
acumular pulegona, mas apds a aclimatizagao, a planta acumula teores de mentol
elevados proximos ao da planta matriz.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Metabdlitos especiais. Micropropagacao.
Lamiaceae.



ABSTRACT

The aim of this research was to study in vitro culture conditions for
plantlet growth and volatile constituent production in the leaves of Ocimum
basilicum and Mentha arvensis. Six experiments with both species were
investigated: different culture media, different MS salt concentration; different
segments and explant orientation; different growth regulators; developmental
stage of the explant and comparison of the volatile fraction among mother plant,
acclimatized and plantlet. Ocimum basilicum showed better growth in MS
normal salt concentration. And, the nodal segments inoculated in horizontal
orientation increased plantlet growth. The estragole was the most abundant
constituent in the leaves in vitro. Medium supplemented with auxin promoted
the highest plantlet growth and ANA was responsible for the largest increase in
linalool in leaf. In growth parameters there was an increase during 100 days of
culture. However, plantlet of O. basilicum should remain for up to 2 months in
the same culture medium. After acclimatization occurred linalool accumulation
in plants of O. basilicum. Mentha arvensis the different media provided plantlet
growth in vitro. Lower MS salts concentrations enhancement plantlet growth.
The nodal segments cultured in horizontal position showed better explant
growth. And, different growth regulators influenced growth and chemical
composition of the volatile fraction in plantlet. There was an increase in
parameters analyzed during 100 days of culture and plantlet did no showed signs
of nutritional deficiency. High levels of pulegone were observed in all
experiments, but older culture the levels of menthol increase. In vitro leaves of
M. arvensis tend to accumulate pulegone, but after acclimatization, the plant
accumulates high levels of menthol close to the mother plant.

Keywords: Medicinal plants. Special metabolites. Micropropagation. Lamiaceae.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por O6leos essenciais de qualidade ¢ enorme,
havendo cerca de 300 6leos essenciais de importancia comercial no mundo,
dentre esses se citam os Oleos de plantas do género Mentha e Ocimum. O
mercado mundial de dleos essenciais gira em torno de US$ 15 milhdes/ano,
apresentando crescimento aproximado de 11% por ano e o Brasil se destaca na
producdo mundial de o6leos essenciais, especialmente de frutos citricos, mas
sofre de problemas cronicos como falta de manutencdo do padrao de qualidade
(BIZZO et al., 2009).

Oleos essenciais ou seus constituintes isolados tém sido usados em
industrias de alimentos, perfumaria e farmacéutica, por seus intensos aromas e
pelas propriedades antibacteriana, fungicida, inseticida, entre outras.
Quimicamente, a grande maioria dos 6leos essenciais ¢ constituida de derivados
de fenilpropanoides ou de terpenoides (MISHARINA, 2001).

Segundo Nogueira ¢ Romano (2002) espécies aromaticas nao sio tdo
produtivas a campo e apresentam dificuldades como baixa sintese de metabolitos
secundarios devido a propria variabilidade genética das espécies. Para obtencao
de matéria prima vegetal de qualidade é necessario, seja através de biotecnologia
ou de meios convencionais, identificar, reconhecer e, constantemente, monitorar
os eventos que modulam o metabolismo secundario (BRUNI; SACCHETTI,
2005).

A cultura de tecidos vegetais oferece uma alternativa agrondmica para a
producdo de metabodlitos economicamente importantes tais como flavorizantes,
corantes, aromatizantes e farmacéuticos dentro de condi¢cdes laboratoriais
controladas (VERPOORTE et al., 2002; VANISREE et al., 2004). Culturas
celulares apresentam vantagens como reprodutibilidade, direcionamento para

produgdo de substancias de interesse, facilidade de isolamento de compostos e
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possibilidade de isolamento em grande escala. J4 o isolamento de compostos
bioativos de plantas obtidas por extrativismo ou cultivo em campo pode ser
trabalhoso e representa um obstaculo para os estudos farmacéuticos ou
aplicacdes industriais (NITZSCHE et al., 2004).

Culturas de tecidos e células vegetais sdo consideradas fabricas de
metabdlitos secundarios (RAO; RAVISHANKAR, 2002), que podem ser
alterados qualitativamente e quantitativamente pela alteracdo na composicdo
nutricional do meio, presenga de reguladores de crescimento isolados ou
combinados, adicdo de elicitores ou por exposi¢do a fatores de estresse
(NITZSCHE et al., 2004).

Nas tltimas décadas, a cultura de tecidos e células tem demonstrado ter
um papel importante na producdo de metabdlitos secundarios. Essa técnica é
adequada para o estudo das vias biossintéticas e sua relagdo entre a produgdo
desses metabolitos e o crescimento celular, cujos fatores sdo importantes para
futuras aplicacdes industriais (BOONSNONGCHEEP et al., 2010). Assim, a
aplicagdo de sistemas de produgdo de metabdlitos secundarios in vitro ¢
possivel, mas requer um aprofundamento do entendimento da regulacdo
fisiologica de sua biossintese e da otimizagdo das condi¢des culturais
(MATKOWSKI, 2004).

Produgdo de mentol por cultura de tecidos e cé€lulas vegetais tem sido
investigada em algumas espécies de Mentha, tais como Mentha piperita
(CHANG et al., 1998), Mentha arvensis (PHATAK; HEBLE, 2002), mas frente
ao grande numero de fatores que podem afetar a sintese de metabdlitos
secundarios in vitro, muito ha ainda a investigar apesar da via biossintética e
local de armazenamento desse Oleo essencial ja estarem bem estudados
(CROTEAU et al., 2005).

Alguns protocolos de micropropagacdo também ja foram desenvolvidos

para espécies de Ocimum, tais como O. basilicum (RIBEIRO et al., 2007) e O.
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gratissimum (GOPI et al., 2006). Porém, ainda sdo incipientes os estudos sobre a
produgdo de dleos essenciais in vitro com espécies desse género.

Com base no exposto, objetivou-se identificar condi¢des de cultivo in
vitro que possibilite melhor crescimento e produgdo de constituintes volateis nas

folhas de O. basilicum e M. arvensis.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricio das espécies

2.1.1 Ocimum basilicum L.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) (Figura 1) possui entre 50 e 150
espécies na Asia Tropical, Africa, América Central e América do Sul. Essa
espécie ¢ comercialmente cultivada para utilizacdo de suas folhas verdes e
aromaticas, usadas frescas ou secas como aromatizante ou tempero (OZCAN;
CHALCHAT, 2002). Reis et al. (2007) relatam que sua implanta¢do no pais se
intensificou ap6s a chegada de imigrantes italianos, sendo que para este publico

a planta faz parte de uma tradi¢@o culinaria muito forte.
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Figura 1 Planta de manjericdo (Ocimuh basilicum L.). A) Planta jovem com 45 dias, B)
Planta com inflorescéncia ¢ C) Inflorescéncia.

A planta é muito ramificada, de 30 a 50 cm de altura, ¢ um subarbusto
aromatico, anual ou perene, dependendo da regido de cultivo. A propagacdo
pode ser feita por estaquia ou sementes, podendo ser plantado o ano todo; possui
folhas simples, membranaceas, margens onduladas e nervuras salientes, de 4 a 7
cm de comprimento; sua inflorescéncia é do tipo cimeira espiciforme ¢ suas
flores sdo brancas, rosa ou arroxeadas; o fruto ¢ do tipo aquénio com sementes
pequenas, pretas e oblongas (COUTO, 2006).

Extratos de Ocimum basilicum L. s3o wusados como agente
antimicrobiano, agente medicinal, como aromatizante em alimentos e fragrancia

em produtos farmacéuticos (MAZUTTI et al., 2006). A medicina alternativa
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utiliza as folhas e flores do manjericio para obtengdo de chas por suas
propriedades tonicas e digestivas, além de auxiliar no tratamento de problemas
respiratorios e reumaticos. E também utilizado na culinaria popular sob a forma
de condimento, para tempero de omeletes, ensopados de carnes, peixes, frangos,
saladas, sopas, recheios, como ingrediente principal em molho tipico italiano,
bem como em doces e licores (FAVORITO et al., 2011).

O teor de o6leo essencial contido nesta planta encontra-se na faixa entre
1,5 e 3%, dependendo da regido geografica e da espécie. Normalmente, ha
variagdes consideraveis entre os constituintes majoritarios de uma espécie para
outra, principalmente pelo fato dos componentes do 6leo essencial de O.
basilicum serem produzidos por duas rotas bioquimicas diferentes: rota do acido
chiquimico e rota do acido mevaldnico (OZCAN; CHALCHAT, 2002). Na
primeira (Figura 2), os maiores constituintes da espécie sdo estragol, eugenol,
metileugenol e cinamato de metila, enquanto que na segunda (Figura 3) os

componentes majoritarios sdo linalol e geraniol (LAWRENCE et al., 1992).

COOH COOH | |
=
NH,
—> —> — — —
OCH;

fenilalanina OH OH OCH;
acido p-cumarico estragol metileugenol

Figura 2 Biossintese do estragol e metileugenol.
Fonte: Adaptado de Gang et al., 2002.
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OPP OH
N OPP

geranildifosfato linalildifosfato linalol

Figura 3 Biossintese do linalol.
Fonte: Adaptado de Dewik, 2009.

No caso do presente trabalho, foi utilizado a cultivar Maria Bonita, a
qual apresenta como compostos majoritarios o linalol, o geraniol e 1,8-cineol
(BLANK et al., 2007) (Figura 4). O linalol ¢ um monoterpeno alcodlico terciario
de cadeia aberta, produzido pela rota do acido mevalonico. Pode ser encontrado
normalmente sob a forma de uma mistura de isdmeros de posicdo da primeira
ligacdo dupla (SILVA et al., 2003).

Maria Bonita € o primeiro cultivar de manjericdo registrado no Registro
Nacional de Cultivares pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento no Brasil, e foi obtida a partir do programa de melhoramento

genético da Universidade Federal de Sergipe (BRITO et al., 2010).

| ~N OH 0
Linalol Geraniol 1,8-cineol

Figura 4 Estruturas quimicas dos principais componentes monoterpenos presentes na
fracdo volatil de Ocimum basilicum L..
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Estudos feitos por Rosado et al. (2009) para a mesma cultivar
identificaram a presenca de oito compostos, 1,8-cineol, linalol, geraniol, a-
terpineol, acetato de geranila, a-trans-bergamoteno, y-cadineno e epi-a-cadinol,
sendo os componentes majoritarios o linalol com 78,35% e geraniol com

15,95% concentracdo relativa.

2.1.2 Mentha arvensis L.

A Mentha arvensis L. (Figura 5), popularmente conhecida como hortela-
japonesa, menta-japonesa ou hortela-doce, ¢ uma planta medicinal e aromatica.
Assim como a maior parte das espécies medicinais cultivadas no mundo, ¢
exodtica, domesticada em seus ecossistemas naturais (MATTOS; INECCO,
2002).

Figura 5 Planta de Mentha arvensis L.

O cultivo industrial da Mentha arvensis é realizado em areas subtropicais
em varios paises, tais como China, [ndia, Franga, Estados Unidos e Brasil para a

extracdo de seu 6leo essencial (SRIVASTAVA et al., 2002).
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O Oleo essencial dessa espécie € constituido principalmente por
monoterpenos, atribuindo-se a estes as fungdes de defesa da planta contra
herbivoria, agentes antimicrobianos e alelopaticos (CARDOSO et al., 2001). O
mentol e a mentona s3o os principais componentes do 6leo e os de maior valor
econdmico, embora sejam conhecidos mais de 200 componentes presentes nos
6leos do género Mentha (TAVISH; HARRIS, 2002).

Seus Oleos essenciais sd3o produzidos em glandulas especializadas
presentes nas folhas e flores e constituem-se uma rica fonte de mentol. Os 6leos
essenciais das mentas e seus componentes sdo amplamente empregados em
produtos aromatizantes de uso oral (MARTINS et al., 1994), tais como cremes
dentais, antissépticos bucais, antidcidos, pastilhas refrescantes, gomas de
mascar, licores e em cigarros (MOSCIANO, 2005).

Segundo Maia (1998), a biossintese do mentol, segue uma sequéncia de
rotas metabolicas até sua formagao, ou seja, com a atuacdo da enzima limoneno
3-hidroxilase, responsavel pelo acimulo de mentol e que tem o limoneno como
substrato, dara origem ao trans-isopiperitoneol, piperitona, mentona ¢ mentol.
Oleos essenciais com mais de 20% de mentona indicam que a mentona ainda
ndo foi convertida em mentol. A conversdo de mentona para mentol ¢ um
processo lento e esta associado com o estagio de maturacdo e estado nutricional
da planta (MURRAY et al., 1972).

Na sintese do dleo essencial de Mentha piperita, a (+)-pulegona é a
precursora do mentol, considerado o componente mais significativo dos 6leos de
Mentha spp. Dependendo das condi¢des ambientais, a (+)-pulegona pode reduzir
a (-)-mentona e sintetizar mentol, através da pulegona redutase, ou oxidar a (+)-
mentofurano, pela mentofurano sintase (MAHMOUD; CROTEAU, 2003)
(Figura 6).
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7 OPP X
isopentenil difostato
+ — — —>

|
)\/\OPP

dimetilalil difostato geranil disfostato - pulegona ) mentona
(+)- mentofurano ) mentol

Figura 6 Rota metabdlica do mentol.
Fonte: Adaptado de Mahmoud; Croteau, 2003.

2.2 Cultura de tecidos vegetais

O cultivo in vitro pode ser empregado em diferentes espécies, inclusive
as plantas medicinais e aromaticas, principalmente no que diz respeito na
obtencdo de gendtipos produtores de compostos medicinais (COSTA et al.,
2007). A regeneracdo de plantas através da cultura de tecidos baseia-se no
principio da totipoténcia, proposto pelo fisiologista Haberlandt, que em 1902,
enunciou que cada célula vegetal possuia o potencial genético para regenerar
uma planta inteira (FLORES, 2006).

A cultura de tecidos se da através do cultivo de fragmentos de tecidos
vegetais chamados de explantes. Estes explantes podem ser de diferentes tipos e
a escolha do material podera influenciar todo o processo, resultando em sucesso
ou fracasso (GEORGE, 2008). O tipo de explante, bem como a defini¢do de seu
estadio de desenvolvimento, ¢ um dos fatores que determinam a capacidade de

resposta in vitro (FREITAG et al., 2012) e a cultura de tecidos, apesar do alto
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custo, proporciona a obten¢do de milhares de mudas a partir de uma gema em
pequeno intervalo de tempo e espaco (DIAS et al., 2011).

A morfogénese in vitro, caracterizada pela emergéncia e formagdo de
novos orgdos, resulta da interacdo de processos de inducdo, competéncia,
determinagdo e diferenciagdo celular, os quais sdo influenciados pelo genotipo,
tipo e condicdes fisioldgicas dos explantes, bem como da composi¢do do meio
de cultivo in vitro (LIU; PIJUT, 2008).

Uma das aplicagdes da cultura de tecidos vegetais ¢ a micropropagagao,
técnica de grande uso e de resultados mais concretos. Engloba diferentes etapas
que vao desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu enraizamento,
culminando com a aclimatizagdo da plantula (BASTOS et al., 2007). A
micropropagagdo possibilita a multiplicagdo por via assexuada resultando em
um grande numero de descendentes. Genotipos superiores podem ser
multiplicados sem modificagdo em sua estrutura genética (BERTOZZO,;
MACHADO, 2010). Segundo Titon et al. (2006), tem como vantagens a
manutencdo do genétipo e do fendtipo, conhecimento sobre mutagdes ou
variedades genéticas selecionadas, excelente estado fitossanitario das plantas
obtidas, rapida propagagdo clonal e producdo em massa geneticamente idéntica e
fisiologicamente uniforme.

A otimizacdo de protocolos de micropropagagdo com éxito depende da
elucidagdo de varios fatores diretamente envolvidos no processo. Dentre os tipos
de explantes mais utilizados, as gemas apicais e axilares e os segmentos nodais,
promovem clones "true-to-type", ou seja, idénticos a planta matriz e por isso sao
os mais indicados para a multiplica¢do e conservagéo in vitro de gendtipos elites
¢ a assepsia determinara a possibilidade ou ndo de continuagdo dos trabalhos, no

que se refere a obtencgdo de culturas totalmente axénicas (SOUZA et al., 2011).
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O sucesso do sistema de micropropagagdo ¢ a conjugacdo de fatores

nutritivos, ambientais e endogenos. No caso especifico dos fatores ambientais,

procura-se estudar os componentes do meio de cultura. Neste caso, diversas

formulagdes de meios basicos (Tabela 1) tém sido utilizadas (VILLA et al.,

2010). As concentracdes de cada componente do meio de cultura sdo especificas

para cada espécie. Varias modificacdes desses componentes sdo estabelecidas

com intuito de promover melhorias no cultivo in vitro de plantas (LONDE et al.,

2012).

Tabela 1 Concentracdo final dos meios de cultura MS, B5S e WPM.

COMPONENTES MS BS WPM
mg L

NH;NO; 1650 - 400
(NHy),SO, - 134 -
MgS0,.7H,0O 370 246 370
KNO; 1900 2528 -
KH,PO, 170 - 170
K,SO4 - - 990
NaH2P04.H20 - 150 -
CaCl,.2H,0 440 150 96
Ca(NO3)2.4H20 - - 556
Na,EDTA.2H,0 37,2 37,2 37,2
FeSO,.7H,0O 27,8 27,8 27,8
H;BO; 6,2 3 6,2
CoCl,.6H,0O 0,025 0,025 -
CuS0,.5H,0 0,025 0,025 0,25
MHSO4.4H20 - 10 -
MnSO,.H,O 22,3 - 22,3
Na,Mo00,4.2H,0 0,25 0,25 0,25
KI 0,83 0,75 -
ZnS0,.7H,0O 8,6 2 8,6
Concentracao total de sais 4633,23 3289,05 2684,60
Concentracio final de N 60,01 mM 26,75 mM 14,70 mM
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Os minerais incluidos na maioria dos meios utilizados hoje foram
definidos por White em 1951 e utilizados, durante anos, como meio basico para
a cultura de uma grande variedade de tecidos de diferentes espécies. Meios de
cultura s3o combinagdes de sais minerais (macro e micronutrientes),
carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento, podendo ser solidos
(adicionando-se agar ou outro agente para solidificacdo) ou liquidos, de acordo
com o protocolo para o sistema de cultivo (CALDAS et al., 1998).

O estudo da composi¢do dos sais minerais, suplementos organicos € o
balanceamento e tipo de reguladores vegetais para a indugdo da diferencia¢do da
parte aérea ou raiz das plantas (SANTOS et al., 2005). A composi¢do do meio
de cultura pode afetar varios fatores no cultivo in vitro, além disso, as técnicas
de cultivo in vitro podem auxiliar vantajosamente no estudo da produgdo,
acumulo e metabolismo de importantes metabdlitos secundarios
(PANAGIOTOPOULOS et al., 2000).

O meio basico MS de Murashige e Skoog (1962) foi desenvolvido a
partir de testes de suplementagdo do meio de White com extratos de folha de
fumo, sendo utilizado na cultura de diversas espécies (CALDAS et al., 1998). O
meio MS foi uma das primeiras formulagdes melhoradas utilizadas em cultura
de tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato, potassio e amoénio,
diferente do meio B5 (GAMBORG et al., 1968) que possui baixas
concentragdes de sais. Outro meio bastante utilizado ¢ o Woody Plant Medium
(WPM) elaborado por Loyd e McCown (1980), para propagagdo de plantas
lenhosas.

Basicamente, o meio de cultura ndo fornece apenas macro e
micronutrientes. Adicionalmente, visando o maior crescimento, incluem-se
compostos organicos, como vitaminas, aminoacidos e reguladores de
crescimento (BRONDANI et al., 2010). Dos componentes do meio de cultura,

os carboidratos proporcionam uma fonte de energia ao explante, sendo a
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sacarose o carboidrato mais comumente utilizado (CASTRO et al., 2010).
Dentre os componentes do meio de cultura, a dgua ¢ utilizada em maior
quantidade, razdo pela qual deve apresentar Otima qualidade. Impurezas
presentes na agua podem vir a afetar o desenvolvimento do explante in vitro,
portanto, deve-se destilar e deionizar a agua a ser empregada no preparo do meio
de cultura (SANTOS, 2003).

Um dos fatores que pode ter maior influéncia na propagagio in vitro é o
uso de reguladores de crescimento, também chamados de fitorreguladores. Na
micropropagacdo, sua influéncia ja foi constatada em vérios trabalhos, sendo
essas substancias, em muitos casos, indispensaveis ao bom desenvolvimento da
cultura in vitro, tanto no estabelecimento, quanto em fases posteriores, no
entanto, a resposta a esses reguladores de crescimento varia de acordo com a
espécie cultivada, bem como com as classes, tipos ¢ doses de fitorreguladores
utilizadas (PINHAL et al., 2011).

A constitui¢do do meio € baseada nas exigéncias das plantas quanto aos
nutrientes minerais, com algumas modifica¢cdes para atender em necessidades
especificas. Para isso, deve-se utilizar o meio apropriado que possibilite a
concentragdo de sais de que a espécie necessita, bem como a concentragdo e o
tipo de regulador de crescimento que aperfeicoe o processo de multiplicagdo

(RODRIGUES et al., 2013).

2.2.2 Producio in vitro de metabolitos secundarios

A cultura de células vegetais vem sendo utilizada para a producdo de
compostos de interesse as industrias de alimentos, cosméticos e farmacos (SHIM
et al.,, 2010). Em plantas medicinais, a cultura de tecidos tem auxiliado na
otimizacdo da produgdo de metabdlitos (ARIKAT, 2004). Os metabolitos

secundarios sdo essencialmente produzidos e extraidos a partir de plantas
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cultivadas no campo sobre a influéncia de variagdes sazonais ¢ a utilizacdo de
técnicas biotecnologicas apresenta-se como um recurso alternativo para a
producdo de farmacos (RODRIGUES; ALMEIDA, 2010).

Uma das estratégias para estudos sobre o controle metabodlico de
compostos secundarios € o uso da regeneragdo de plantulas in vitro, através de
cultura de brotos (VELLOSO et al., 2009). A cultura de células de plantas
fornece uma série de vantagens sobre os estudos com plantas integras, incluindo
a geracdo de material necessario para os estudos em torno de um ano, células
indiferenciadas, estado de desenvolvimento das células relativamente uniforme,
auséncia da interferéncia de microrganismos; e mais importante, o ciclo
vegetativo reduzido (CROTEAU et al., 2000).

A biossintese dos metabolitos secundarios e, consequentemente, dos
principios ativos em plantas medicinais e aromaticas depende de fatores
genéticos, fisiologicos e ambientais. Assim, os fatores que influenciam as
variagdes nas concentracdes destes principios em plantas devem ser avaliados,
visando obter uma matéria-prima de melhor qualidade, ja que a qualidade das
plantas medicinais esta relacionada ao seu teor de principios ativos e, portanto, a
sua eficacia terapéutica (FREITAS et al., 2004).

A cultura de tecidos possui condi¢des controladas de temperatura,
umidade e nutrigdo, fato capaz de manter durante o ano condi¢des adequadas
que viabilizem os estudos de metabolitos secundarios.

O interesse pela fisiologia do estresse e seus efeitos no conteudo de
metabdlitos secundarios em plantas em parte € explicado por querer se conhecer
as possiveis adaptacdes que poderiam ocorrer no metabolismo desses
compostos, maximizando a produg¢do de constituintes ativos de plantas
medicinais e condimentares (VERPOORTE et al.,, 1999). Os fitoquimicos

podem variar, tanto em qualidade, como em quantidade, em plantas cultivadas in
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Vvivo e in vitro, como demonstrado por Lucchesini et al. (2009) em estudo com
Echinacea angustifolia D.C.

Conforme Paulus et al. (2007), a quantificagdo dos componentes
existentes nos oleos essenciais tem sido bastante utilizada para avaliagdo da
qualidade dos 6leos essenciais. Os principais componentes quimicos do 6leo
essencial sdo obtidos submetendo-se uma amostra de O6leo a andlise
cromatografica associada a espectrometria de massas. Uma técnica que pode ser
empregada em cultura de tecidos devido ao baixo peso de amostra que necessita
¢ a de headspace estatico, sendo relativamente simples e de facil operagdo, ela
tem sido desenvolvida para melhorar a eficiéncia da extragdo para compostos
organicos volateis e semivolateis de amostras liquidas e solidas (MARTINEZ et

al., 2002).
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CAPITULO 2
Crescimento e producio in vitro de compostos volateis de Ocimum basilicum
L. sob a influéncia de fatores quimicos
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RESUMO

O manjericdo ¢ uma planta aromatica ¢ medicinal pertencente a familia
Lamiaceae de grande interesse econdmico devido ao seu oOleo essencial.
Objetivou-se identificar as condigdes mais adequadas de cultivo in vitro que
possibilitem melhor crescimento da planta e producdo de constituintes volateis
nas folhas de Ocimum basilicum. Para isso, foram realizados seis experimentos:
diferentes meios de cultura (MS, B5S ¢ WPM); diferentes concentragcdes do meio
MS (2MS, MS, 2MS e “%MS); orientagdo de inoculagdo (vertical e horizontal)
dos explantes, diferentes reguladores de crescimento (auxinas e citocininas),
estadio de desenvolvimento do explante e comparagdo da fragdo volatil entre a
planta matriz, aclimatizada e cultivada in vitro. O meio MS normal é o mais
indicado para o crescimento in vitro de O. basilicum. O segmento nodal
inoculado na orientacdo horizontal propicia maior crescimento das plantulas. O
estragol foi o constituinte mais abundante em plantulas de O. basilicum
cultivadas in vitro. O uso de auxinas isoladas possibilita o0 maior crescimento da
plantula in vitro, sendo o ANA responsavel pelo maior aumento dos teores de
linalol. Para as varidveis analisadas houve um comportamento crescente dos
valores no decorrer de 100 dias, porém plantulas de O. basilicum devem
permanecer por até dois meses em um mesmo meio de cultura, tanto para seu
crescimento quanto para a obtencdao de maiores teores de linalol. Ha diferengas
quantitativas e qualitativas da fracdo volatil entre a planta matriz, plantas
aclimatizadas e cultivadas in vitro.

Palavras-chave: Manjericdo. Planta medicinal. Micropropagagéo. Linalol.
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ABSTRACT

Basil is an aromatic and medicinal plant belonging to the Lamiaceae
family of great economic interest due to its essential oil. The aim of this research
was to study in vitro culture conditions for plantlet growth and volatile
constituent production in the leaves of Ocimum basilicum. Six experiments were
investigated: different culture media(MS, B5 and WPM); different MS salt
concentration (2MS, MS, MS . and "4 MS); different segments and explant
orientation (2MS, MS, MS % and Y% MS); different growth regulators (auxins
and cytokinins); developmental stage of the explant and comparison of the
volatile fraction among mother plant, acclimatized and plantlet. The MS medium
without fractionation is the most suitable for the in vitro growth of O. basilicum.
The nodal segments inoculated in horizontal orientation provide greater plantlet
growth. The estragole was the most abundant compound in O. basilicum plantlet
cultured in vitro. The auxin enhancement plantlet growth and NAA gave highest
levels of linalool. There was an increase in parameters analyzed during 100 days
of culture and plantlet should remain in culture for two months for growth and
achieve higher levels of linalool. There are quantitative and qualitative
differences among the volatile fraction of the mother plant, plants acclimatized
and cultured in vitro.

Keywords: Basil. Medicinal plant. Micropropagation. Linalool.
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1 INTRODUCAO

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), pertencente a familia Lamiaceae,
¢ uma planta anual ou perene, dependendo do local em que ¢é cultivado. Essa
espécie ¢ comercialmente cultivada para utilizagdo de suas folhas aromaticas, as
quais sdo usadas frescas ou secas como aromatizante ou tempero (BLANK et al.,
2005). O oleo essencial do manjericdo pode ser extraido de folhas e apices que
possuam inflorescéncias, comumente este processo ¢ realizado por meio de
hidrodestilagao para obtencao de linalol (FAVORITO et al., 2011).

Segundo Blank et al. (2007) o 6leo essencial de manjericdo da cultivar
Maria Bonita apresenta elevado rendimento comparado a outras cultivares e
possui substancias de importancia econdmica, terapéutica e condimentar, como
linalol, geraniol e 1,8-cineol. O linalol vem ganhando espago na agricultura
devido a suas propriedades antimicrobianas, inseticidas e repelentes, sendo
assim largamente usado como composto de partida para varias sinteses
importantes, como a do acetato de linalila, sendo muito util em operacdes
curativas, preventivas e na conservacao de graos (FERNANDES et al., 2004).

Uma das estratégias para estudos sobre o controle metabolico de
compostos secundarios é o uso da regeneragdo de plantulas in vitro, através de
cultura de brotos (VELLOSO et al., 2009). Os metabolitos secundarios sdo
essencialmente produzidos e extraidos a partir de plantas cultivadas no campo
sobre a influéncia de variagdes sazonais. A utilizagdo de técnicas
biotecnologicas apresenta-se como um recurso alternativo para a producao de
farmacos (NAVROSKI et al., 2012).

No Brasil, o manjericio ¢é cultivado principalmente por pequenos
produtores para a comercializagdo das folhas, podendo ser propagado de
maneira sexuada e assexuada, sendo que a propagacdo vegetativa ¢ uma

importante ferramenta que vem sendo amplamente utilizada visando manter
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variedades de importdncia econdmica e medicinal (SILVA et al, 2012;
EHLERT et al., 2004). Dentre essas técnicas, destaca-se a cultura de tecidos,
principalmente quando se deseja relacionar a presenga de metabdlitos
secundarios com o crescimento celular (RODRIGUES; ALMEIDA, 2010).

Cultura de células e tecidos vegetais vem sendo utilizadas como opgdes
ao uso da planta integra para o estudo e a producdo de diversos metabolitos
secundarios (OLIVEIRA et al., 2009). Alguns trabalhos t€ém demonstrado o
efeito de micronutrientes na morfogénese in Vitro e na produtividade de
metabolitos secundarios (AKITA et al., 2002; KUMAR et al., 2004). Diversos
critérios sdo importantes para o estabelecimento de cultivos in vitro, entre eles
estdo o tipo de meio de cultura, seguido do suplemento de reguladores de
crescimento, tipo de explante, entre outros (ZHANG et al., 2003), sendo
necessario encontrar as condigdes mais adequadas para cada espécie que se
pretende propagar e levar em conta que esses critérios podem afetar diretamente
a producao de metabdlitos secundarios.

Existem formulagdes distintas que devem ser ajustadas para cada
espécie, sendo o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) ¢ suas dilui¢des,
costumeiramente, as mais utilizadas. Estudo realizado por Reis et al. (2009),
mostrou que tanto o teor quanto a composi¢do quimica do dleo essencial de
Melissa officinalis foram influenciados pela concentragéo de sais do meio MS.

A suplementacdo de reguladores vegetais no meio de cultura também
interfere diretamente no crescimento das plantulas. As auxinas e citocininas sdo
substancias reguladoras essenciais para o desenvolvimento dos explantes e estdo
intimamente relacionadas com a divisdo celular e o crescimento do meristema
(CHAGAS et al., 2004). Segundo Silva et al. (2005) a adi¢ao de reguladores de
crescimento podem estar associados ao aumento do conteido de metabolitos
secundarios devido ao fato de os reguladores estimularem o desenvolvimento

vegetal.
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Com base no exposto, objetivou-se investigar diferentes condi¢des de
cultivo in vitro, a fim de determinar um método eficiente de micropropagagio e

de producdo de constituintes volateis de O. basilicum.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As analises
quimicas foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica do DAG/UFLA, em

Lavras-MG.

2.1 Fase de estabelecimento

Sementes de O. basilicum cv. Maria Bonita (P1197442-S3- bulk 13) de
plantas matrizes do Horto de Plantas Medicinal do DAG/UFLA foram coletadas
e semeadas em substrato comercial em bandeja de isopor com 128 células. O
material de propagacdo foi posto em casa de vegetagdo até produzirem nimero
suficiente de explantes que possibilitasse o inicio do estabelecimento.

Segmentos nodais foram utilizados como explantes para estabelecer as
culturas primarias. Os segmentos foram cortados em tamanho aproximado de 1
c¢m com o auxilio de uma lamina e lavados abundantemente com agua corrente e
sabdo neutro. Em seguida, foram imersos em solugdo de hipoclorito de sédio
comercial a 50% e mantidos sob agitagdo constante, por 15 minutos, seguido de
cinco lavagens em dgua destilada e autoclavada, sob capela de fluxo laminar.

Apods a assepsia, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio ¥2MS suplementado com 15 g/L de sacarose com pH

ajustado para 5,7+0,1 e mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
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h luz/8 h escuro, sob intensidade luminosa de 25 pmol m 2 s™, a temperatura de
26+1°C.

Depois de estabelecidas, as plantulas foram multiplicadas no mesmo
meio do estabelecimento e mantidas nas mesmas condi¢des de cultivo para
formacao de um estoque de plantulas que foram usadas nos experimentos.

Plantulas estabelecidas in vitro em meio de cultura %2MS com 40 dias

foram utilizadas como fonte de explante para a realiza¢do dos experimentos.

2.2 Condicoes gerais dos experimentos

Foram realizados 6 experimentos descritos a seguir. Para todos os
experimentos foram seguidas as mesmas condig¢des de cultivo. O meio de cultura
foi solidificado com 6 g/L de agar, o pH ajustado para 5,7+0,1. Apos o preparo,
o meio foi autoclavado a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Depois da inoculagao,
os tubos foram fechados com tampas plasticas e vedados com parafilme,
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas
escuro, sob intensidade luminosa de 25 pmol m 2t a temperatura de 26+0,1
°C.

Aos 40 dias foram avaliados o numero de folhas, nos; namero, altura
(cm) e biomassa seca das brotagdes (mg); nimero, comprimento (cm) e
biomassa seca de raiz (mg), assim como a analise quimica da fragdo volatil das
folhas. A altura da brotacdo e o comprimento das raizes foram determinados
com o auxilio de uma régua. Para a altura, a medi¢do foi feita da base da
brotagdo até a gema apical. Para a determinacdo da biomassa seca, as brotagdes
e as raizes foram colocadas em sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa
de circulacdo forgada de ar, a 40 °C, por 5 dias. Apos esse periodo, o material

vegetal foi mensurado em balanca de precisao.
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2.2.1 Diferentes meios de cultura

Segmentos nodais com 1 cm foram inoculados em 3 meios de cultura:
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), BS (GAMBORG et al., 1968) ¢ WPM
(LOYD; MCCOWN, 1980).

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7

repeticdes, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo.

2.2.2 Variacoes da concentracio dos sais do meio basico MS

Segmentos nodais com 1 cm foram inoculados em quatro variagdes do
meio MS: o dobro das concentragdes dos sais do MS (2MS), MS na sua
formulagdo original (MS), metade da concentragdo dos sais do MS (/2MS) e um
quarto da concentragdo dos sais do MS (“4MS). Todas as variagdes do MS foram
suplementadas com 30 g/L de sacarose.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7

repeti¢des, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo.

2.2.3 Orientacao de inoculacio do segmento nodal

Os segmentos nodais com tamanho de 1,0 cm foram cultivados em meio
basico MS suplementado com 30 g/L de sacarose. O segmento foi inoculado na
posigdo vertical e horizontal.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7

repeti¢des, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo.
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2.2.4 Efeito dos reguladores de crescimento

Segmentos nodais com 1 cm foram inoculados em meio basico MS
suplementado com 30 g/L e diferentes reguladores de crescimento: 1) controle
(auséncia de reguladores), 2) AIA + BAP, 3) AIB + BAP, 4) ANA + BAP, 5)
AIA + TDZ, 6) AIB + TDZ, 7) ANA + TDZ, 8) TDZ, 9) BAP, 10) AIA, 11)
AIB e 12) ANA, sendo as auxinas e citocininas nas concentragdes de 0,5 mg L™
e 2,0 mg L' respectivamente, totalizando 12 tratamentos.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticdes,
sendo 13 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo. Para este
experimento também foi avaliada a porcentagem de calogénese, bem como a

biomassa seca dos calos.

2.2.5 Estadio de desenvolvimento do explante

Segmentos nodais de plantulas estabelecidas foram utilizados para o
fornecimento do explante. Os segmentos nodais foram cultivados em meio
basico MS suplementado com 30 g/L de sacarose sem adi¢do de reguladores de
crescimento.

Para a determinagdo da andlise de crescimento foram realizadas

avaliagOes de crescimento em intervalos de 10 dias até o 100° dia de cultivo.

2.2.6 Producio de constituintes volateis na planta matriz, plantula in vitro e

aclimatizada

A produgédo de constituintes volateis da planta matriz, plantula in vitro e

aclimatizada foram comparadas qualitativa e quantitativamente.
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A planta matriz foi cultivada em canteiros a pleno sol e suas folhas
foram coletadas logo apos a floracdo. Plantulas de 60 dias com o sistema
radicular desenvolvido foram retiradas dos tubos de ensaio e cuidadosamente
lavadas com agua corrente, para eliminar os residuos do meio de cultura. Em
seguida, foram transplantadas para bandejas com substrato comercial. As
plantulas foram mantidas em casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente,
temperatura mantida em torno de 26 °C e sombreamento parcial obtido com
sombrite de 70% de sombreamento por 15 dias. Logo ap6s esse periodo foram
transferidas para outra casa de vegetacdo sem sombrite e com sistema de
fertirrigacdo (Quadro 1). Apds 60 dias as folhas foram coletadas para a avaliacdo
da fragdo volatil.

Para a avaliagdo in vitro, plantulas com 40 dias cultivadas em meio MS

suplementado com 30 g/L de sacarose foram analisadas.

Componente g/250 L
Nitrato de Calcio 190
Sulfato de Amonia 56,25
MAP 27,5
Cloreto de Potassio 100
Sulfato de Magnésio 93,75
Tenso Ferro 11
Sulfato de Manganés 1,68
Acido Bérico 0,82
Sulfato de Zinco 0,14
Sulfato de Cobre 0,09
Molibidato de Sodio 0,0125

Quadro 1 Solugdo de fertirrigagdo.

2.3 Analises quimicas da fracao volatil

Para extracdo da fragdo volatil empregou-se a técnica de headspace
estatico. Para isso, utilizou-se do extrator/amostrador headspace automatico

CombiPAL Autosampler System (CTC Analytics AG, Switzerland) acoplado ao
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sistema de CG/EM. Apobs procedimentos de otimizagdo das condi¢des
operacionais, estabeleceram-se 30 min de incubagdo das amostras a 110 °C e a
temperatura da seringa foi programada para 120 °C. Folhas foram coletadas de
plantulas cultivadas in vitro ¢ secas em estufa de circulagdo de ar a 40 °C.
Aliquotas de 90 mg de folhas secas, em duplicatas, que foram acondicionadas
em vial para headspace de 20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE até a
analise; 500 pL da fase de vapor foram injetados na coluna cromatografica.

As analises quimicas da fragdo volatil foram realizadas em um sistema
de cromatografia em fase gasosa Agilent® 7890A acoplado a um detector
seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Tchnologies, California,
EUA), operado por ionizagdo de impacto eletrdnico 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-5SMS (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme)
(California, EUA).

O gas hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min;
as temperaturas do injetor e da linha de transferéncia para o0 MS foram mantidas
em 230 °C. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C, seguido por uma rampa
de temperatura de 4 °C/min até 130 °C e, em seguida, de uma rampa de 10
°C/min até 250 °C. A injecdo foi realizada no modo split a uma razio de injegdo
de 1:50. As concentragdes dos constituintes presentes na fragdo foram expressas
pela porcentagem de area relativa dos picos cromatograficos do cromatograma
total de ions.

Os componentes foram identificados por comparagdo de seus indices de
retengdo relativos calculados com indices de retencdo de literaturas (ADAMS,
2007; DAVIES, 1990) e por comparacdo dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/NHI (NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007).
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Os indices de retencdo (IR) foram calculados através da coinje¢do com a
mistura de hidrocarbonetos, Cs-Cy (Sigma, EUA), e com a aplicag@o da equagio

de Van Den Dool e Kratz (1963).

2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA pelo teste F (p<0,05) e
as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05),

utilizando-se o software Sisvar”, versdo 5.0 (FERREIRA, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diferentes meios de cultura

A concentragdo de sais pode estimular o crescimento celular ou podem
ser muito salino para algumas espécies na fase de crescimento. Os explantes
foram cultivados em diferentes meios de cultura para testar o melhor meio de
estabelecimento. O meio B5 contém em sua composicdo 3,28 g/L de sais; o
WPM 2,68g/L ¢ o MS 4,63g/L. Em relagdo a concentracdo de nitrogénio o B5
contém 26,75 mM; o WPM 14,70 mM e o MS 60,01 mM.

Dentre os diferentes meios de cultura avaliados, o meio MS obteve
maior ganho de biomassa seca de brotacdo ndo sendo muito salino para esta
espécie (Tabela 1). O nitrogénio é um elemento mineral muito importante para o
crescimento do explante por ser um elemento essencial para a formacgdo de
aminoacido, acidos nucleicos, etc. Plantulas cultivadas nos meios com maior
concentragdo de nitrogénio (MS e BS5) obtiveram maior altura. Para os

pardmetros numero de folhas, nds e brotos ndo houve diferenga (Tabela 1).
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A menor concentragdo de sais num meio de cultura pode favorecer o
crescimento radicular (COUTO et al., 2003). Neste caso a menor concentragao
ndo foi a que estimulou maior crescimento radicular (Tabela 1). Dos meios
utilizados, observou-se que o WPM foi o menos eficiente para formagao do

sistema radicular adventicio (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 Média do numero de folhas (NF), nés (NN); nimero (NB), altura (AB),
biomassa seca das brotagdes (BSB); numero (NR), comprimento (CR) e
biomassa seca de raiz (BSR) de O. basilicum em diferentes meios de cultura
aos 40 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Meios de AB BSB CR BSR
cultura NF NN NB (cm) (mg) NR (cm) (mg)
MS 20 a 3a 3a 447a 31,01a 4b 253a 507a
B5 20 a 3a 3a 454a 23,13b 6a 2,84 a 7,36 a

WPM 16a Ja 2a 384b  19,15b  4b 1,99b 3,790
CVv 14,66 14,73 15,07 21,92 16,12 16,03 2526 30,23
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Em estudos de cultura de tecidos, identificar o melhor meio de cultivo
para a espécie em questdo ¢ de grande relevancia para o sucesso do cultivo in
vitro. O meio basico MS, apesar da sua elevada concentragdo de sais, ¢ 0o meio
que possibilita melhor crescimento de diversas espécies. Disarz ¢ Corder (2009)
trabalhando com diferentes meios observaram que o meio MS promoveu melhor
crescimento em explantes de Acacia mearnsii de Wild., assim como em Melia
azedarach, em que sobressairam-se os efeitos positivos do meio MS, com sua
constitui¢do completa de sais, ao serem testados os meios MS, 2 MS, WPM e

B5 (HUSAIN; ANIS, 2009).
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Figura 1 Plantulas de O. basilicum cultivadas in vitro em diferentes meios de cultura aos
40 dias. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Nas plantulas de O. basilicum cultivadas nos diferentes meios de cultura
(MS, B5 e WPM) foram identificados 23 constituintes quimicos perfazendo 97%
da composi¢do quimica total da fragdo volatil (Tabela 2). Nao foram observadas
diferengas quimicas quantitativas e qualitativas significativas entre a fragdo

volatil das plantulas cultivadas nos diferentes meios de cultura.
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Tabela 2 Constitui¢do quimica da fragdo volatil de plantulas de O. basilicum no cultivo
in vitro em diferentes meios de cultura (MS, B5S ¢ WPM). UFLA, Lavras,

MG, 2013.
a MS B5 WPM
COMPOSTOS IR Area % +DP  Area % +DP  Area % + DP
mirceno 990 nd 0,35+ 0,05 0,41+0,14
octanal 1003 0,15+ 0,01 0,17 £0,03 0,34 £ 0,01
1,8-cineol 1031 8,07 £ 0,96 7,86 £1,12 9,40 £ 0,65
ocimeno 1046 1,27 £0,21 1,42 +£ 0,26 1,96 £ 0,46
y-terpineno 1067 0,21 £0,05 0,18 0,04 0,22 +0,03
terpinoleno 1089 0,71 £0,19 0,54+ 0,04 0,73 £ 0,12
linalol 1101 7,35 +4,77 5,72 +£2,07 6,62 + 3,04
canfora 1145 0,43 + 0,09 0,35+ 0,05 0,38 0,01
p-ment-1-en-8-ol 1168 0,08 £ 0,03 0,06 £ 0,03 0,07 £ 0,02
estragol 1202 74,74 £ 5,74 74,55 £ 3,67 69,24 + 1,28
acetato de fenchila 1221 0,20 + 0,03 0,13+ 0,02 0,24 + 0,01
neral 1242 0,10+ 0,04 0,06 £ 0,03 0,13 £ 0,05
geranial 1272 0,11+0,05 0,07 +£ 0,04 0,15+ 0,06
acetato de bornila 1287 0,08 0,01 0,06 + 0,01 0,09 + 0,02
geranato de metila 1325 0,09 £+ 0,00 0,05+ 0,00 0,06 + 0,02
b-cubebeno 1393 0,06 + 0,02 tr 0,13 £ 0,02
metileugenol 1407 1,02 £0,37 3,97 £1,25 4,03 +£2,20
b-cariofileno 1424 0,93 + 0,04 0,64 + 0,07 0,81 + 0,04
a-bergamoteno 1441 1,81 +£ 0,42 1,51 £0,15 1,68 £ 0,15
a-humuleno 1459 0,40 + 0,03 0,22 + 0,07 0,33 + 0,07
germacreno D 1486 0,35+0,13 0,20+0,10 0,21 £0,11
t-cadineno 1518 0,22 + 0,05 0,12 + 0,08 tr
t-cadinol 1548 0,22 £ 0,00 0,12 +£0,03 0,16 £0,1
Total identificado (%) 98,61 98,36 97,38
Numero de Compostos 22 23 23

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna HP-5MS.

DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).

O dleo essencial de O. basilicum possui altas propor¢des de derivados

fendlicos, tais como o eugenol e estragol, frequentemente combinado com

diferentes proporg¢des de linalol, um monoterpeno (LEWINSOHN et al., 2000).

No entanto, O. basilicum Maria Bonita ¢ uma cultivar de manjericdo

desenvolvida para conter elevados teores de linalol (= 80%) (BLANK et al.,

2007).
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Os 3 constituintes de maior teor estdo na Tabela 3. As folhas de
plantulas de O. basilicum apresentaram teores de linalol abaixo do esperado
(7,35% - MS; 5,72% - BS5 e 6,62% - WPM). Em contrapartida, o constituinte
majoritario das plantulas foi o estragol, com teores de 74,74% para o MS,
74,55% para o meio B5 e 69,24% para o WPM.

De acordo com Lewinsohn et al. (2000), a biossintese desses
constituintes estd relacionada com as concentragdes ¢ atividades de enzimas
chaves das vias biossintéticas. Esses autores evidenciaram que folhas jovens de
O. basilicum apresentaram elevados niveis de atividade da chavicol O-
metiltransferase, mas a atividade foi insignificante nas folhas mais velhas,
indicando que a O-metilagdo de chavicol, para biossintetizar o estragol, ocorre
principalmente durante o desenvolvimento precoce da folha.

Quanto ao 1,8-cineol observaram-se teores entre 7,86% a 9,40%, o quais
corroboram com aqueles relatados por Blank et al. (2007) para a cultivar Maria
Bonita (8,77%).

Tabela 3 Teores de trés constituintes da fragdo volatil em plantulas in vitro de O.

basilicum cultivadas em diferentes meios de cultura (MS, B5 ¢ WPM).
UFLA, Lavras, MG, 2013.

a MS B5 WPM
COMPOSTOS IR Area % Area % Area %
1,8-cineol 1031  8,07+0,96 7,86 £ 1,12 9,40 + 0,65
linalol 1101  7,35+4,77 5,72 +£ 2,07 6,62 + 3,04
estragol 1202 74,74+ 5,74 74,55 £ 3,67 69,24 + 1,28
Total identificado (%) 90,16 88,13 85,26

*Indice de retencéo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna HP-5MS.

3.2 Variacoes da concentrac¢ao dos sais do meio basico MS

O meio de cultura MS ¢ o mais usado na cultura de tecido, do qual
muitas variacdes de meios tém sido desenvolvidas. E um meio muito rico em

sais e pode afetar o crescimento das espécies. Para avaliar as respostas de



52

crescimento e producédo da fragdo volatil de O. basilicum avaliaram-se diferentes
concentragoes de sais do meio MS no crescimento do segmento nodal.

O meio MS na sua formulacdo original bem como na metade da
concentragdo dos sais estimulou o crescimento do explante (Tabela 4). A
concentragdo de 30 e 60 mM de nitrogé€nio estimulou o crescimento do explante,
no entanto, uma diminui¢do (15 mM) ou aumento (120 mM) das concentragdes
afetou no crescimento do explante (Tabela 4 e Figura 2).

Estudos revelaram que a variagdo na composi¢do quimica do meio
basico MS influencia significativamente no crescimento das espécies (RIBEIRO
et al., 2007; ASSIS et al., 2012). Para cada espécie o equilibrio de sais no meio
de cultura ¢ fundamental para a boa nutri¢éo da plantula in vitro. Normalmente,
baixas concentragdes de sais estimulam o enraizamento das espécies (GOLLE et
al., 2012; SORACE et al., 2008). Para O. basilicum nio foi diferente, sendo o
2MS responsavel pelo maior incremento de biomassa seca. Nesta espécie altas

concentragdes de sais inibiram o sistema radicular (Tabela 4).

Tabela 4 Média do niimero de folhas (NF), n6s (NN), numero (NB), altura (AB),
biomassa seca das brotagdes (BSB), numero (NR), comprimento (CR) e
biomassa seca de raiz (BSR) de O. basilicum nas variagdes do meio MS aos
40 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Variacoes AB BSB CR BSR
doms NFONNNE T em) mg ™ em) (mg)
2MS 14b 2b 2a 1,3b 82c¢ Oc 0,0c 0,0c
MS 23a 3a 2a 53a 28,5a 6a 2,1a 3,0b

“MS 20a 4a 2a 51a 24,5b 5a 2,7a 7,0a
A N 10 ¢ 2b 2a 0,8 ¢ 8,4c 3b 1,3b 0,5¢

Cv 17,40 16,73 10,66 27,54 28,24 29,35 21,37 27,78

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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2MS MS LMSY  MS
Figura 2 Plantulas de O. basilicum nas variagdes do meio MS aos 40 dias de cultivo.
UFLA, Lavras, MG, 2013.

ol

A concentragdo de sais do meio MS influenciou na qualidade e no teor
dos constituintes da fragdo volatil das folhas de plantulas de O. basilicum
(Tabela 5). A elevada concentracdo de sais do meio 2MS inibiu a sintese de
mirceno, octanal, §-3-careno, y-terpineno, camphor, p-ment-1-en-8-ol, acetato de
bornila e nerila, b-farneseno e b-bisaboleno. Sendo esse o meio o qual
apresentou menor nimero de picos detectados. Ja as demais concentragdes de

sais do meio MS foram detectados entre 21 a 23 constituintes.
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Tabela 5 Constitui¢do quimica da fragdo volatil de plantulas de O. basilicum no cultivo
in vitro na variagédo dos sais do MS. UFLA, Lavras, MG, 2013.

a 2MS MS sMS YisMS
COMPOSTOS R Area%=DP Area%=DP  Area%+DP  Area%=DP
a-pineno 933 0,32 +0,22 0,80 £ 0,07 0,64 £0,01 0,45+ 0,00
sabineno 973 0,32+ 0,26 0,79 + 0,06 0,54 + 0,03 0,44 + 0,01
b-pineno 977 0,64 + 0,48 1,51 £ 0,08 1,08 £ 0,06 0,93 £ 0,05
mirceno 991 nd 0,52 + 0,09 0,46 + 0,04 0,24 + 0,00
octanal 1003 nd 0,14 £ 0,00 0,10+ 0,01 nd
6-3-careno 1011 nd 0,15+ 0,01 nd 0,10+ 0,01
limoneno 1029 0,24+ 0,17 0,49 + 0,04 0,48 £ 0,01 0,30 £ 0,00
1,8-cineol 1031 5,38 £4,31 12,29 + 0,64 8,69 + 1,03 7,05+0,13
ocimeno 1047 0,98 + 0,88 2,28 £ 0,33 1,73+ 0,17 1,63 +0,02
y-terpineno 1067 nd 0,31 +0,01 0,24 + 0,03 0,16 £ 0,00
terpinoleno 1089 0,39 £ 0,23 0,46 £ 0,01 0,60 £ 0,13 0,27 £ 0,01
linalol 1104 0,58 £0,42 1,89 £0,96 4,47 +£1,19 0,18 £0,05
camphor 1142 nd 0,56 +0,01 0,40 £0,03 0,39+0,01
p-ment-1-en-8-ol 1168 nd 0,12+ 0,00 0,09 + 0,02 nd
a-terpineol 1192 0,36 + 0,25 0,52 + 0,02 0,48 £ 0,07 0,34 £ 0,02
estragol 1203 73,46 +19,15  71,52+2,53 74,51 +2,28 66,10 + 3,85
acetato de bornila 1287 nd nd nd 0,17 +0,02
acetato de nerila 1386 nd 0,11+0,01 nd 0,33 +0,01
metileugenol 1408 12,47 £ 9,83 2,324+ 0,01 1,15+ 0,01 13,29 £2,73
b-cariofileno 1424 0,71 +£ 0,04 0,40 £ 0,03 0,81 + 0,08 1,42 +0,20
a-bergamoteno 1441 2,50 + 0,68 1,80 + 0,06 1,77 £ 0,05 3,39+0,51
a-humuleno 1460 0,21 +£0,04 0,13 £ 0,03 0,23 £ 0,02 0,74 £0,11
b-farneseno 1462 nd 0,29 + 0,02 0,12+ 0,00 0,54+ 0,07
germacreno D 1486 0,24 + 0,02 0,17 £ 0,02 0,32+ 0,03 0,17 £0,03
b-bisaboleno 1489 nd nd nd 0,27 +0,08
Total 98,80 99,57 98,90 98,90
identificado (%) ’ i ’ i
Nimero de 15 23 21 23
compostos

[ndice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyy) em coluna HP-5MS.

nd = ndo detectado.

Nas diferentes concentragdes de sais do meio MS, o estragol teve o

maior teor com pequena variagdo entre os meios de 66,10% a 74,51%. Em todos

os meios ocorreu a presenca do linalol (0,18% - 4,47%), mas em baixas

quantidades. Maiores teores de 1,8-cineol foram obtidos no meio MS, porém
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teores proximos foram detectados no 2MS e “4MS. O dobro das concentragdes

dos sais diminuiu consideravelmente a producdo desse constituinte (Tabela 6).

Tabela 6 Teores de trés constituintes da fragdo volatil em plantulas in vitro de O.
basilicum cultivadas em diferentes concentragdes do meio MS. UFLA,
Lavras, MG, 2013.

. 2MS MS V,MS Y.MS
COMPOSTOS IR Area%=+DP  Area%z=DP  Area%+DP  Area%=DP
1,8-cineol 1031 538 £431 1229+0,64 8,69+1,03  7,05+0,13
linalol 1104 0,58 0,42 1,89 0,96 447+ 1,19  0,18+0,05
estragol 1203 73,46+19,15 71,52+253 7451+228 66,10 +3,85

Total 79,42 85,7 87,67 7333

identificado (%)

[ndice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyy) em coluna HP-5MS.

Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra,
podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes
compostos (MORALIS, 2009). Varia¢des temporais e espaciais no conteudo total,
bem como as proporgodes relativas de metabolitos especiais em plantas ocorrem
em diferentes niveis e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressao
pode sofrer modificacdes resultantes da interagdo de processos bioquimicos,
fisiologicos, ecologicos e evolutivos (HARTMANN, 1996). Segundo Kutchan
(2001), os metabolitos especiais representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ frequentemente afetada

por condi¢des ambientais.

3.3 Orientacao de inoculacio do segmento nodal

A fonte de explante ¢ de grande importdncia para o bom
desenvolvimento das culturas in vitro, teoricamente, a cultura de tecidos pode
ser iniciada a partir de diferentes tipos de explantes, entretanto a regenerago in

vitro é mais facilmente induzida em alguns orgdos e/ou tecidos (REY et al.,
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2009) e determinar a posi¢ao correta de inoculacdo se torna de grande
importancia para a boa condugao da cultura.

A orientagdo de inoculagdo de segmentos nodais de O. basilicum
influenciou nas variaveis de numero de folhas, biomassa seca de brota¢do, bem
como para numero ¢ biomassa seca de raiz (Tabela 7), sendo a orientagdo de
inoculacdo horizontal a que apresentou as melhores respostas, as demais

variaveis nao diferenciaram entre si.

Tabela 7 Média do nimero de folhas (NF), n6és (NN); numero (NB), altura (AB),
biomassa seca das brotagdes (BSB); numero (NR), comprimento (CR) e
biomassa seca de raiz (BSR) de O. basilicum inoculado na vertical e
horizontal. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Orientacdo NF NN NB AB BSB NR CR BSR

(cm) (mg) (cm)  (mg)

Vertical 17b 4a 2a 8,5a 33,15b 5b 3,05a 5,36 b
Horizontal 20a 4a 2a 9,9 a 47,42 a 6a 3,06a 7,53 a

CcV 12,75 1220 10,00 1500 1431 12,86 2507 2452

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

No cultivo in vitro de mirtilo, Erig e Schuch (2006) observaram que os
explantes cultivados horizontalmente no meio de cultura tiveram melhor
desenvolvimento. Os mesmos autores também afirmaram que melhor resultado
obtido com os explantes cultivados na horizontal, possivelmente, se deve ao
maior contato do explante com o meio de cultura, ndo apenas através da base
cortada, mas de toda sua superficie, favorecendo a absor¢do de agua, de
nutrientes, além da quebra da domindncia apical. Com uma maior area de
contato para absor¢do de nutrientes e consequentemente melhorando a nutrigdo
do explante, o segmento inoculado na horizontal formou plantulas mais

vigorosas (Figura 3).
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Figura 3 Plantulas de O. basilicum no cultivo in vitro inoculadas na orientagdo vertical
(A) e horizontal (B). UFLA, Lavras, MG, 2013.

Embora a posi¢do de inocula¢do horizontal tenha indicado as melhores
respostas de crescimento, ndo foram observadas diferengas qualitativas e
quantitativas da fragdo volatil. Um total de 34 constituintes quimicos representa

mais de 98% da composi¢do quimica da fragao volatil (Tabela 8).
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Tabela 8 Constituicdo quimica da fragdo volatil de plantulas de O. basilicum com o
segmento nodal inoculado na orienta¢do vertical e horizontal. UFLA, Lavras,

MG, 2013.
a Seg. Nodal Vertical  Seg. Nodal Horizontal

COMPOSTOS R Area%+DP Area%=DP
a-pineno 933 0,75+0,02 0,54+0,04
camphene 948 0,10+0,01 0,07+0,00
sabineno 973 0,80+0,00 0,51+0,11
b-pineno 977 1,46+0,00 0,99+0,20
6-metil-5-hepten-2-ona 986 0,18+0,14 0,19+0,14
mirceno 991 0,63+0,02 0,45+0,10
octanal 1003 0,26+0,03 0,29+0,04
limoneno 1028 0,58+0,00 nd
1,8-cineol 1031 10,76+0,05 7,57+1,94
ocimeno 1047 1,57+0,31 1,41+0,25
y-terpineno 1067 0,26+0,01 0,19+0,05
terpinoleno 1089 0,61+0,03 0,57+0,11
linalol 1101 19,92+10,81 17,98+13,38
canfora 1145 0,37+0,06 0,27+0,05
borneol 1167 0,09+0,00 0,07+0,02
a-terpineol 1192 0,50+0,02 0,39+0,07
estragol 1201 51,90+11,57 60,45+18,51
acetato de fenchila 1221 0,15+0,00 0,17+0,10
neral 1242 0,68+0,65 0,55+0,42
geranial 1271 0,77+0,74 0,60+0,45
acetato de bornila 1287 0,07+0,00 0,07+0,02
geranato de metila 1325 0,25+0,20 0,24+0,04
eugenol 1358 0,12+0,05 0,05+0,01
acetato de nerila 1384 nd 0,06+0,02
b-cubebeno 1393 0,09+0,03 0,08+0,03
metileugenol 1408 1,81+1,00 1,25+0,44
b-cariofileno 1424 1,10+0,08 0,93+0,03
a-bergamoteno 1441 2,02+0,04 1,79+0,43
a-humuleno 1459 0,43+0,01 0,35+0,06
b-farneseno 1462 0,08+0,03 0,09+0,07
germacreno D 1485 0,34+0,13 0,33+0,17
b-bisaboleno 1488 0,10+0,00 0,09+0,02
a-bulneseno 1509 0,10+0,03 0,09+0,02
t-cadinol 1548 0,22+0,02 0,19+0,02

Total identificado (%) 99,05 98,38
Nimero de compostos 33 33

[ndice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyy) em coluna HP-5MS.
DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).



59

3.4 Efeito dos reguladores de crescimento

Uma boa formacgdo de folhas ¢ fundamental para o bom crescimento da
plantula in vitro ¢ no caso do O. basilicum é importante também para a sintese
do ¢6leo essencial o qual ocorre nesse orgao da planta. Referente a isto, os
resultados demonstraram que a auséncia de regulador de crescimento teve menor
producdo de folhas, ndo diferenciando dos tratamentos que utilizaram ANA +
BAP, ANA + TDZ e TDZ (Tabela 9). Os demais tratamentos foram benéficos
para aumentar a formag¢@o de folhas na plantula ndo diferenciando entre si. Para
a variavel nimero de nds, as auxinas isoladas e as combinacdes de AIA e AIB

com TDZ ndo diferenciou do controle.

Tabela 9 Média do nimero de folhas (NF), nds (NN); nimero (NB), altura (AB) e

biomassa seca de brotagdes (BSB), % calogénese (%C), biomassa seca de
calos (BSC); numero (NR), comprimento (CR) e biomassa seca de raiz (BSR)
de O. basilicum aos 40 dias de cultivo in vitro em diferentes reguladores de
crescimento. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Trat.

0,5+2,0 NF NN NB AB BSB %C BSC NR CR BSR
(mg/L) (cm) (mg) (mg) (cm)  (mg)
AIA+BAP 17a 2b 2b 19d 253b 820b 31,7d 0d 0,0e 0,0d
AIB+BAP 15a 2b 2b 1,6d 207b 973a 220d 2c 2,0d 19¢
ANA+BAP 12b 1b 3a 15d 17,8b 100a 833b 0d 0,0e 0,0d
AIA+TDZ 16a 3a 2b 51b 287a 100a 751b 4b 6,1b 3,6a
AIB+TDZ 17a 3a 2b 45b 278a 973a 569c¢ 2c 2,3d 19¢
ANA+TDZ 12b 2b 2b 32c¢ 20,6b 973a 955a lc 2,2d 2,7b
TDZ 13b 2b 2b 29c¢ 250b 873b 18,7d lc 0,6 ¢ 1,7¢

BAP 16a 2b 3a 16d 313a 847b 1l6e lc 1,9d 1,6 ¢

AIA 18a 4a 2b 73a 36,0a 11,7d 2,0f 6a 8,7b l4c
AIB 18a 3a 2b 6,6a 33,6a 643c 1,5f 6a 9,7b 1,9¢
ANA 16a 3a 2b 6,8a 427a 693c 20,7d 5b 13,7a 1,8¢
Controle 14b 3a 2b 46b 172b 0,0d 0,00f 6a 1,8¢ 43¢
CV 11,3 11,6 6,10 15,9 22,4 9,53 26,02 25,1 21,1 16,1

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Scott-Knott (p<0,05).
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O balanceamento dos reguladores de crescimento teve efeito no
crescimento das plantulas. Na Tabela 9 pode-se observar que maiores niimeros
de brota¢des foram observados na presenga do BAP e na combinagdo ANA +
BAP, mostrando que esta citocinina apresentou efeito positivo para a formagao
de brotagdes. Estes resultados corroboram com Dode et al. (2003) que
demostraram que o BAP induziu aumento no nimero de explantes com brotos e
no niumero de brotos/cotilédone. Para Rout et al. (2000), a adi¢do de auxinas e
citocininas exodgenas tém um importante papel na indugdo e crescimento de
brotacdes.

As auxinas isoladas foram responsaveis pelo incremento da altura das
plantulas cultivadas in vitro, ndo diferenciando entre si, bem como para a
biomassa seca de brotagdo que para esta varidvel também nao diferenciou das
combinagdes AIA e AIB com TDZ e o BAP isolado, provavelmente devido ao
maior nimero de brotagdes que ocorre na presenga das citocininas.

A utilizagdo dos reguladores de crescimento induziu a formagao de calos
na base do explante, apenas no controle ndo ocorreu a calogénese. Maiores
valores foram observados na presenga da combinagdo de auxinas com
citocininas, sendo a combinacdo ANA + TDZ responsavel pelo maior
incremento de biomassa seca de calos.

Nao houve formagdo de raizes nas combina¢des de BAP com AIA e
com ANA (Tabela 9 e Figura 4), maiores numeros de raizes foram observados
no controle e na utilizagdo de AIA e AIB isolados, porém a utilizacdo de ANA
apresentou efeito positivo para o crescimento das raizes. Ja para biomassa seca
de raizes, o AIA + TDZ acumulou maiores valores, resultados que discordam de
Dode et al. (2003) que trabalhando com a mesma espécie nido observaram
formagdo de raizes na presenca de ANA, mesmo quando combinadas com
diferentes concentragdes de citocinina. Estes resultados corroboram com Rosado

et al. (2009) que ndo observaram formagdo de raizes no cultivo in vitro de
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manjericdo, o Unico tratamento que apresentou inducdo de formagdo de raizes
foi o tratamento sem o acréscimo de regulador de crescimento.

Aidam et al. (2008) demonstraram a capacidade morfogenética de O.
gratissimum a partir de segmentos nodais cultivados em diferentes
concentragdes de auxinas e citocininas, os autores concluiram que ANA ou AIB
diminuiram a calogénese e o crescimento de raizes, j4 o BAP ou cinetina

induziram a emissdo de brotos.

Figura 4 Plantulas de O. basilicum cultivadas in vitro suplementado com diferentes
reguladores de crescimento aos 40 dias. UFLA, Lavras, MG, 2013.



62

A produgdo quantitativa e qualitativa da fragdo volatil pode alterar com
a ontogenia, taxa fotossintética, fotoperiodo, qualidade de luz, mudancas de
estacdo, nutricdo, salinidade, temperatura, estrutura de armazenamento,
reguladores de crescimento e cultivo in vitro (PRINS et al., 2010; SANGWAN
et al., 2001).

A concentracdo e o tipo de regulador de crescimento suplementado ao
meio de cultura sdo fatores que podem resultar em respostas diferentes. O
manjericdo contém nos 6leos essenciais fenilpropanoides e terpenoides. Na
analise da fracdo volatil foram identificados 37 compostos, contendo mais de

98% da composic¢do quimica nas plantulas (Tabela 10).
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Tabela 10 Constituigdo quimica da fragdo volatil de plantulas de O. basilicum no cultivo
in vitro em diferentes reguladores de crescimento. UFLA, Lavras, MG, 2013.

a MS AIA+BAP AIB+BAP ANA+BAP
COMPOSTOS IR Area%=DP Area%=DP  Area%zDP  Area%+DP
a-pineno 933 0,59+0,01 0,32+0,06 0,22+0,05 0,31+0,02
canfeno 948 nd nd nd nd
sabineno 973 0,54+0,04 0,35+0,03 0,17+0,03 0,27+0,01
b-pineno 977 1,124+0,04 0,73+0,05 0,38+0,07 0,58+0,02
O-metil-5-hepten- o5 () 651042 nd nd nd
2-ona
mirceno 990 0,48+0,08 0,22+0,06 0,14+0,05 0,18+0,01
octanal 1003 tr 0,15+0,00 tr 0,13+0,06
limoneno 1028 0,44+0,03 0,30+0,07 0,20+0,06 0,26+0,02
1,8-cineol 1031 9,48+0,51 6,68+0,47 3,28+0,61 5,02+0,21
ocimeno 1046 0,96+0,10 1,19+0,23 0,96+0,01 1,11+0,09
Y—TEPTLVEVO 1067 0,24+0,00 0,16+0,02 tr 0,13+0,00
terpinoleno 1089 0,62+0,06 0,38+0,19 0,37+0,09 0,48+0,03
linalol 1103 29,62+12,48 4,68+0,03 0,61+£0,44 2,36+£0,27
canfora 1145 0,37+0,03 0,70+0,00 0,43+0,00 0,54-+0,00
borneol 1165 nd nd nd nd
p-ment-1-en-8-ol 1168 nd nd nd nd
a-terpineol 1192 0,49+0,02 0,47+0,04 0,26+0,10 0,30-0,04
estragol 1201  45,69+14,10 67,99+2,91 80,09+1,48 74,32+6,03
acetato de fenchila 1221 0,19+0,02 tr tr nd
neral 1242 0,49+0,13 tr nd tr
geraniol 1255 nd nd nd nd
geranial 1271 0,53+0,14 tr nd tr
acetato de bornila 1287 nd nd nd nd
geranato de metila 1325 0,31+0,05 nd nd tr
eugenol 1359 nd tr tr 0,18+0,00
a-copaeno 1378 nd nd nd nd
acetato de nerila 1386 nd 0,38+0,13 0,33+0,04 0,36+0,10
b-cubebeno 1394 nd nd nd nd
metileugenol 1406 0,59+0,49 8,62+4,35 7,76+3,89 8,554+4,18
b-cariofileno 1424 1,49+0,14 1,55+0,12 1,13+0,24 1,154+0,20
a-bergamoteno 1441 2,61+0,08 3,27+0,58 2,38+0,36 2,4240,18
a-guaieno 1444 0,09+0,03 nd nd nd
a-humuleno 1459 0,41+0,05 0,47+0,05 0,38+0,11 0,39+0,06
b-farneseno 1462 0,08+0,04 0,23+0,05 0,10+0,02 0,10+0,02
germacreno D 1485 0,52+0,16 0,24+0,04 0,17+0,05 0,16=+0,00
b-bisaboleno 1484 0,12+0,01 0,16+0,02 0,11+0,02 0,11£0,01
a-bulneseno 1509 0,15+0,04 nd nd nd
Total
identificado (%) 98,87 99,24 99,47 99,41

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna HP-5MS.
DP: desvio padrio (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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a AIA+TDZ AIB+TDZ ANA+TDZ TDZ
COMPOSTOS  IR" 0 1%:DP  Area%=DP  Area%=DP  Area%=DP
a-pineno 933 0,62+0,02 0,57+0,06 0,50+0,05 0,57+0,16
canfeno 948 0,09+0,01 nd nd nd
sabineno 973 0,56+0,05 0,51+0,05 0,45+0,02 0,52+0,13
b-pineno 977 1,12+0,09 1,02+0,10 0,95+0,03 1,06+0,26
g:gf;‘l's'hepten' 985 0,37+0,10 032:001  030£0.05  035£0,12
mirceno 990 0,46+0,01 0,42+0,04 0,39+0,01 0,42+0,12
octanal 1003 nd 0,15+0,01 tr 0,10+0,05
limoneno 1028 0,52+0,02 0,48+0,04 0,45+0,03 0,49+0,11
1,8-cineol 1031 10,16+1,05 9,31+0,89 8,90+0,24 9,51£1,90
ocimeno 1046 1,52+0,54 1,27+0,06 1,04+0,10 1,29+0,12
Y—TEPTLVEVO 1067 0,27+0,04 0,24+0,03 0,23+0,00 0,25+0,04
terpinoleno 1089 1,04+0,02 0,98+0,17 0,96+0,13 0,91+0,21
linalol 1103 19,95+5,45 18,58+0,10 26,13+1,59 21,05+3,97
canfora 1145 0,55+0,14 0,49+0,03 0,53+0,02 0,55+0,11
borneol 1165 nd nd nd nd
p-ment-1-en-8-ol 1168 0,09+0,02 nd tr 0,11+0,01
a-terpineol 1192 0,56+0,09 0,54+0,06 0,56+0,04 0,66+0,05
estragol 1201 51,01+1,48 58,00+1,42 47,71+£3,22 46,59+4,35
acetato de fenchila 1221 0,12+0,00 tr 0,14+0,04 0,18+0,04
neral 1242 0,41+0,07 0,36+0,03 0,75+0,06 0,77+0,61
geraniol 1255 nd nd nd nd
geranial 1271 0,45+0,08 0,39+0,04 0,83+0,07 0,86+0,69
acetato de bornila 1287 nd nd nd tr
geranato de metila 1325 0,44+0,10 0,32+0,06 0,42+0,02 0,37+0,01
eugenol 1359 nd nd nd tr
a-copaeno 1378 nd nd nd nd
acetato de nerila 1386 tr tr 0,13+0,03 0,21+0,18
b-cubebeno 1394 nd nd nd nd
metileugenol 1406 4,40+4,59 1,48+0,53 2,48+1,06 5,40+0,95
b-cariofileno 1424 0,89+0,10 0,83+0,15 1,10+£0,27 1,57+0,81
a-bergamoteno 1441 2,56+0,44 2,06+0,02 2,69+0,39 3,29+1,47
a-guaieno 1444 nd nd nd nd
a-humuleno 1459 0,33+0,04 0,30+0,04 0,41£0,07 0,64+0,41
b-farneseno 1462 0,13+0,08 0,10+0,02 tr 0,16+0,14
germacreno D 1485 0,47+0,07 0,42+0,01 0,52+0,03 0,52+0,05
b-bisaboleno 1484 0,12+0,02 0,10+0,00 0,13+0,02 0,17+0,08
a-bulneseno 1509 tr nd 0,13+0,03 0,13+0,06
Total
identificado (%) 98,81 99,24 98,83 98,7

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,9) em coluna HP-5MS.
DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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a BAP AIA AIB ANA
COMPOSTOS  IR" (0 1%:DP  Arca%=iDP  Area%=:DP  Arca%<:DP
a-pineno 933 0,42+0,06 0,51+0,02 0,52+0,01 0,45+0,03
canfeno 948 nd nd nd nd
sabineno 973 0,38+0,05 0,49+0,04 0,52+0,07 0,45+0,03
b-pineno 977 0,78+0,09 1,00£0,08 1,06+0,14 0,92+0,06
g:gf;l's'hepten' 985  0,17+0,01 0,50+0,06 0,54+0,01 0,48+0,09
mirceno 990 0,30+0,04 0,51+0,01 0,46+0,03 0,44+0,04
octanal 1003 0,19+0,04 0,06+0,01 0,06+0,00 0,10+0,03
limoneno 1028 0,40+0,05 0,39+0,00 0,41+0,01 0,34+0,01
1,8-cineol 1031 7,06£0,37 8,93+0,83 9,19+1,54 8,33+0,19
ocimeno 1046 1,43+0,06 0,65+0,04 0,73+0,07 0,60+0,03
Y—TEPTLVEVO 1067 0,20+0,00 0,23+0,03 0,21+0,00 0,20+0,03
terpinoleno 1089 0,84+0,03 0,51+0,07 0,54+0,04 0,40+0,02
linalol 1103 10,30+1,14 36,18+4,47 36,96+2,69 40,74+0,03
canfora 1145 0,66=0,03 0,36+0,05 0,37+0,06 0,34+0,00
borneol 1165 nd nd 0,07+0,00 0,10+0,03
p-ment-1-en-8-ol 1168 0,10+0,01 nd 0,09+0,01 0,09+0,00
a-terpineol 1192 0,55+0,06 0,52+0,07 0,52+0,04 0,52+0,01
estragol 1201  52,16+8,14 38,69+1,61 36,31+6,09 34,45+0,99
acetato de fenchila 1221 0,14+0,03 0,19+0,01 0,19+0,02 0,14+0,03
neral 1242 0,74+0,04 0,86+0,28 0,85+0,08 1,29+0,37
geraniol 1255 nd nd tr tr
geranial 1271 0,84+0,05 0,94+0,31 0,94-0,08 1,42+0,41
acetato de bornila 1287 nd 0,08+0,01 0,09+0,01 0,07+0,00
geranato de metila 1325 0,32+0,02 0,54+0,07 0,49+0,06 0,56+0,08
eugenol 1359 0,31+0,05 nd nd tr
a-copaeno 1378 nd 0,11+0,02 tr 0,11+0,01
acetato de nerila 1386 0,32+0,07 nd nd tr
b-cubebeno 1394 nd 0,13+0,01 0,14=+0,02 0,14=+0,02
metileugenol 1406  13,67+7,14 1,02+1,04 1,78+1,75 0,70+0,31
b-cariofileno 1424 2,15+0,19 1,47+0,31 1,61+0,13 1,27+0,11
a-bergamoteno 1441 3,32+0,50 2,70+0,55 2,59+0,12 2,61+0,01
a-guaieno 1444 nd 0,11+0,01 0,13+0,02 0,12+0,02
a-humuleno 1459 0,77+0,11 0,32+0,11 0,41+0,03 0,33+0,03
b-farneseno 1462 tr nd 0,08+0,03 nd
germacreno D 1485 0,37+0,03 0,73+0,13 0,67+0,05 0,78+0,11
b-bisaboleno 1484 0,17+0,03 0,13+0,03 0,13+0,00 0,13+0,01
a-bulneseno 1509 tr 0,20+0,02 0,22+0,03 0,21+0,04
Total
identificado (%) 99,06 99,06 98,88 98,83

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna HP-5MS.

DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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Analisando apenas os compostos 1,8-cineol, linalol e estragol e
metileugenol, estes foram bastante influenciados pelo tipo de regulador
suplementado ao meio de cultura (Tabela 11). As espécies do género Ocimum
mais conhecidas apresentam como constituintes majoritarios em seu O6leo
essencial o estragol, eugenol, linalol, 1,8-cineol, isso mostra que o cultivo in

vitro possibilitou a biossintese dos majoritarios (BARITAUX et al., 1992).

Tabela 11 Fragdo volatil dos constituintes de plantulas de O. basilicum suplementado
com diferentes reguladores de crescimento. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Tratamentos 1,8-Cineol Linalol Estragol Metileugenol ’1;00/?)11
MS 9,48+0,51  29,62+12,48 45,69+14,10 0,59+0,49 85,38
AIA+BAP 6,68+0,47 4,68+0,03 67,99+2,91 8,62+4,35 87,97
AIB+BAP 3,28+0,61 0,61+0,44 80,09+1,48 7,76£3,89 91,74
ANA+BAP 5,02+0,21 2,36+£0,27 74,32+6,03 8,55+4,18 90,25
AIA+TDZ 10,16+1,05  19,95+£5,45  51,01+1,48 4,40+4,59 85,52
AIB+TDZ 9,31+0,89 18,58+0,10  58,00+1,42 1,48+0,53 87,37
ANA+TDZ 8,90+0,24  26,13+1,59  47,71+3,22 2,48+1,06 85,22
TDZ 9,51+1,90  21,05+£3,97  46,59+4,35 5,40+0,95 82,55
BAP 7,06£0,37  10,30+1,14  52,16+8,14 13,67+7,14 83,19
AIA 8,93+0,83  36,18+4,47  38,69+1,61 1,02+1,04 84,82
AIB 9,19+1,54  36,96+2,69  36,31+6,09 1,78+1,75 84,24
ANA 8,33+0,19  40,74+0,03  34,45+0,99 0,70+0,31 84,22

Neste trabalho, para O. basilicum, o meio suplementado com auxina e
BAP aumentou o composto estragol em média 62% e auxina e TDZ apenas
14%. O metileugenol teve um grande aumento tanto com a suplementagdo de
auxina com BAP e TDZ. O aumento desses dois compostos, da rota metabdlica
de fenilpropanoides, com a suplementacdo dos reguladores de crescimento no
meio de cultura pode ser devido o aumento da atividade da enzima fenilalanina
amonio liase (PAL) (KIM et al., 2006).

E interessante notar que os dois compostos da rota dos terpenoides
foram negativamente afetados. A biossintese de linalol foi inibida nos meios

suplementados com auxinas e BAP. Houve uma redugdo de 91% e auxina e TDZ
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em 27%. No entanto, quando o meio foi suplementado apenas com auxinas
houve um aumento do linalol e diminuicao de estragol.

Em comparacdo apenas com os dois compostos linalol e estragol; o
estudo de O. basilicum in vitro revela que a classe de reguladores de crescimento
isolado ou em combinagao aparentemente influéncia a rota dos fenilpropanoides
e terpenoides. Quando as auxinas em combinagdo com as citocininas ou apenas
as citocininas isoladas hd uma tendéncia para a sintese de estragol e quando as
auxinas estdo isoladas a tendéncia ¢ para a sintese de linalol.

Como os reguladores de crescimento controlam varias respostas
morfogenéticas, podem influenciar as respostas metabolicas, tais como
quantidade e composi¢do do 6leo essencial tanto in vivo como in vitro, devido ao
estimulo ou inibi¢do de certas enzimas para os diferentes passos para a sintese
dos oleos essenciais e metabolitos secundarios (SUDRIA etal., 2001; SILVA, et
al., 2005; AFFONSO et al., 2007; VICTORIA et al., 2011; COSTE et al., 2011;
SHARAFZADEH; ZARE, 2011; GONCALVES; ROMANO, 2013).

3.5 Estadio de desenvolvimento do explante

Durante o cultivo in vitro, a importincia de se estabelecer a curva de
crescimento de determinada espécie estd na identificagdo das fases em que
ocorrem processos fundamentais ao estudo cinético do seu crescimento. A partir
desse estudo, pode-se estabelecer o momento exato de repicagem (SOARES,
2003).

Plantulas com 100 dias de cultivo in vitro manifestaram sintomas de
deficiéncia nutricional caracterizadas por folhas amareladas e senescentes e
presenca de raizes adventicias ao longo do caule. Esses sintomas iniciaram por

volta de 50 dias apos a inoculag@o ¢ agravaram-se ao longo dos dias (Figura 5).
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Este dado indica que plantulas de O. basilicum devem permanecer por até 2

meses em um mesmo meio de cultura.

Figura 5 Desenvolv1ment0 in vitro de plantulas de O. basilicum pelo periodo de 100
dias. Tempo 1 = 10 dias, Tempo 2 = 20 dias, Tempo 3 = 30 dias, Tempo 4 =
40 dias, Tempo 5 = 50 dias, Tempo 6 = 60 dias, Tempo 7 = 70 dias, Tempo 8
= 80 dias, Tempo 9 = 90 dias, Tempo 10 = 100 dias.

Com relagdo as variaveis da parte aérea, observou-se que o numero de
folhas foi aumentando conforme o passar dos dias, bem como altura das
plantulas e por sua vez a biomassa seca de brotagdo (Tabela 12), porém as
culturas devem ser transferidas para um novo meio de cultura, devido a redugao
de nutrientes, secagem do agar e acimulo de substincias toxicas (SMITH,
1992).

Na primeira avaliacdo, aos 10 dias ap6s a inoculagdo, ndo havia sinais de
formagdo de raizes, que comegaram a ser avaliadas a partir do vigésimo dia.
Assim como a parte aérea, maiores valores relacionados ao sistema radicular

foram aumentando com o passar dos dias (Tabela 12).
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Tabela 12 Média do nimero de folhas (NF), altura (AB) e biomassa seca de brotagdes
(BSB); ntimero (NR), comprimento (CR) e biomassa seca de raiz (BSR) de O.
basilicum ao longo de 100 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Dias NF AB (cm) BSB (mg) NR CR (cm) BSR (mg)
10 5 0,45 1,83 0 0,00 0,00
20 7 1,16 16,98 1 0,75 0,41
30 11 2,26 15,38 2 1,20 1,35
40 14 2,74 20,61 3 1,18 1,92
50 20 6,24 33,09 7 1,90 7,50
60 26 6,04 35,56 8 2,40 20,58
70 27 6,65 55,35 8 2,35 19,03
80 43 7,93 74,83 8 2,37 35,01
90 38 10,42 70,18 10 2,86 49,78
100 41 9,90 80,00 14 3,44 57,80

Foram identificados 37 compostos constituintes volateis apresentados na
ordem de eluigdo na Tabela 13, totalizando 97% da composig@o quimica relativa
da fragdo volatil. Em média os compostos 1,8-cineol, linalol, estragol e
metileugenol foram os constituintes de maiores teores no decorrer de 100 dias.

Teores consideraveis de b-cariofileno e a-bergamoteno também foram
detectados, mostrando que esses constituintes estdo presentes na composi¢do
quimica da fracdo volatil durante o crescimento da plantula, ja a presenga de
geraniol foi apenas detectada no periodo de 40 a 80 dias.

Das diferengas quantitativas, no decorrer dos dias, os teores de 1,8-
cineol mantiveram-se equilibrados com valores de minimo de 6,68+2,33% aos
90 dias e maximo de 12,79+1,94% aos 20 dias (Tabela 13).

A variacdo do linalol foi marcante no decorrer dos dias, com minimo de
10,59+6,60% aos 90 dias e maximo de 29,89+3,09% aos 60 dias, esses dados
mostram que a permanéncia por mais de 60 dias no cultivo in vitro tende a

causar diminuigao nos teores desse constituinte (Tabela 13).
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Tabela 13 Constituicdo quimica da fragdo volatil de plantulas de O. basilicum no cultivo

in vitro no decorrer de 100 dias. UFLA, Lavras, MG, 2013.

a 0 10 20 30

COMPOSTOS IR Area Area%=DP Area%=DP Area%=DP
a-pineno 933 0,41 0,61+0,05 0,66+0,07 0,60+0,07
camphene 948 0,07 0,10+0,02 0,11+0,01 0,11+0,02
sabineno 973 0,46 0,62+0,16 0,69+0,11 0,68+0,16
b-pineno 977 1,03 1,32+0,25 1,42+0,20 1,42+0,30
O-metil-5-hepten- o7 009 01120,03 0,13£0,01 0,090,07
2-ona
mirceno 991 0,27 0,41£0,10 0,46+0,05 0,43+0,08
octanal 1004 0,04 0,06+0,02 0,10+0,02 0,06+0,01
limoneno 1028 0,38 0,55+0,09 0,63+0,06 0,57+0,10
1,8-cineol 1031 8,38 11,6142,02 12,79+1,94 12,60+2,57
ocimeno 1047 0,63 1,18+0,22 1,27+0,18 1,12+0,31
[-terpineno 1067 0,19 0,29+0,04 0,35+0,03 0,31+0,07
terpinoleno 1089 0,36 1,11£0,00 1,11+0,01 0,68+0,05
linalol 1102 24,19 16,03+0,50 19,19+0,37 22,24+1,48
camphor 1145 0,54 0,74+0,07 0,79+0,09 0,81+0,23
p-ment-1-en-8-ol 1167 0,09 0,15+0,02 0,17+0,03 0,16+0,04
a-terpineol 1191 0,49 0,82+0,06 0,86+0,06 0,85+0,14
estragol 1201 41,91 44,59+2,70 39,26+4,33 36,16+8,29
acetato de fenchila 1221 0,12 0,24+0,04 0,28+0,04 0,18+0,02
neral 1242 0,47 0,34+0,04 0,50+0,01 0,74+0,32
geraniol 1257 0,61 nd nd nd
geranial 1271 0,55 0,37+0,05 0,56+0,00 0,86+0,36
acetato de bornila 1287 0,11 0,16+0,03 0,19+0,01 0,18+0,01
geranato de metila 1325 1 0,22+0,01 0,18+0,05 0,15+0,11
eugenol 1358 0,14 tr 0,16+0,09 0,67+0,37
a-copaeno 1383 nd 0,19+0,03 0,34+0,01 0,30+0,05
acetato de nerila 1385 0,58 nd nd nd
b-cubebeno 1393 0,12 nd nd nd
metileugenol 1407 9,5 8,07+0,29 7,94+0,83 7,86+4,19
b-cariofileno 1423 1,38 2,49+0,19 2,49+0,18 2,17+0,40
a-bergamoteno 1441 3,01 4,35+0,17 4,18+0,30 4,55+1,13
a-guaieno 1444 0,11 nd nd 0,06+0,01
a-humuleno 1459 0,33 1,16+£0,15 1,14+0,13 0,84+0,12
b-farneseno 1462 0,12 0,35+0,10 0,32+0,03 0,32+0,18
germacreno D 1485 0,37 0,39+0,03 0,31+0,03 0,34+0,00
b-bisaboleno 1488 0,13 0,25+0,01 0,22+0,01 0,23+0,06
a-bulneseno 1508 0,17 0,05+0,00 0,05+0,01 0,10+0,01
t-cadinol 1547 0,1 0,38+0,09 0,43+0,05 0,33+0,02

Total

identificado (%) 99,14 99,30 99,32 99,00

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna HP-5MS.

DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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a 40 50 60 70
COMPOSTOS IR {0 9%iDP  Arca%:DP  Arca%siDP  Arca%:DP
a-pineno 933 0,50+0,04 0,73+0,15 0,53+0,00 0,55+0,02
camphene 948 0,08+0,01 0,11+0,03 0,08+0,01 0,09+0,02
sabineno 973 0,51+0,14 0,64+0,14 0,57+0,08 0,62+0,03
b-pineno 977 1,12+0,27 1,41+0,33 1,26+0,18 1,36+0,07
g:gf;‘l'S'hepten' 987  0,13+0,02 0,26£0,17 0,16+0,10 0,12+0,04
mirceno 991 0,33+0,04 0,50+0,06 0,36+0,01 0,36+0,01
octanal 1004 0,06+0,00 0,07+0,01 0,07+0,04 0,06+0,01
limoneno 1028 0,47+0,04 0,55+0,05 0,46+0,00 0,48+0,04
1,8-cineol 1031 10,56+3,02 12,044+2,38 11,02+1,84 11,50+0,62
ocimeno 1047 0,82+0,02 1,01+0,18 0,80+0,13 1,05+0,39
[-terpineno 1067 0,23+0,09 0,23+0,02 0,22+0,07 0,23+0,00
terpinoleno 1089 0,73+0,10 0,69+0,03 0,47+0,12 0,41£0,07
linalol 1102 21,44+7.24 26,03+£2,53 29,89+3,09  28,51+£16,46
camphor 1145 0,65+0,09 0,54+0,10 0,57+0,15 0,70+0,31
p-ment-1-en-8-ol 1167 0,06£0,00 0,10+0,01 0,12+0,02 0,13+0,03
a-terpineol 1191 0,75+0,15 0,60+0,02 0,63+0,09 0,66+0,18
estragol 1201  43,33+15,12 44,37+1,98 34,56+£12,95  25,27+6,51
acetato de fenchila 1221 0,21+0,05 0,21+0,01 0,17+0,07 0,15+0,03
neral 1242 0,70+0,00 0,62+0,11 0,46+0,43 0,39+0,01
geraniol 1257 tr tr 0,52+0,44 tr
geranial 1271 0,79+0,00 0,69+0,13 0,51+0,47 0,45+0,02
acetato de bornila 1287 0,16+0,03 0,12+0,01 0,13+0,02 0,15+0,05
geranato de metila 1325 tr 0,21+0,04 0,44+0,02 0,33+0,20
eugenol 1358 0,25+0,09 0,10+0,05 0,44+0,48 1,15+£0,24
a-copaeno 1383 0,21+0,06 tr 0,07+0,00 0,44+0,32
acetato de nerila 1385 nd nd 0,20+0,13 nd
b-cubebeno 1393 nd 0,10+0,01 tr
metileugenol 1407 6,22+1,98 1,53+1,49 6,86+6 12,55+7,28
b-cariofileno 1423 2,11+0,24 1,53+0,18 1,69+0,06 2,20+0,75
a-bergamoteno 1441 4,13+1,06 2,86+0,18 4,11+1,04 5,52+2,12
a-guaieno 1444 nd nd 0,10+0,00 0,11+0,05
a-humuleno 1459 0,81+0,07 0,50+0,05 0,52+0,00 0,70+0,32
b-farneseno 1462 0,24+0,08 0,07+0,01 0,16+0,08 0,23+0,14
germacreno D 1485 0,34+0,10 0,38+0,04 0,37+0,02 0,40+0,00
b-bisaboleno 1488 0,21+0,05 0,14+0,00 0,19+0,05 0,27+0,11
a-bulneseno 1508 0,07+0,01 0,12+0,00 0,14+0,03 0,16+0,13
t-cadinol 1547 0,33+0,04 0,32+0,05 0,20-+0,09 0,16+0,03
Total

identificado (%) 98,79 99,4 99,37 97,81

*[ndice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyy) em coluna HP-5MS.
DP: desvio padréo (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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a 80 90 100
COMPOSTOS IR Area%+DP Area%+DP Area%=DP
a-pineno 933 0,50+0,02 0,43+0,06 0,46+0,01
camphene 948 0,08+0,01 0,07+0,01 0,08+0,01
sabineno 973 0,53+0,15 0,36+0,14 0,34+0,06
b-pineno 977 1,19+£0,35 0,84+0,30 0,90+0,05
g::em-s-hepten-z- 987 0.1620,00 0.1040,02 0.14+0,01
mirceno 991 0,35+0,01 0,26+0,05 0,24+0,00
octanal 1004 0,06+0,03 0,12+0,03 0,05+0,01
limoneno 1028 0,43+0,05 0,36+0,06 0,32+0,01
1,8-cineol 1031 10,15+3,54 6,68+2.33 7,12+£0,26
ocimeno 1047 0,84+0,03 0,76+0,18 0,70+0,31
[-terpineno 1067 0,20+0,07 0,13+0,07 0,11=+0,02
terpinoleno 1089 0,44+0,04 0,45+0,04 0,41+0,08
linalol 1102 22,61+£7,39 10,59+6,60 17,724+4,35
camphor 1145 0,67+0,27 0,45+0,18 0,59+0,13
p-ment-1-en-8-ol 1167 0,12+0,06 nd 0,08+0,02
a-terpineol 1191 0,67+0,25 0,39+0,15 0,52+0,06
estragol 1201 38,33+24,15 67,39+18,54 46,42+9,95
acetato de fenchila 1221 0,15+0,06 0,18+0,01 0,26+0,04
neral 1242 0,78+0,11 0,45+0,24 0,97+0,24
geraniol 1257 tr nd nd
geranial 1271 0,86+0,11 0,49+0,26 1,09+0,31
acetato de bornila 1287 0,15+0,04 0,10+0,02 0,18+0,01
geranato de metila 1325 0,52+0,16 0,30+0,09 0,74+0,13
eugenol 1358 0,22+0,12 tr 0,18+0,14
a-copaeno 1383 0,11+0,09 nd nd
acetato de nerila 1385 nd nd nd
b-cubebeno 1393 0,11+0,01 0,07+0,03 0,13+0,02
metileugenol 1407 9,21£7,05 3,39+4,68 9,53+11,88
b-cariofileno 1423 2,19+0,86 1,24+0,59 2,37+0,45
a-bergamoteno 1441 4,79+£2,56 2,43+1,30 4,72+0,81
a-guaieno 1444 0,11+0,00 0,07+0,03 0,15+0,03
a-humuleno 1459 0,64+0,19 0,31+0,15 0,73+0,23
b-farneseno 1462 0,18+0,14 tr 0,12+0,05
germacreno D 1485 0,48+0,14 0,24+0,11 0,42+0,02
b-bisaboleno 1488 0,25+0,14 0,12+0,07 0,24+0,04
a-bulneseno 1508 0,13+0,00 0,11+0,07 0,25+0,02
t-cadinol 1547 0,24+0,07 0,18+0,02 0,31+0,07
Total
identificado (%) 98,96 99,25 99,08

*[ndice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyy) em coluna HP-5MS.

DP: desvio padréo (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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Nas condigdes testadas, o estragol foi o constituinte de maior teor ao
longo dos dias. Notou-se que quanto mais a plantula permanece in vitro, maiores
teores de estragol sdo detectado, chegando a 67,39+18,54% aos 90 dias, fato que
discorda de Carvalho Filho et al. (2006) que verificaram que o linalol (68%) ¢ o
principal composto presente nas folhas e inflorescéncias de manjericdo (Tabela

13).

3.6 Producio de constituintes volateis na planta matriz, plantula in vitro e

aclimatizada

Varios fatores fisicos e quimicos no desenvolvimento da planta podem
afetar os constituintes do 6leo essencial. As condi¢des de cultivo da planta
matriz, da plantula in vitro e aclimatizada de O. basilicum afetaram os teores ¢ a
composicdo volatil do o6leo essencial (Tabela 14). Paul et al. (2010)
demonstraram em Pogostemon cablin que os constituintes do dleo essencial de
plantas in vivo e in vitro foram similares. Entretanto, o contetido dos

constituintes foi diferente entre as plantas cultivadas in vivo e in vitro.
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Tabela 14 Constituigdo quimica da fragdo volatil de folhas da planta matriz, plantulas in
Vitro e aclimatizadas de O. basilicum. UFLA, Lavras, MG, 2013.

a Matriz Aclimatizada In vitro
COMPOSTOS R Area %=DP Area %=DP Area %+DP
a-pineno 933 0,50+0,05 0,44+0,01 0,61+0,04
camphene 948 0,10+0,01 nd 0,08+0,01
sabineno 973 0,83+0,06 0,31+0,01 0,53+0,04
b-pineno 977 1,61+0,12 0,91+0,01 1,07+0,07
6-metil-5-hepten-2-ona 986 nd nd 0,51+0,03
mirceno 991 0,40+0,04 0,24+0,07 0,51+0,09
octanal 1003 nd nd 0,07+0,00
limoneno 1029 0,59+0,05 0,25+0,02 0,53£0,03
1,8-cineol 1031 12,08+0,50 12,36+0,03 9,08+0,84
ocimeno 1047 0,62+0,07 nd 1,16+0,21
a-terpineno 1067 0,31+0,01 0,23+0,02 0,21+0,03
terpinoleno 1089 0,20+0,02 nd 0,79+0,05
linalol 1104 68,20+0,53 31,4349,83 24,28+0,27
acetato de octen-1-ol 1113 0,12+0,01 nd nd
camphor 1142 nd 0,87+0,11 0,35+0,05
borneol 1166 0,16+0,02 nd nd
p-ment-1-en-8-ol 1168 0,15+0,01 nd 0,07+0,01
a-terpineol 1192 0,66+0,01 0,90+0,10 0,47+0,02
estragol 1203 nd 48,21+£9,06 53,68+1,18
acetato de fenchila 1221 nd nd 0,12+0,01
neral 1242 nd nd 0,27+0,11
geranial 1271 nd nd 0,29+0,13
geraniol 1255 5,77+0,52 nd nd
acetato de bornila 1287 0,32+0,01 nd 0,06+0,01
geranato de metila 1325 nd nd 0,34+0,08
a-copaeno 1378 0,10+0,00 nd nd
acetato de nerila 1386 0,46+0,01 nd nd
b-cubebeno 1392 0,10+0,01 nd 0,07+0,00
b-elemeno 1394 0,14+0,01 nd nd
metileugenol 1408 nd nd 0,31+0,12
b-cariofileno 1424 0,26+0,00 nd 1,04+0,09
a-bergamoteno 1441 2,76+0,02 3,41+0,42 1,91+0,02
a-guaieno 1444 0,11+0,00 nd 0,07+0,00
a-humuleno 1460 nd nd 0,32+0,03
germacreno D 1486 0,40+0,02 nd 0,42+0,01
b-bisaboleno 1489 0,13+0,00 nd 0,09+0,00
a-bulneseno 1510 0,21+0,01 0,30+0,02 0,08+0,00
t-cadineno 1519 0,78+0,02 nd 0,26:0,02
t-cadinol 1649 0,47+0,04 nd nd
Total identificado (%) 98,53 99,85 99,64

Nimero de compostos 29 13 32

indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyp) em coluna HP-5MS.
DP: desvio padrdo (n = 2); nd = ndo detectado.
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Analisando apenas os constituintes 1,8-cineol, linalol, estragol e
metileugenol, observa-se que na planta matriz ndo foi detectado o composto
estragol (Tabela 15). No entanto, na plantula in vitro e aclimatizada foi
detectado um valor de 53,68 e 48,21%, respectivamente. Esta redugdo pode ser
devido a idade das folhas nos diferentes ambientes.

Estragol e metileugenol sdo os produtos da metilagdo do chavicol e
eugenol respectivamente. Esta conversdo ¢ feita pelas enzimas chavicol-0-
metiltranferase (COMT) e eugenol-0-metiltranferase (MT), respectivamente.
Cicero et al. (2006) demonstraram a redugdo da atividade dessas enzimas
(COMT e MT) em folhas mais velhas do que folhas jovens. Camilo et al. (2006),
Luz et al. (2009) e Blank et al. (2007) ndo detectaram a presenca de estragol na
composi¢ao quimica do manjericdo em plantas cultivadas no campo.

Em relagdo ao constituinte 1,8-cineol ndo houve grande diferenca entre
os ambientes. Entretanto, o linalol foi proximo daquele citado por Blank et al.
(2007) com média de 78,12% para a cultivar Maria Bonita. No entanto, houve
uma queda nas plantas aclimatizadas de 54% e cultivas in vitro de 64% (Tabela

15).

Tabela 15 Constituicdo quimica de quatro constituintes em folhas da planta matriz, de
plantulas in vitro e de plantulas aclimatizadas de O. basilicum. UFLA,
Lavras, MG, 2013.

a Matriz Aclimatizada In vitro
COMPOSTOS R Area %=DP Area %+DP Area %+DP
1,8-cineol 1031 12,08+0,50 12,36+0,03 9,08+0,84
linalol 1104 68,20+0,53 31,43+9,83 24.28+0,27
estragol 1203 nd 48,214+9,06 53,68+1,18
metileugenol 1408 nd nd 0,31+0,12
Total (%) 80,28 92,00 87,35

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna HP-5MS.

O oleo essencial de muitas espécies da familia Lamiaceae ¢ composto de

mono e sesquiterpenos. O género Ocimum contém muitas espécies que o 6leo
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essencial ¢ composto de monoterpenos, como linalol, citral, limoneno, geraniol e
timol. Mas também tem outros membros do género, como o manjericao (O.
basilicum), que contém na sua composi¢éo alta propor¢do de fenilpropanoides
como eugenol e estragol (IIJIMA et al., 2004).

A espécie estd se comportando in vitro na rota biossintética do
fenilpropeno ¢ in vivo na rota dos monoterpenos. Isto pode estar ocorrendo
devido a planta esta num estdgio de desenvolvimento jovem ter maior atividade
de fenilalanina amoénio liasa (PAL) do que no estagio maduro e também a
atividade varia com os quimiotipos de Ocimum (IIJIMA et al., 2004).

Os resultados sugerem que a plantula in vitro esta num estagio juvenil
do que in vivo. Assim, a rota metabolica esta direcionada para a produgio de
maior concentracdo de estragol. Lewinsohn et al. (2000) demonstraram folhas

jovens em desenvolvimento € o site primario para a biossintese de estragol.

4 CONCLUSAO

Para o crescimento e producdo de constituintes in vitro de O. basilicum
cv. Maria Bonita o meio MS suplementado com ANA ¢ o mais indicado, porém
a plantula deve permanecer por até dois meses num mesmo meio de cultura,
sendo o segmento nodal inoculado na orientagdo horizontal o que proporciona
melhor crescimento dos explantes. O linalol apresenta baixos teores, sendo o
estragol o constituinte mais abundante nas plantulas de O. basilicum cultivadas
in vitro, porém o uso de auxinas elevam os teores de linalol e apds a

aclimatizacdo, plantulas cultivadas in vitro, aumentam os teores de linalol.
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CAPITULO 3
Crescimento e producio in vitro de compostos volateis de Mentha arvensis L.
sob a influéncia de fatores quimicos
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RESUMO

Mentha arvensis ¢ uma planta produtora de 6leo essencial rico em
mentol, composto de grande importancia na industria farmacéutica e alimenticia.
Objetivou-se identificar as condigdes mais adequadas de cultivo in vitro que
possibilitem melhor crescimento da planta e producdo de constituintes volateis
nas folhas de Mentha arvensis. Para isso, foram realizados seis experimentos:
diferentes meios de cultura (MS, B5 ¢ WPM); diferentes concentragcdes do meio
MS (2MS, MS, LMS e ¥4MS); orienta¢do de inoculagdo (vertical e horizontal)
dos explantes, diferentes reguladores de crescimento (auxinas e citocininas),
estadio de desenvolvimento do explante e comparagdo da fragdo volatil entre a
planta matriz, aclimatizada e cultivada in vitro. O meio basico MS foi o que
melhor proporcionou o crescimento de plantulas in vitro de M. arvensis, sendo o
meio B5 a apresentar maior teor de mentol. Nas concentracdes MS e 2MS
elevou os teores de mentol, porém reduziu o crescimento da plantula, com isso,
optou-se pelo uso do meio MS na formulagdo original. O segmento nodal
inoculado na orientacdo horizontal por proporcionar melhor crescimento dos
explantes e maiores niveis de mentol. Os diferentes reguladores de crescimento
influenciaram no desenvolvimento e na composicdo quimica das plantulas,
sendo o BAP e ANA responsaveis pelas maiores variagdes na composicao
quimica da fracdo volatil, principalmente nos teores de pulegona ¢ mentol.
Plantulas cultivadas in vitro de M. arvensis podem permanecer por até 100 dias
num mesmo meio de cultura, sendo observado que quanto maior o tempo no
cultivo in vitro, maior o acumulo de mentol. Plantulas in vitro de M. arvensis
tendem a acumular pulegona, mas apds a aclimatizacdo, a planta acumula
mentol em teores proximos ao da planta matriz.

Palavras-chave: Micropropagacdo. Metabolitos especiais. Horteld japonesa.
Mentol.
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ABSTRACT

Mentha arvensis is a plant produces an essential oil rich in menthol,
composed of great importance in the pharmaceutical and food industries. The
aim of this research was to study in vitro culture conditions for plantlet growth
and volatile constituent production in the leaves of Ocimum basilicum. Six
experiments were investigated: different culture media(MS, B5 and WPM);
different MS salt concentration (2MS, MS, MS % and Y% MS); different
segments and explant orientation (2MS, MS, MS % and ¥ MS); different growth
regulators (auxins and cytokinins); developmental stage of the explant and
comparison of the volatile fraction among mother plant, acclimatized and
plantlet. MS basal medium was better for plantlet growth and B5 medium for
menthol content. The medium MS and 2MS increased leaf menthol in M.
arvensis, but reduced plantlet growth, therefore, we opted for the use of MS
medium in the original formulation. For in vitro culture of M. arvensis, is
recommended nodal segment inoculated in horizontal orientation by providing
best explants growth and higher levels of menthol. The different growth
regulators influenced development and chemical composition of plantlet, and
BAP and NAA were responsible for the greatest variations in the chemical
composition of the volatile fraction, especially in the levels of pulegone and
menthol. In vitro plantlets M. arvensis can stay for up to 100 days in the same
culture medium, it was observed that the longer the in vitro cultivation, the
greater accumulation of menthol. In vitro leaves of M. arvensis tend to
accumulate pulegone, but after acclimatization, the plant accumulates in menthol
levels close to the mother plant.

Keywords: Micropropagation. Special metabolites. Japanese mint. Menthol.
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1 INTRODUCAO

A Mentha arvensis L. conhecida popularmente como horteld japonesa
ou menta pertence a familia Lamiaceae. E uma espécie de interesse econdmico
porque os seus Oleos essenciais s3o uma rica fonte de mentol com vdrias
aplicacdes industriais, como em produtos de higiene bucal, flavorizantes,
aromatizantes de alimentos e bebidas, em perfumaria e produtos farmacéuticos
(KUMAR et al., 2002).

O género Mentha compreende plantas conhecidas como hortelds, as
quais s@o muito cultivadas devido a producdo de 6leos essenciais produzidos por
tricomas glandulares presentes nas folhas e caules das plantas (POOVAIAH et
al., 2006). As inimeras aplica¢des dos constituintes dos 6leos das espécies do
género Mentha pela industria justificam o interesse pelos monoterpenos. Varios
esforgos tém sido feitos para aumentar o rendimento de monoterpenos em
plantas, a fim de responder a demanda crescente mundial por aromatizantes,
flavorizantes, fragrancias e medicamentos (GARLET et al., 2007).

A propagacdo das hortelds ocorre preferencialmente por rizomas ou
estoldes, pois em geral as hortelds produzem sementes estéreis pela infertilidade
do grio de poélen e tém alto numero de ploidia (WANG et al., 2008). A
necessidade de plantas para estudos quimicos e a crescente demanda de matéria-
prima para a industria de fitoterapicos, ¢ fundamental o desenvolvimento de
técnicas que tenham como propoésito a produgcdo de mudas de qualidade. A
micropropagagdo de plantas medicinais e aromaticas vem sendo difundida
devido a possibilidade de produzir grande nimero de plantas homogéneas e com
elevada qualidade fitoquimica (FLORES et al., 2006).

Estudos acerca do comportamento de plantas medicinais sob influéncia
de diferentes condigdes ambientais na regulacdo biossintética do metabolismo

secundario podem aumentar a produ¢do de compostos de interesse, ou até
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mesmo elevar a eficiéncia na forma de exploragdo dos mesmos, o que remete a
uma aplicacdo pratica que justifica a busca de conhecimento sobre o assunto
(MORALIS, 2009).

A cultura de tecidos € uma técnica que permite o controle ambiental para
o crescimento da planta, com isso possibilita estudo acerca de condigdes que
viabilizem a produ¢@o do composto de interesse, tendo na micropropagagdo uma
forma efetiva para multiplicagdo rapida de espécies nas quais ¢ necessario
obterem alta uniformidade de progénie. Entdo, hd um grande interesse de
utilizagdo destas técnicas para ampliar a propagacdo de plantas medicinais e
aromaticas (COSTA, 2006).

Os meios de cultura, por consistirem parte essencial desta técnica,
necessitam de constante aprimoramento, buscando-se sempre o que proporcione
melhor propagag¢do in vitro, gerando maior nimero de mudas de qualidade e
com menor custo (PASQUAL, 2001). Estudos mostram que a composi¢do
quimica do meio de cultura, juntamente com a adigdo de reguladores de
crescimento tem influenciado consideravelmente na composi¢do quimica das
plantas medicinais (GOMES; FERREIRA, 2003; SILVA et al, 2005) e
favorecido o crescimento e desenvolvimento dos explantes (BARREIRO, et al.,
2006; BERTONI et al., 2006), sendo necessaria estabelecer as condigdes ideais
de cultivo in vitro que possibilitem o bom crescimento e a produgdo do
composto quimico de interesse do dleo essencial.

A realizagdo desse estudo teve como objetivo identificar condi¢des de
cultivo in vitro que possibilitem melhor crescimento e produgdo de constituintes

volateis nas folhas de Mentha arvensis.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos
e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As analises
quimicas foram realizadas no Laboratorio de Fitoquimica do DAG/UFLA, em
Lavras-MG. Exsicatas da espécie estdo depositadas no herbario ESAL, do

Departamento de Biologia da UFLA, sob o registro n°® 3636.

2.1 Fase de estabelecimento

Estoldes de plantas matrizes do Horto de Plantas Medicinal do
DAG/UFLA foram coletados e cultivados em substrato comercial em bandeja de
isopor com 128 células para o crescimento das plantas. O material de
propagac¢do foi mantido em casa de vegetagdo até produzirem numero suficiente
de explantes que possibilitasse o inicio do estabelecimento.

Segmentos nodais foram utilizados como explantes para estabelecer as
culturas primarias. Os segmentos foram cortados em tamanho aproximado de 1
cm com o auxilio de uma lamina e lavados abundantemente com agua corrente e
sabdo neutro. Em seguida, foram imersos em solu¢do de hipoclorito de sédio
comercial a 50% e mantidos sob agitagdo constante, por 15 minutos, seguido de
cinco lavagens em agua destilada e autoclavada, sob capela de fluxo laminar.

Apos a assepsia, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio »2MS suplementado com 15 g/L de sacarose com pH
ajustado para 5,7+0,1 e mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
h luz/8 h escuro, sob intensidade luminosa de 25 pmol m * s™, a temperatura de

26+1 °C.
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Depois de estabelecidas, as plantulas foram multiplicadas no mesmo
meio do estabelecimento e mantidas nas mesmas condigdes de cultivo para
formag@o de um estoque de plantulas que foram usadas nos experimentos.

Plantulas estabelecidas in vitro em meio de cultura !AMS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 40 dias foram utilizadas como fonte de

explante para a realizacdo dos experimentos.

2.2 Condicdes gerais dos experimentos

Para a realizag@o destes experimentos, foram realizados 6 experimentos
descritos a seguir. Todos os experimentos tiveram as mesmas condi¢cdes de
cultivo. O meio de cultura foi solidificado com 6 g/L. de agar, o pH ajustado para
5,740,1. Apo6s o preparo, o meio foi autoclavado a 120°C e 1 atm, por 20
minutos. Depois da inoculagdo, os tubos foram fechados com tampas plasticas e
vedados com parafilme, mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas luz/8 horas escuro, sob intensidade luminosa de 25 pmol m 2l a
temperatura de 26+0,1°C.

Aos 40 dias foram avaliados o niimero de folhas e nos; numero, altura
(cm) e biomassa seca das brotagdes (mg); nimero, comprimento (cm) e
biomassa seca de raiz (mg), assim como a composi¢ao quimica da fragdo volatil
das folhas. A altura da brotagdo e o comprimento das raizes foram determinados
com o auxilio de uma régua. Para a altura, a medi¢do foi feita da base da
brotagdo até a gema apical. Para a determinacao da biomassa seca, as brotagdes
e as raizes foram colocadas em sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa
de circulagdo forcada de ar, a 40°C, por 5 dias. Apds esse periodo, o material

vegetal foi mensurado em balanga de precisdo.
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2.2.1 Diferentes meios de cultura

Segmentos nodais com 1 cm foram inoculados em 3 meios de cultura:
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), BS (GAMBORG et al., 1968) ¢ WPM
(LOYD; MCCOWN, 1980).

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7

repeticdes, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo.

2.2.2 Variacoes da concentracio dos sais do meio basico MS

Segmentos nodais com 1 cm foram inoculados em quatro variagdes do
meio MS: o dobro das concentragdes dos sais do MS (2MS), MS na sua
formulagdo original (MS), metade da concentragdo dos sais do MS (/2MS) e um
quarto da concentragdo dos sais do MS (“4MS). Todas as variagdes do MS foram
suplementadas com 30 g/L de sacarose.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7

repeti¢des, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo.

2.2.3 Diferentes segmentos e orientacdo de inoculacio

Para o terceiro experimento, foi utilizado o meio basico MS
suplementado com 30 g/L de sacarose. Foi realizado um fatorial 2x2, sendo dois
tipos de explante, segmento apical e o nodal, ambos com aproximadamente 1
cm, e duas as orientagdes de inoculacdo do explante: vertical e horizontal.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7

repeticdes, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento por tubo.
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2.2.4 Efeito dos reguladores de crescimento

Segmentos nodais com 1 cm foram inoculados em meio basico MS
suplementado com 30 g/L e diferentes reguladores de crescimento: 1) controle
(auséncia de reguladores), 2) AIA + BAP, 3) AIB + BAP, 4) ANA + BAP, 5)
AIA + TDZ, 6) AIB + TDZ, 7) ANA + TDZ, 8) TDZ, 9) BAP, 10) AIA, 11)
AIB e 12) ANA, sendo as auxinas e citocininas nas concentra¢des de 0,5 mg L™
e 2,0 mg L' respectivamente, totalizando 12 tratamentos.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 7
repeti¢des, sendo 4 tubos por repeticdo, com um segmento nodal por tubo. Para
este experimento também foi avaliada a porcentagem de calogénese, bem como

a biomassa seca dos calos.

2.2.5 Estadio de desenvolvimento do explante

Segmentos nodais de plantulas estabelecidas foram utilizados para o
fornecimento do explante. Os segmentos nodais foram cultivados em meio
basico MS suplementado com 30 g/L de sacarose sem adi¢do de reguladores de
crescimento. Para a determinagdo da analise de crescimento foram realizadas

avaliacdes de crescimento em intervalos de 10 dias até o 100° dia de cultivo.

2.2.6 Producio de constituintes volateis na planta matriz, plantula in vitro e

aclimatizada

Nesta etapa do trabalho foi feita a comparagdo da fragdo volatil entre a
planta matriz, plantula in vitro e aclimatizada.
A planta matriz foi cultivada em canteiros a pleno sol. Plantulas

estabelecidas in vitro em meio 2MS suplementado de 15g/L de sacarose, foram
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utilizadas para a aclimatizac@o. Plantulas com o sistema radicular desenvolvido
foram retiradas dos tubos de ensaio e cuidadosamente lavadas com &agua
corrente, para eliminar os residuos do meio de cultura. Em seguida, foram
transplantadas para bandejas com substrato comercial. As plantulas foram
mantidas em casa de vegetagdo com nebulizacdo intermitente, temperatura
mantida em torno de 26 °C e sombreamento parcial obtido com sombrite de 70%
de sombreamento por 15 dias. Logo apos esse periodo foram transferidas para
outra casa de vegetacdo sem sombrite e com sistema de fertirrigagdo (Quadro 1).
Ap6s 60 dias as folhas foram coletadas para a avaliagdo da fragdo volatil.

Para a avaliagdo in vitro, plantulas com 40 dias de cultivo em meio MS

suplementado de 30 g/L de sacarose foram analisadas.

Componente g/250 L
Nitrato de Calcio 190
Sulfato de Amonia 56,25
MAP 27,5
Cloreto de Potassio 100
Sulfato de Magnésio 93,75
Tenso ferro 11
Sulfato de Manganés 1,68
Acido Bérico 0,82
Sulfato de Zinco 0,14
Sulfato de Cobre 0,09
Molibidato de Sodio 0,0125

Quadro 1 Solugdo de fertirrigagdo.

2.3 Andlise quimica da fracio volatil

Para extracdo da fragdo volatil empregou-se a técnica de headspace
estatico. Para isso, utilizou-se do extrator/amostrador headspace automatico
CombiPAL Autosampler System (CTC Analytics AG, Switzerland) acoplado ao
sistema de CG/EM. Apoés procedimentos de otimizagdo das condi¢des

operacionais, estabeleceram-se 30 min de incuba¢do das amostras a 110 °C e a



95

temperatura da seringa foi programada para 120 °C. Folhas foram coletadas de
plantulas cultivadas in vitro e secas em estufa de circulagio de ar a 40 °C.
Aliquotas de 20 mg de folhas secas, em duplicatas, que foram acondicionadas
em vial para headspace de 20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE até a
analise; 500 pL da fase de vapor foram injetados na coluna cromatografica.

As andlises quimicas da fragdo volatil foram realizadas em um sistema
de cromatografia em fase gasosa Agilent” 7890A acoplado a um detector
seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Tchnologies, California,
EUA), operado por ionizagdo de impacto eletrdnico 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 DB-WAX (30 m de
comprimento X 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme)
(Califérnia, EUA). Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0
mL/min. A injegdo foi realizada no modo split a uma razdo de injegao de 1:50.

Para os experimentos de diferentes meios, variacdo do MS, estadio de
desenvolvimento do explante e compara¢do entre a planta matriz, in vitro e
aclimatizada as temperaturas do injetor e a linha de transferéncia para o MS
foram mantidas em 230 °C e 210 °C, respectivamente. A temperatura inicial do
forno foi de 90°C, isotérmico por 3 min, seguido por uma rampa de temperatura
de 10 °C/min até 120 °C, por 8 min, seguida de uma rampa de 20 °C/min até
200°C por 2 min.

Para os experimentos de diferentes segmentos e orientacdo de
inoculacdo, bem como de diferentes reguladores de crescimento, as temperaturas
do injetor e a linha de transferéncia para o MS foram mantidas em 200 °C e 250
°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C, isotérmico por
1,5 min, seguido por uma rampa de temperatura de 3°C/min até 180 °C, seguida

de uma rampa de 10°C/min até 200 °C.
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Os componentes foram identificados por comparagdo de seus indices de
retengdo relativos calculados com indices de retencdo de literaturas (ADAMS,
2007; DAVIES, 1990) e por comparacdo dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/NHI (NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007).

Os indices de retencdo (IR) foram calculados através da coinje¢do com a
mistura de hidrocarbonetos, Cg-Cy (Sigma, EUA), e com a aplicagdo da equagdo

de Van Den Dool e Kratz (1963).

2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA pelo teste F (p<0,05) e
as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05),

utilizando-se o software Sisvar”, versio 5.0 (FERREIRA, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diferentes meios de cultura

Os diferentes meios ndo apresentaram diferengas estatisticas para
numero de nods e brotagdes, ja as maiores alturas foram observadas nos meios
WPM e MS, sendo o MS a apresentar maior numero de folhas e biomassa seca
de brotagdo (Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Bertoni
et al. (2006) no cultivo in vitro de Calendula officinalis L., onde os diferentes
meios testados ndo apresentaram diferenca para nimero de brotacdes e numero
de folhas, mas o meio MS proporcionou maior incremento na altura das
brotagdes.

Com relagdo a formacdo do sistema radicular adventicio, ndo houve

diferenca para o numero de raizes, mas as de maior comprimento foram
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formadas nos meios MS e WPM, sendo o WPM o meio de maior incremento de
biomassa seca (Tabela 1). Estudo realizado por Costa et al. (2007) mostrou que
diferentes meios ndo influenciaram no desenvolvimento in vitro de Lippia

sidoides.

Tabela 1 Média do nimero de folhas (NF), noés (NN); nimero (NB), altura (AB),
biomassa seca das brotagdes (BSB); numero (NR), comprimento (CR) e
biomassa seca de raiz (BSR) de Mentha arvensis em diferentes meios de
cultura aos 40 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Meios de AB BSB CR BSR
cultura NF NN NB (cm) (mg) NR (cm) (mg)
MS 23a 6a 2a  3,0la 7,18a 6a  2,64a  1,00b
BS 21b 6a 2a 2,35b  6,34b 5a 2,36b  1,12b
WPM  20b 6a 2a 2,82a 6,67b 5. 24la  1,74a

Cv 9,80 13,98 0,00 2242 22,15 19,12 21,04 26,16

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Na Figura 1 observa-se a plantula cultivada em diferentes meios de
cultura e a maior ramificacdo das raizes no meio WPM. No meio WPM obteve-
se maior biomassa seca de raiz, isto se deve devido a menor concentracao de sais
neste meio e de nitrogénio (KANASHIRO et al., 2007). O meio WPM contém
2,68 g/L. de sais, o B5 contém 3,28 g/L ¢ MS com 4,63 g/L, ou seja, 0 meio
WPM tem apenas 54,65% de sais do MS e 77,05% do B5. Em relacdo a
concentragdo de nitrogénio o meio WPM tem 24,49% em relagdo ao meio MS e

54,95% do meio BS.
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A

Figura 1 Plantulas de Mentha arvensis cultivadas in vitro em diferentes meios de cultura
aos 40 dias e detalhes do enraizamento, maior ramificagdo das raizes no meio
WPM (seta). UFLA, Lavras, MG, 2013.

Foram identificados 18 constituintes quimicos que representam mais de
94% da composi¢do quimica da fragdo volatil nas plantulas cultivadas in vitro

nos meios MS, B5 ¢ WPM (Tabela 2).
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Tabela 2 Constituigdo quimica da fracdo volatil de plantulas de Mentha arvensis no
cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (MS, B5 ¢ WPM). UFLA,
Lavras, MG, 2013.

a MS B5 WPM
COMPOSTOS IR Area%=DP Area%=+DP Area%+DP
a-pineno 1033 0,77+0,42 0,38+0,00 tr
B-pineno 1129 0,94+0,04 0,87+0,02 1,11+£0,16
sabineno 1135 0,50+0,07 0,41+0,01 0,56+0,07
mirceno 1165 0,41+0,06 0,38+0,01 0,41£0,02
limoneno 1216 1,77£1,00 1,03+0,11 0,99+0,05
1,8-cineol 1229 0,16+0,01 0,13+0,00 0,19+0,02
3-octanol 1398 0,23+0,05 0,13+0,00 0,28+0,00
mentona 1477 3,43+0,64 5,70+0,65 3,51+0,85
mentofurano 1495 0,15+0,02 nd 0,21+0,02
iso-mentona 1506 0,62+0,10 0,75+0,09 0,57+0,27
linalol 1547 0,76+0,06 0,52+0,00 0,72+0,02
iso-pulegol 1579 1,08+0,42 1,01+0,09 0,82+0,05
iso-pulegona 1593 0,32+0,05 0,28+0,03 0,53+0,03
E-cariofileno 1604 0,82+0,04 1,15+0,12 0,69+0,13
mentol 1643 27,49+1,34 46,05+4,95 19,55+5,81
pulegona 1649 56,40+0,50 37,08+5,49 64,21+6,26
p-ment-1-en-ol 1703 tr nd 0,14+0,01
germacreno D 1711 0,17+0,01 0,12+0,00 0,18+0,01
Total 1d§nt1ﬁcad0 96,02 95,99 94,66
(%)
Numero de 18 16 18
compostos

*Indice de retencéo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna DB-WAX.

DP: desvio-padrao (n =2). nd = ndo detectado; tr = trago (<0,01%).

Analisando os trés constituintes mentona, o mentol e a pulegona

corresponderam mais de 87% da area relativa dos picos (Tabela 3). Os maiores

teores de mentol (46,05+4,95%) e mentona (5,70+£0,65%) foram observados nos

meios B5, ja a pulegona apresentou maior teor no meio WPM (64,21+£6,26%). O

meio MS apresentou teores intermedidrios, com 27,49+1,34% de mentol e

56,40+0,50% de pulegona. A producdo de mentol no MS foi baixa comparada a

obtida por Arrigoni-Blank et al. (2011) que obtiveram 69,07% desse constituinte

em plantulas de M. arvensis cultivadas in vitro no mesmo meio de cultura.
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Tabela 3 Teores dos trés constituintes da fragdo volatil em plantulas in vitro de Mentha
arvensis cultivadas em diferentes meios de cultura (MS, B5 ¢ WPM). UFLA,
Lavras, MG, 2013.

a MS B5 WPM
COMPOSTOS IR Area%+DP Area%=DP Area%+DP
Mentona 1477 3,43+0,64 5,70+0,65 3,51+0,85
Mentol 1643 27,49+1,34 46,05+4,95 19,55+5,81
Pulegona 1649 56,40+0,50 37,08+5,49 64,21+6,26
Total identificado (%) 87,32 88,83 87,27

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

Na sintese do 6leo essencial de Mentha piperita, a (+)-pulegona ¢ a
precursora do mentol, considerado o componente mais significativo dos 6leos de
Mentha spp. Dependendo das condi¢des ambientais, a (+)-pulegona pode reduzir
a (-)-mentona e sintetizar mentol, através da pulegona redutase, ou oxidar a (+)-
mentofurano, pela mentofurano sintase (MAHMOUD; CROTEAU, 2003). Com
base na biossintese desses constituintes, parece que a pulegona redutase tem sua
atividade enzimatica aumentada nas condi¢des de cultivo propiciadas pelo meio
BS5, ao contrario do que pode ser observado com o meio WPM. Outro fato
observado foi que mentofurano ndo foi detectado no meio BS5, refor¢ando o fato
das condi¢des desse meio aumentarem a atividade enzimatica da pulegona

redutase.

3.2 Variac¢oes da concentrac¢ao dos sais do meio basico MS

A concentragdo de sais no meio MS influenciou o crescimento do
explante de M. arvensis (Tabela 4). Para o numero de folhas e nos, observou-se
um melhor crescimento nos meios MS, sMS e “MS, ndo havendo diferenca
significativa para nimero de brotagdes entre os tratamentos. Maiores alturas
foram observadas no meio que utilizou Y dos sais do MS, em contrapartida,
maiores concentracdes de sais apresentaram efeito negativo para essa variavel, ja

com relacdo a biomassa seca de brotagdo, o meio MS foi superior.
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Tabela 4 Média do numero de nés (NN), nimero (NB), altura (AB) e biomassa seca das
brota¢des (BSB), nimero (NR), comprimento (CR) e biomassa seca de raiz
(BSR) de M. arvensis nas variagdes do meio MS aos 40 dias de cultivo in
vitro. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Variacdes AB BSB CR BSR
doms NN N ) o mpg M em) g
2MS 14b 4b 2a  157¢ 506c 2c¢  1,90b 023b
MS 22a  6a 2a 280b 70la 6b 259a 1,10a

MS 23a 6a 2. 296b  6,24b 7a 246a 123a
YsMS 22 a 6a 2a 435a 5,90 b 7a 2,56 a 1,20 a
Cv 1496 1091 0,00 16,63 22,78 18,02 2294 32730
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Os resultados indicam que a formulag@o padrao do meio basico MS seria
o ponto de equilibrio para o cultivo in vitro de M. arvensis, haja vista que baixas
concentragdes ndo incrementaram a biomassa seca final e elevadas
concentragdes reduzem o tamanho da plantula. Couto et al. (2004) trabalhando
com porta-enxertos de Prunus sp. e Ribeiro et al. (2007) trabalhando com
Ocimum basilicum mostraram que o meio MS na concentracdo total dos sais
proporcionou melhor desenvolvimento da plantula.

Maior nimero de raizes foi observado nos meios 2MS e “MS (Tabela
4). A redugdo dos sais do meio basico MS tem possibilitado a obtencdo de
resultados satisfatorios na indugdo de raizes adventicias in vitro para um
significativo ntimero de espécies, como pode ser observado nos trabalhos
realizados com Azadirachta indica (CHATURVEDI et al.,, 2004), mas nem
sempre a reducdo dos sais do meio basico € necessaria para o enraizamento. Em
Mikania glomerata Spreng as concentragdes dos macronutrientes do meio MS,
ndo apresentou diferenca no numero médio de raizes emitidas por explante
(DINIZ et al., 2006). Ja para Calendula officinalis L., a maior porcentagem de
enraizamento (80%) e maior nimero de raizes (3,2 raizes/planta) ocorreram em

meio 4MS suplementado com 1,0 mg L™ de AIB (BERTONI et al., 2006).
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Os meios MS, 2MS e “4MS apresentaram maiores comprimento e
biomassa seca de raizes (Tabela 4), ndo havendo diferengas significativas. A
influéncia da composi¢do dos meios de cultura no processo de enraizamento
adventicio in vitro, esta relacionada a concentrag¢do de sais minerais empregados
no preparo do mesmo e a presenca de reguladores vegetais (SOUZA; PEREIRA,
2007). De modo geral, o uso de meios menos concentrados tem permitido
melhores resultados no enraizamento de plantulas in vitro (PINTO; LAMEIRA,
2001).

Na Figura 2 observa-se o crescimento e o sistema radicular das
plantulas. A maior concentragdo de sais (2MS) pode ter sido toxica para o
crescimento da brotagdo e das raizes. Esses resultados corroboram com Rossi et
al. (2011) onde nas concentragdes mais elevadas obtiveram menor altura e
menor biomassa seca da parte aérea, ndo havendo desenvolvimento de raizes nas

plantulas.

Figura 2 Plantulas de Mentha arvensis nas variagdes do meio MS e sistema radicular aos
40 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2013.
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Os 22 constituintes quimicos da fragdo volatil de plantulas cultivadas in
vitro de M. arvensis encontram-se listados na Tabela 5 na ordem de elui¢do,
compreendendo mais de 95% da composicdo quimica.

Com relagao as diferengas qualitativas, ndo houve a presenga do neo-
mentol nos meios mais concentrados. Auséncia de 1,8-cineol, 3-metil-
ciclohexanona e mentofurano no meio 2MS, ndo sendo detectado o iso-mentol e
a iso-pulegona no MS e o a-pineno e o isovalerato de etila no “4MS (Tabela 5).

E possivel que as diferencas nas concentragdes dos sais do meio MS
atuem de forma a influenciar as atividades enzimaticas envolvidas na produgio
de mentol, favorecendo ou ndo a sua biossintese. Conforme Davis et al. (2005) a
biossintese de mentol e seus isomeros ¢ NADPH-dependente, um importante co-
fator enzimatico nitrogenado. Comparando as formulagdes desses meios, pode
ser que esse fendmeno tenha relacdo com a concentragdo da fonte de nitrogénio,

pois no meio 2MS ha uma grande quantidade desse elemento quimico.
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Tabela 5 Constituicdo quimica da ra¢do volatil de plantulas de Mentha arvensis no
cultivo in vitro na variagio da concentragdo do meio MS. UFLA, Lavras, MG,

2013.
A 2MS MS sMS “4MS
COMPOSTOS IR Area%+DP  Area%xDP Area%z<DP  Area%=xDP
a-pineno 1068 0,66+0,04 1,09+0,00 0,81+0,45 nd
isovalerato de etila 1086 0,17+0,02 0,42+0,10 0,27+0,11 nd
3-careno 1138 0,90+0,04 1,52+0,02 1,49+0,24 1,82+0,07
mirceno 1174 0,38+0,04 0,46+0,00 0,44+0,05 0,49+0,23
limoneno 1222 3,44+1,76 1,06+0,36 1,18+0,05 1,17+£0,31
1,8-cineol 1233 nd 0,18+0,01 0,15+0,02 0,18+0,01
3-metil- 1352 nd 0,17+0,02  0,19+0,01 0,25+0,04
ciclohexanona
3-octanol 1399 0,12+0,03 0,23+0,00 0,18+0,00 0,20+0,01
mentona 1479 3,09+1,16 1,60+1,15 1,23+0,02 1,92+0,08
mentofurano 1502 nd 0,12+0,01 nd 0,17+0,13
iso-mentona 1507  0,71£029  0,51+0,00 0,24+0,00 nd
linalol 1547 0,74+0,03 0,80+0,01 0,63+0,00 0,62+0,01
iso-pulegol 1580  0,39+0,10 1,2240.,39 0,94+0,05 0,78+0,05
iso-pulegona 1594 0,14+0,07 nd 0,38+0,01 0,44+0,06
iso-mentol 1604 0,57+0,24 nd 0,24+0,02 0,30+0,12
neo-mentol 1606 nd nd 0,19+0,01 0,19+0,01
mentol 1643  30,90+4,66 19,104£2,49 10,60+1,11 13,88+5,00
pulegona 1651 55,32+8,41 68,14+2,89 77,08+1,39 71,62+5,55
p-ment-1-en-ol 1704 0,14+0,01 0,10+0,01 0,10+0,01 0,10+0,00
germacreno D 1716 0,26+0,09 0,29+0,06 0,25+0,00 0,27+0,05
1,3-isopropenil-3- 1748 00224007  032:0,02  035:0,03  0,29:0,00
metil-1-ciclohexeno
is0-limoneno 1753 0,17£0,06 0,24+0,02 0,27+0,02 0,2240,01
Total identificado 98,30 97,57 97,21 95,75
(%)
Nimero de 18 19 21 19
compostos

*Indice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna DB-WAX.
DP: desvio padrio. nd = ndo detectado.

O mentol e a pulegona foram os constituintes quimicos com maior teor.
(Tabela 6). O meio 2MS apresentou menor niimero de compostos, sendo o 2MS
a ter maior quantidade de constituintes. A variagdo do MS interferiu na sintese
dos constituintes, pois no dobro da concentragdo dos sais que houve um

decréscimo no teor de pulegona (55,32+8,41%) e aumento nos teores de mentol
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(30,90+4,66%) e limoneno (3,44+1,76), ja o uso de 2MS incrementou os teores
de pulegona (77,08+1,39%) e reduziu o de mentol (10,60£1,11%).

Tabela 6 Constituintes de maior teor em plantulas in vitro de Mentha arvensis cultivadas
em diferentes concentracdes do meio MS. UFLA, Lavras, MG, 2013.

COMPOSTOS  IR* 2MS MS ~:MS iMS
Area%=DP Area%xDP Area%zDP Area%:tDP
Mentol 1643 30,90+4,66  19,1042,49  10,60+1,11  13,88+5,00
Pulegona 1651 55,32+8,41  68,14+2,89  77,08+1,39  71,62+5,55
Total
identificado (%) 86,22 87,24 87,68 85,5

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

Estudos indicam que o principal determinante na produgdo de
monoterpenos em Mentha seja a taxa de biossintese, definida pelos niveis
regulados de desenvolvimento das enzimas biossintéticas responsaveis e seus
substratos correspondentes (TURNER et al., 2000). Isso foi constatado por
Gershenzon et al. (2000), que verificaram a existéncia de correlagdo entre as

atividades in vitro e in vivo para oito enzimas da biossintese do mentol.

3.3 Diferentes segmentos e orientacio de inoculacio

A interagdo influenciou significativamente a altura de brotacdo, nimero
e comprimento de raizes (Tabela 7), as demais variaveis foram analisadas
separadamente. Observa-se que o segmento nodal apresentou maiores valores da
altura para as duas orientacdes de inoculacdo. Trabalho semelhante realizado por
Pereira et al. (2006) indica que maior altura de plantulas foi observada em
explantes de Uncaria guianensis inoculados na horizontal.

Com relagdo ao ntimero de raizes, o segmento apical inoculado na
posicao horizontal proporcionou maiores valores para esta variavel (Figura 3); ¢

provavel que as auxinas endogenas presentes nesse tipo de explante tenham
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influenciado na producdo do sistema radicular, em contrapartida, o segmento

nodal inoculado horizontalmente proporcionou maiores comprimento de raizes.

Tabela 7 Média da altura da brotagao (AB); niimero (NR) e comprimento de raizes (CR)
de Mentha arvensis na interagdo de diferentes segmentos ¢ orientagdo de
inoculagdo (vertical-V e horizontal- H) aos 40 dias de cultivo in vitro. UFLA,
Lavras, MG, 2013.

AB (cm) NR CR (cm)
Segmento % T v H v H
Apical 3,31 aB 3,37 aB 5bA 7 aA 3,44 aA 3,66 aB
Nodal 4,11 bA 5,52 aA 5aA 5 aB 3,41 aA  4,14aA
CV 10,88 17,37 14,20

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). Mintisculo na linha, maitsculo na coluna.

Tl d B T3 T4

Figura 3 Plantulas de Mentha arvensis no cultivo in vitro com diferentes segmentos e
orientagdo de inoculagdo (T1: apical x vertical; T2: apical x horizontal; T3:
nodal x vertical e T4: nodal x horizontal). UFLA, Lavras, MG, 2013.

Analisados separadamente, o segmento nodal proporcionou maior
formagdo de folhas (Tabela 8), bem como para nlimero de brotos e incremento
da biomassa seca de brotagdo, ndo havendo diferenga estatistica para nimero de
nods e biomassa seca de raizes. Muitos trabalhos utilizam segmentos nodais como

fonte de explantes, tendo como principal objetivo avaliar o potencial destes
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explantes para a obtencdo de clones, pois originam plantas devido a quebra da
dorméncia da gema lateral (FAQUIM et al., 2007).

A orientagdo de inoculagdo ndo influenciou nas varidveis numeros de
folhas, brotagdes e nos (Tabela 8). Para as variaveis biomassas seca de brotagdo
e raizes, a posicao horizontal apresentou maiores ganhos. Dados que discordam
de Pereira et al. (2006) nos quais observaram que posicdo de inoculacdo do
explante da espécie Uncaria guianensis demonstrou exercer influéncia no
numero médio de brotagdes/explante, assim como no numero de gemas iniciais.

No cultivo in vitro de macieira, Erig e Schuch (2002) observaram maior
numero de brotagdes, 0 maior numero de gemas ¢ a maior taxa de multiplicago
foram obtidos com o explante na orientagdo horizontal no meio de cultura, ndo
havendo diferenga significativa quanto a orientagdo vertical e horizontal do

explante no meio de cultura para a altura da brota¢ao maior.

Tabela 8 Média do niimero de folhas (NF), ndés (NN), nimero (NB), biomassa seca de
brotagdo (BSB) e raiz (BSR) de M. arvensis com diferentes tipos de segmentos
e orientagdo de inoculagdo aos 40 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG,

2013.

Segmento NF NN NB BSB (mg) BSR (mg)
Apical 15b 7a 1b 8,57b 1,61 a
Nodal 26 a 7a 2a 12,04 a 1,67 a

Orientacio NF NN NB BSB (mg) BSR (mg)
Vertical 20a 7a 2a 9,24 b 1,36 b
Horizontal 2l a 7a 2a 11,39 a 1,93 a
CvV 11,57 7,75 14,03 15,76 21,08

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

A analise da constitui¢do quimica da fragdo volatil revelou a presenca de
17 compostos nas plantulas de M. arvensis, listados por ordem de elui¢do na
Tabela 9, dos quais representam mais de 98% da fragdo volatil. Ndo houve
diferengas qualitativas entre os tratamentos, havendo a presenca dos 17

constituintes em todos eles, porém os tratamentos influenciaram os teores em
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termos quantitativos, sendo a pulegona o constituinte de maior acimulo em

todos os tratamentos (70,61+7,26%-81,57+0,00%).

Tabela 9 Constituigdo quimica da fragdo volatil de plantulas de Mentha arvensis no
cultivo in vitro com diferentes segmentos e orientagdo de inoculagdo (T1:
apical x vertical; T2: apical x horizontal; T3: nodal x vertical e T4: nodal x
horizontal). UFLA, Lavras, MG, 2013.
T1 T2 T3 T4

Area%=DP Area%=DP Area%+DP Area%:=DP

COMPOSTOS IR*

isovarelato de 1081 0,57+0,13  0,54+0,00  027+0,14  0,38+0.21

etila
B-pineno 1113 0,91+0,04 1,06+0,00 0,92+0,09 0,96+0,10
B -felandreno 1123 0,52+0,01 0,59+0,00 0,51+0,07 0,55+0,03
f -mirceno 1163  0,46+0,02 0,54+0,00 0,45+0,06 0,44+0,07
limoneno 1202 3,58+0,96 4,77+0,00 1,83+0,61 1,62+0,72
1,8-cineol 1213 0,14+0,01 0,16=0,00 0,12+0,02 0,14+0,01
3-octanol 1400  0,23+0,00 0,24-+0,00 0,20+0,10 0,27+0,07
mentona 1458  2,17+1,33 0,91+0,00 1,90+0,60 1,20+0,47
is0-mentona 1486  0,42+0,23 0,13+0,00 0,27+0,05 0,47+0,44
linalol 1553  0,73+0,01 0,71=0,00 0,62+0,12 0,69+0,05
iso-pulegona 1565  0,47+0,06 0,62+0,00 0,46+0,12 0,50+0,17
iso-pulegol 1570  0,96+0,00 0,83+0,00 1,05+0,06 0,91+0,14
cariofileno 1587  0,20+0,03 0,19+0,00 0,15+0,00 0,19+0,04
neo-mentol 1598  0,34+0,15 0,09+0,00 0,35+0,12 0,40+0,37
pulegona 1639 70,61£7,26  81,57+0,00  71,33+4,66 70,95+15,58
mentol 1643 15,88+6,37 5,23+0,00 17,54+£5,31  18,24+15,51
iso-limoneno 1733 0,24+0,00 0,17+0,00 0,29+0,09 0,24+0,04
Total
identificado (%) 98,44 98,34 98,26 98,13
Numero de 17 17 17 17
compostos

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cs-Cao) em coluna DB-WAX.
DP: desvio padrio (n=2).

Conforme Croteau et al. (2005), o mentol, tem a tendéncia de aumentar
a concentragdo no decorrer do ciclo de cultivo em fun¢do da enzima mentona-
redutase, € possivel que as plantulas cultivadas in Vvitro necessitassem de mais
tempo para que esta enzima atuasse convertendo a pulegona em mentona. Essa

informagdo ¢ confirmada por Souza et al. (2006), que no cultivo de Mentha
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piperita hidroponica obtiveram apenas 5-8% de mentol, atribuindo este resultado
a idade da planta (50 dias de cultivo).

Das diferencas quantitativas, as mais expressivas foram relacionadas aos
majoritarios limoneno, mentol e pulegona. O tratamento 2 (apical x horizontal)
favoreceu o maior acumulo de pulegona em detrimento ao mentol que obteve
menor teor (5,23+0,00%). Maiores teores de mentol (18,24+15,51%) foram
detectados no segmento nodal inoculado horizontalmente. Os tratamentos que
utilizaram o segmento apical independente da posi¢do de inoculagdo
apresentaram maiores teores de limoneno (3,58+0,96%-4,77+£0,00%).

Os valores dos constituintes quimicos desse estudo discordam de Paulus
et al. (2007), que indicam o mentol como componente presente em maior
quantidade no Oleo essencial das espécies de Mentha, porém ndo é a Unica
substancia que define a sua qualidade. Segundo os autores, outras substancias
como limoneno e mentona, mesmo em pequenas quantidades, podem alterar as
qualidades organolépticas do 6leo essencial, ou ainda terem valor comercial por

serem utilizadas nas industrias alimenticias e farmacéuticas.

3.4 Efeito dos reguladores de crescimento

Os diferentes reguladores de crescimento testados influenciaram
significativamente nas variaveis avaliadas. Maiores numeros de folhas foram
observados nos tratamentos que utilizaram a combinagdo de AIA + TDZ, TDZ e
ANA (Tabela 10). A combinagdo ANA + TDZ foi a que proporcionou menor
numero de folhas. Resultados que discordam de Arrigoni-Blank et al. (2011),
que testando diferentes reguladores obtiveram maior média de ntimero de folhas

de M. arvensis em com a utilizagio de 0,77 mg L' AIA.
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Tabela 10 Média do niumero de folhas (NF), n6s (NN) e brotagdes (NB), altura (AB) e
biomassa seca de brotagdo (BSB); porcentagem de calogénese (%C),
biomassa seca de calos (BSC); do nimero (NR), comprimento (CR) e
biomassa seca de raiz (BSR) de M. arvensis aos 40 dias de cultivo in vitro em
diferentes reguladores de crescimento. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Trata.
05+20 NF NN N AB BSB o, BSC g CROBSR
P (em)  (mg) (mg) (em)  (mg)

AJA+BAP 22b  6b 2¢  24c 9,6 ¢ 0,0d 0,0d 4c¢ 29b 33b
AIB+BAP 20b  6b 2¢  25¢ 6,4d 0,0d 0,0d 2d 3,0b 19c¢
ANA+BAP 24b 6b 3b 3,1b 8,40 ¢ 53,6 ¢ 1,8d 4¢ 3,0b 40a
AIA+TDZ 28a 4d 4a 1,8d 1098c¢c 89,3b 196a 0Oe 0,0d 0,0¢
AIB+TDZ 23b 4d 4a 1,0e 8,6¢ 643 ¢ 81b 0e 0,0d 00e
ANA+TDZ 14 ¢ 2e 2¢ 0,6 e 6,9d 100 a 6,7b 0e 00d 0,0e¢

TDZ 29a 4d 3b 1,5d 13,7b 643c 47c¢ 0O0e 00d 0,0e

BAP 22b 5S¢ 3b 24c 9,8 ¢ 0,0d 0,0d 2d 25b 27b

AIA 23b 6D 2¢  3,6b 10,1 ¢ 0,0d 0,0d 6b 1,6c 09d
AIB 24b  7a 2¢ 6,0a 12,6 b 0,0d 00d 7a 1l4c¢c 12d
ANA 28a 7a 2¢ 52a 20,8 a 0,0d 00d 7a 14c 4,1a
Controle 21Db 6b 2¢ 2.8¢ 7,6d 0,0d 00d 5b 34a 1,5¢
CV 138 114 196 178 17,0 20,10 23,5 21,6 23,77 23,06

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Para nimero de nds, os maiores valores foram observados nas auxinas
AIB e ANA, assim como a maior altura da parte aérea. Fato ja esperado devido
as auxinas serem responsaveis pelo alongamento celular (TAIZ; ZEIGER,
2004), proporcionando maiores valores para essas variaveis. As combinagdes
AIA + TDZ e AIB + TDZ induziram maior nimero de brotagdes. Dados que
corroboram com Ali et al. (2004) que na utilizacdo de segmentos nodais de M.
arvensis, em meio MS, suplementado com 0,5 mg L™ de ANA e 1,0 mg L™ de
BAP, obtiveram maior niimero brotagdes por explante, mostrando que a
combinagdo de citocininas e auxinas viabilizam a inducdo de brotagdo,
informagao reforcada por Chishti et al. (2006) que obtiveram uma melhor
multiplica¢do de brotos de M. arvensis, utilizando o meio MS suplementado de 2
mg L' de BAP ¢ 0,8 mg L™ de AIA.
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A utilizag@o de ANA incrementou a biomassa seca de brotagdo, o uso de
AIB + BAP, ANA + TDZ, assim como o controle, tiveram os piores resultados
para essa variavel.

Os dados relativos a calogénese indicam que a maior indugdo ocorreu
com a utilizacdo de ANA + TDZ, com 100% de formagdo de calos na base
inferior do explante, porém a utilizacdo de AIA + TDZ proporcionou maior
incremento de biomassa seca de calos (Tabela 10).

O numero de raizes produzidas na presenca de AIB ¢ ANA foram os
maiores comparados com os outros tratamentos inclusive no controle (auséncia
de regulador), ndo havendo formagdo de raizes na presenca de TDZ, isso pode
ter ocorrido devido as citocininas serem hormonios associados ao crescimento ¢
desenvolvimento das plantas, participando no controle da divisdo celular
(NISHIMURA et al.,, 2004), ndo estando relacionados a indugdo do
enraizamento adventicio.

Na literatura encontram-se trabalhos relatando a importancia da adicao
de reguladores para o enraizamento in Vitro, e em determinados casos, havendo
apenas o enraizamento na presenga do regulador, porém, conforme os dados
apresentados, a adi¢do de reguladores incrementou o enraizamento, mas nao foi
determinante para a produgao de raizes haja vista que na auséncia de reguladores
houve a formacao do sistema radicular adventicio.

Estudo realizado por Garlet et al. (2011) demostraram que plantas de
Mentha x gracilis apresentaram maiores comprimentos de raizes ¢ percentagem
de enraizamento quando cultivadas em meio isento de reguladores de
crescimento, bem como nos meios acrescidos de cinetina e naqueles contendo a
menor concentragdo de BAP ou TDZ, porém a adigdo de ANA incrementou a
biomassa seca de raizes. Resultados que corroboram com Bona et al. (2011),
onde a utilizagdo de ANA também favoreceu o enraizamento e¢ aumentou a

porcentagem de enraizamento em Lavandula angustifolia.
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Na Figura 4 observa-se o comportamento do explante no meio de cultura

suplementado com diferentes reguladores de crescimento.

Figura 4 Plantulas de Mentha arvensis cultivadas in vitro suplementado com diferentes
reguladores de crescimento aos 40 dias. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Na analise da constitui¢do quimica, foram identificados 21 compostos,
os quais se encontram listados por ordem de eluicdo na Tabela 11, representando
mais de 97% da composi¢do da fragdo volatil. Os reguladores de crescimento
influenciaram na composi¢do quimica das plantulas. Nota-se que os teores dos
constituintes mentona, pulegona ¢ mentol apresentaram diferengas de acordo
com o regulador de crescimento adicionado ao meio de cultura.

O acréscimo de reguladores de crescimento ao meio de cultura também
influenciou na composi¢do de Melissa officinalis L. cultivada in vitro em

trabalho realizado por Silva et al. (2005); os autores observaram que o meio MS
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suplementado com os reguladores de crescimento AIA ¢ BAP resultaram em
aumentos de 1,7 e 2,2 vezes na propor¢ao de neral e geranial, respectivamente.

A mentona alcangou maior teor (5,41+1,11%) com a utilizagdo do BAP
e menores na presenca de ANA (0,68+0,16%), mostrando que esta auxina inibiu
a produ¢do de mentona, ja com relacdo a pulegona foram observados o elevado
teor de 88,50+£0,35% na presenca do mesmo regulador, sendo o BAP o
responsavel pela diminui¢cdo com teor de 39,55+5,04%, em contrapartida a
mesma citocinina apresentou efeito positivo no teor do mentol (40,81£2,65%),
sendo este o maior teor de mentol em todos os tratamentos. O limoneno também
foi bastante influenciado pelo uso dos reguladores, apresentando maximo de
4,49+0,88% na presenca de BAP e minimo de 1,18+0,33% na presenga de ANA.

De forma geral percebe-se que a citocinina BAP e a auxina ANA
quando acrescentadas ao meio de cultura de forma isolada foram os reguladores
de crescimento que mais influenciaram na biossintese dos constituintes
quimicos, seja para mais ou para menos, contudo, percebe-se que o uso da
citocinina eleva a biossintese do mentol. Estudando a produgdo de 6leo essencial
de brotos de Salvia officinalis in vitro, Gomes e Ferreira (2003) utilizaram como
meio de cultura basico o MS, suplementado com diferentes combinacdes de
citocininas, e observaram que o tipo e a concentragdo da citocinina
influenciaram o acumulo de 6leo essencial.

A utilizagdo de AIA, de forma isolada, pouco influenciou
quantitativamente para o mentol e a pulegona comparado com o controle (MS).
Com relagdo as diferencas qualitativas, as combinacdes AIB + BAP ¢ ANA +
BAP, assim como apenas o BAP apresentaram todos os constituintes quimicos,
sendo a auxina ANA a ter menor nimero de compostos detectados. A
pinocarvona e iso-pulegona ndo foram detectadas na presenca do TDZ e a
utilizacdo das auxinas isoladas inibiu a produg@o da iso-pulegona. Sudria et al.

(1999), estudando a influencia de reguladores de crescimento no contetido de
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6leo essencial de plantulas de Lavandula dentada, concluiram que o meio que

continha 0,1 mg L' de BA (benziladenina) proporcionou maior contetido de

oleo.

Tabela 11 Constitui¢do quimica da fragdo volatil de plantulas de M. arvensis no cultivo
in vitro contendo diferentes reguladores de crescimento. UFLA, Lavras, MG,

2013.
a MS ATA+BAP AIB+BAP ANA+BAP
COMPOSTOS IR Area%=DP  Area%=DP Area%+DP Area%+DP
;Stiolzarelato de 1080  0,15+0,02  0,08+0,00  0,12+0,02 0,13+0,03
B -pineno 1112 1,01+£0,04 1,07+0,08 0,96+0,03 0,94+0,03
B -felandreno 1123 0,57+0,03 0,64+0,01 0,57+0,01 0,58+0,02
B -mirceno 1162  0,47+0,01 0,77+0,05 0,61+0,03 0,65+0,01
limoneno 1202 2,21+0,33 3,55+0,63 3,60+0,61 3,134+0,24
1,8-cineol 1212 0,17+0,01 0,19+0,00 0,17+0,01 0,18+0,00
3-octanol 1400  0,26+0,00 tr 0,40+0,03 0,4540,01
mentona 1458  3,45+1,31 3,81+0,99 4,00+1,16 2,52+0,66
iSo-mentona 1486  0,99+0,07 0,80+0,29 1,20+0,34 0,85+0,42
cis-3- 1489 ir r 0,09+0,00  0,10+0,02
hexenilisovalerato
linalol 1552 0,81+0,00 0,56+0,08 0,61+0,06 0,67+0,01
pinocarvona 1560 nd nd 0,08+0,01 tr
iso-pulegona 1565 0,39+0,00 0,36+0,10 0,34+0,10 0,40+0,09
iso-pulegol 1569  0,90+0,01 0,71£0,01 0,69+0,00 0,65+0,06
cariofileno 1587  0,18+0,00 0,22+0,01 0,19+0,00 0,20+0,01
neo-mentol 1598 0,81+0,03 0,65+0,23 0,88+0,28 0,59+0,26
pulegona 1639  54,00+£2,46  56,98+9,93  48,00+£12,19  61,46+11,70
mentol 1644 31,90+0,78  27,1349,01  35,38+10,96  24,57+10,68
piperitona 1715 0,15+0,02 0,114+0,02 0,24+0,11 tr
nao identificado 1729  0,25+0,03 0,17+0,01 0,19+0,03 0,17+0,02
iso-limoneno 1733 0,22+0,03 0,19+0,00 0,20+0,04 0,194+0,02
Total
identificado (%) 98,87 97,97 98,52 98,41
Nimero de 20 20 21 21
compostos

*Indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna DB-WAX.

DP: desvio-padrao (n = 2). nd = néo detectado. tr = trago (<0,01%).
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a AIA+TDZ AIB+TDZ ANA+TDZ TDZ
COMPOSTOS R Area%+DP Area%+DP Area%+DP Area%+DP
1s9varelato de 1080 nd tr nd nd
etila
f -pineno 1112 0,96+0,05 0,89+0,04 0,83+0,07 1,02+0,01
B -felandreno 1123 0,58+0,02 0,56+0,03 0,47+0,02 0,59+0,01
B -mirceno 1162  0,64+0,00 0,61+0,08 0,52+0,07 0,64+0,02
limoneno 1202 3,56+0,15 3,11+1,40 2,43+0,03 4,32+0,06
1,8-cineol 1212 0,18+0,00 0,17+0,01 tr 0,18+0,00
3-octanol 1400  0,34+0,03 0,36+0,03 0,28+0,04 0,30+0,03
mentona 1458  2,88+1,33 2,51+0,32 4,69+0,43 1,38+1,09
iSo-mentona 1486  0,60+0,30 0,73+£0,37 0,37+0,19 tr
cis-3- 1489 0,72+0,07  0,70+0,01 0,43+0,05  0,73+0,09
hexenilisovalerato
linalol 1552 0,50+0,06 0,47+0,09 0,39+0,05 0,63+0,03
pinocarvona 1560 nd nd nd nd
iso-pulegona 1565 nd nd nd nd
iso-pulegol 1569  0,66+0,06 0,68+0,01 0,87+0,00 0,71+0,04
cariofileno 1587 0,16+0,04 0,14+0,01 nd 0,15+0,04
neo-mentol 1598  0,32+0,16 0,44+0,25 0,29+0,17 tr
pulegona 1639  72,68+8,67 67,62+9,77 73,68+7,65 83,88+4,18
mentol 1644  13,75+6,89  19,13+10,43 13,56+7,18 3,80+2,51
piperitona 1715 tr tr nd nd
nao identificado 1729  0,10+0,01 0,1340,01 0,15+0,03 tr
iso-limoneno 1733 tr 0,13+0,01 0,15+0,02 tr
Total

identificado (%) 98,64 98,39 99,1 98,33

Nimero de 18 19 16 17

compostos

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

DP: desvio-padrao (n = 2). nd = ndo detectado. tr = trago (<0,01%).
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a BAP ATA AlIB ANA
COMPOSTOS IR Area%+DP Area%+DP Area%+DP Area%+DP
;stﬁzarela“’ de 1080  0,13£0,00  031%0,14 nd nd
B -pineno 1112 0,9540,06 0,94+0,11 0,97+0,11 0,86+0,11
B -felandreno 1123 0,60+0,03 0,54+0,02 0,514+0,06 0,43+0,05
B -mirceno 1162  0,67+0,03 0,46+0,05 0,43+0,05 0,38+0,05
limoneno 1202 4,49+0,88 1,32+1,26 1,75+0,79 1,18+0,33
1,8-cineol 1212 0,18+0,01 0,16+0,01 0,15+0,01 nd
3-octanol 1400 0,36+0,03 0,41+0,17 0,20+0,06 tr
mentona 1458  5,41+£1,11 1,96+0,25 3,13+1,90 0,68+0,16
iSO-mentona 1486  1,53+0,17 1,01+£0,62 0,57+0,29 nd
cis-3- 1489 0,09:0,02 r 0,7040,03  0,45+0,06
hexenilisovalerato
linalol 1552 0,75+0,03 0,81+0,05 0,46+0,10 0,49+0,07
pinocarvona 1560  0,08+0,00 0,34+0,13 nd nd
iso-pulegona 1565  0,31+0,00 nd nd nd
iso-pulegol 1569  0,58+0,03 0,83+0,11 0,87+0,03 1,00+0,01
cariofileno 1587 0,24+0,02 0,17+0,00 0,18+0,05 0,16=0,02
neo-mentol 1598 1,04+0,07 0,87+0,51 0,52+0,27 nd
pulegona 1639  39,55+5,04  53,81+18,34  66,12+12,35  88,50+0,35
mentol 1644  40,81+2,65  34,27+18,54  21,83+10,79 3,92+0,64
piperitona 1715 0,35+0,07 tr nd nd
nao identificado 1729  0,12+0,01 0,2340,06 0,23+0,01 0,29+0,06
is0-limoneno 1733  0,13+0,01 0,23+0,05 0,20+0,01 0,21+0,05
Total

identificado (%) 98,38 98,67 98,81 98,53

Nimero de 21 20 17 14

compostos

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

DP: desvio-padrao (n = 2). nd = ndo detectado. tr = trago (<0,01%).

3.5 Estadio de desenvolvimento do explante

Segundo Gondim et al. (2011), o conhecimento da curva de crescimento

¢ importante na determinacdo das épocas em que a planta apresenta maior

demanda por nutrientes, evitando-se assim, provaveis deficiéncias nutricionais

que porventura venham a ocorrer durante o cultivo da cultura.
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Apés 100 dias de inoculacdo as plantulas apresentaram bom
crescimento, apenas as folhas de algumas mais proximas as raizes sofreram
senescéncia (Figura 5). Isto mostra que esta espécie se adapta bem as condi¢des
in vitro, podendo ser mantidas por maior periodo em um mesmo meio de

cultura, diminuindo custos e ntimero de repicagens.

Figura 5 Desenvolvimento in vitro de plantulas de M. arvensis pelo periodo de 100 dias.
Tempo 1 = 10 dias, Tempo 2 = 20 dias, Tempo 3 = 30 dias, Tempo 4 = 40 dias,
Tempo 5 = 50 dias, Tempo 6 = 60 dias, Tempo 7 = 70 dias, Tempo 8 = 80 dias,
Tempo 9 = 90 dias, Tempo 10 = 100 dias.

No decorrer de 100 dias apdés a inoculagdo em meio de cultura,
observou-se um comportamento linear crescente para as variaveis avaliadas,
tanto para a parte aérea, quanto para o sistema radicular adventicio. Aos dez dias
de inoculagdo, as plantulas apresentavam valor médio de 6 folhas, ao final das
avaliacdes, esse valor subiu para 37 (Tabela 12). O nimero de brotagdes se
manteve constante (2), resultado ja esperado, pois essa variavel ndo costuma ser

influenciada pelo tempo de cultivo.
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Arrigoni-Blank et al. (2011), no cultivo in vitro da mesma espécie,
avaliaram aos 35 dias apds a inoculagdo, obtendo média de 14 folhas e 2
brotagdes por plantula, resultados semelhantes aos observados nesse estudo na
mesma época de avaliagdo.

Maior tempo de inoculagao incrementou a altura das plantulas, chegando
ao valore médio de 12,47 cm, bem como para biomassa seca de brotacdo que
chegaram a niveis de 38,48 mg. Essas variaveis estdo intimamente interligadas,
sendo proporcionais, observa-se que no periodo de avaliacdo, quanto maior a
altura, maior o numero de nds assim como a biomassa seca de brota¢do (Tabela
12).

Para nimero de raizes foi observado valores médios minimos de 2 aos
dez dias e maximo de 7 ao 100 dias, comprimento maximo de 4,88 cm e
biomassa seca de 4,24 mg ao final das avaliagdes. Rossi et al. (2011) aos 45 dias
de cultivo in vitro da mesma espécie em meio MS obteve niimero médio de 5
raizes por plantula com comprimento médio de 2,77 cm, valores proximos ao

encontrado neste estudo na mesma época de avaliagdo.

Tabela 12 Média do nimero de folhas (NF), altura (AB) e biomassa seca de brota¢des
(BSB), nimero (NR), comprimento (CR) e biomassa seca de raiz (BSR) de
M. arvensis ao longo de 100 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG,

2013.

Dias NF AB (cm) BSB (mg) NR CR (cm) BSR (mg)
10 6 0,64 0,69 2 0,73 0,07
20 15 1,79 2,20 4 2,48 0,67
30 15 2,77 5,62 4 2,61 0,78
40 19 4,32 8,94 5 3,24 1,37
50 22 5,42 12,64 6 3,24 2,21
60 25 7,81 18,64 6 3,32 2,58
70 30 8,65 22,95 6 4,52 3,42
80 31 9,23 24,67 6 4,10 3,33
90 34 9,16 30,16 7 4,15 3,29
100 37 12,47 38,48 7 4,88 4,24
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Na Tabela 13 encontra-se listados por ordem de elui¢do os 18
constituintes quimicos da fracdo volatil das folhas das plantulas cultivados ao
longo de 100 dias, que representam mais de 91% da fragdo volatil. Das
diferengas quantitativas, observa-se que os majoritarios mentol e pulegona

sofreram diferencas em seus teores no decorrer dos 100 dias.

Tabela 13 Constitui¢do quimica da fragdo volatil de plantulas de M. arvensis no cultivo
in vitro no decorrer de 100 dias. UFLA, Lavras, MG, 2013.

a 0 10 20 30
COMPOSTOS IR Area%  Area%=DP  Area%=DP  Area%+DP
a-pineno 1034 0,43 0,48+0,02 0,48+0,03 0,35+0,14
B-pineno 1129 1,04 1,02+0,09 1,15+0,02 0,71£0,25
sabineno 1135 0,5 0,47+0,06 0,57+0,03 0,35+0,12
mirceno 1165 0,24 0,46+0,02 0,48+0,03 0,24+0,08
limoneno 1216 1,16 7,25+0,01 3,74+0,17 0,86+0,16
1,8-cineol 1229 0,15 0,16+0,01 0,35+0,24 tr
3-octanol 1398 0,15 tr 0,24+0,03 0,17+0,03
mentona 1477 1,32 0,18+0,04 1,53+0,07 1,85+0,60
mentofurano 1495 0,25 0,20+0,03 0,29+0,03 0,22+0,02
iS0-mentona 1506 0,27 nd 0,25+0,01 0,44+0,04
linalol 1547 0,7 0,58+0,15 1,36+0,74 0,73+0,02
iso-pulegol 1579 0,77 0,82+0,63 0,65+0,00 0,66+0,02
iso-pulegona 1593 1,86 0,96+0,40 0,95+0,00 1,01+0,24
E-cariofileno 1604 0,4 nd 0,29+0,01 0,60+0,08
mentol 1642 8,71 0,57+0,01 6,03+0,25 17,51£3,10
pulegona 1649 73,23 81,23+1,16 75,81+0,77 67,74+3,62
p-ment-1-en-ol 1703 0,15 0,17+0,01 0,15+0,01 0,15+0,02
germacreno D 1711 nd nd nd 0,15+0,01
Total 91,34 94,55 94,32 93,74
identificado (%) ’ ’ ’ ’
Numero de 17 15 17 18
compostos

*Indice de retengdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna DB-WAX.
DP: desvio-padrao (n = 2). nd = ndo detectado. tr = trago (<0,01%).
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a 40 50 60 70
COMPOSTOS  IR® 0 (%DP  Area%iDP  Arca%:iDP  Area%=iDP
a-pineno 1034 tr 0,79+0,33 0,38+0,02 0,45+0,05
B-pineno 1129 0,9340,02 0,95+0,05 0,85+0,12 0,89+0,07
sabineno 1135 0,47+0,01 0,54+0,03 0,49+0,10 0,51+0,05
mirceno 1165 0,38+0,03 0,48+0,05 0,41+0,10 0,43+0,04
limoneno 1216 1,29+0,57 2,59+1,35 1,17+0,01 2,56+1,72
1,8-cineol 1229 0,16+0,00 0,17+0,00 0,16+0,01 0,15+0,02
3-octanol 1398 0,234+0,00 0,27+0,02 0,27+0,01 0,25+0,00
mentona 1477 2,78+1,16 5,00+1,64 2,93+0,17 4,6243,23
mentofurano 1495 0,20+0,02 0,22+0,01 0,19+0,02 0,27+0,08
iSO-mentona 1506 0,58+0,20 1,42+0,17 1,16+0,02 1,13+0,38
linalol 1547 0,74+0,03 0,87+0,05 0,80+0,00 0,83+0,02
iso-pulegol 1579 0,87+0,10 0,67+0,06 0,89+0,19 0,82+0,06
iso-pulegona 1593 0,68+0,03 0,31+0,10 0,41+0,25 0,28+0,02
E-cariofileno 1604 0,68+0,12 1,38+0,07 1,37+0,01 1,41+0,01
mentol 1642 20,59+4,65 44,89+0,63 47,80+1,15 48,18+1,34
pulegona 1649  63,42+6,23 35,49+3,17 36,19+1,04 32,3145,68
p-ment-1-en-ol 1703 0,13+0,01 0,14+0,01 0,15+0,00 0,13+0,02
germacreno D 1711 0,17+0,01 0,27+0,03 0,25+0,05 0,29+0,02
Total
identificado (%) 94,29 96,46 95,89 95,49
Numero de 18 18 18 18
compostos

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).
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a 80 90 100
COMPOSTOS IR Area%+DP Area%=DP Area%DP
a-pineno 1034 tr nd tr
B-pineno 1129 0,91+0,03 0,99+0,01 0,83+0,05
sabineno 1135 0,524+0,00 0,56+0,03 0,52+0,01
mirceno 1165 0,41+0,05 0,53+0,03 0,45+0,09
limoneno 1216 1,48+0,60 1,27+0,64 0,31+0,06
1,8-cineol 1229 0,17+0,01 0,18+0,00 0,15+0,01
3-octanol 1398 0,27+0,02 0,26+0,03 0,31+0,02
mentona 1477 5,29+0,90 4,57+1,06 1,84+1,06
mentofurano 1495 0,18+0,03 0,17+0,04 0,18+0,00
isoO-mentona 1506 1,59+0,01 1,71£0,34 1,49+0,04
linalol 1547 0,86+0,03 0,81+0,11 0,78+0,04
iso-pulegol 1579 0,96+0,08 0,78+0,13 0,82+0,00
iso-pulegona 1593 0,20+0,03 0,10+0,05 nd
E-cariofileno 1604 1,72+0,19 1,87+0,24 2,09+0,05
mentol 1642 60,47+5,28 66,19+7,31 76,54+1,70
pulegona 1649 20,55+3,60 15,72+6,01 8,97+0,72
p-ment-1-en-ol 1703 0,154+0,01 0,15+0,01 0,14+0,00
germacreno D 1711 0,34+0,05 0,31+0,05 0,31+0,03
Total 1d§nt1ﬁcado 96,07 96,15 95,76
(%)
Numero de 18 17 17
compostos

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

DP: desvio padrao (n = 2); nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).

Os resultados indicam uma possivel inibi¢do na conversao de pulegona

para mentol nos estagios iniciais da organogénese. Até o quadragésimo dia a

pulegona apresentava maiores teores (63,42+6,23% - 81,23£1,16%) do que o

mentol, a partir do quinquagésimo dia esse comportamento se inverteu, tendo

um acréscimo crescente de mentol chegando ao teor de 76,54+1,70% no

centésimo dia, a pulegona, no mesmo periodo, teve o teor reduzido a

8,97+0,72% (Tabela 13). O presente estudo evidencia que a composi¢do quimica

da fragdo wvolatil varia significativamente com relacdo ao estagio de

diferenciacao da plantula.
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Segundo informagdes encontradas na literatura (HANSEL et al., 1992),
folhas jovens contem mais monoterpenos em alto estado de oxidagdo e folhas
mais velhas apresentam monoterpenos com baixo estado de oxidag¢@o, como o
mentol. Essas informagdes se confirmam com os dados desse estudo, ja que até
aos 40 dias as folhas jovens acumularam pulegona, que € o precursor do mentol,
e folhas mais velhas acumularam elevados teores de mentol.

Gershenzon et al. (2000) avaliando a producdo de monoterpenos em
Mentha x piperita observaram que durante o desenvolvimento das folhas, o
contetido total de monoterpenos aumenta com a idade e a sua composicdo ¢é
significativamente alterada, tendo o limoneno e mentona como monoterpenos
majoritarios de folhas jovens, sendo que a propor¢do de limoneno diminui
rapidamente com o desenvolvimento. Enquanto que a mentona torna-se
proeminente e declina somente nos estagios tardios, quando o mentol torna-se o
monoterpeno dominante (aos 55 dias de idade). A pulegona diminui com o
aumento da mentona e posteriormente com a dominéancia do mentol.

Os dados evidenciam que quanto maior o tempo de cultivo, maior o
acumulo de mentol, composto de maior interesse das espécies de Mentha, como
esses teores apresentaram comportamento crescente, € possivel que quanto mais
passasse o tempo, maiores também seriam os teores, porém deve-se atentar para
as variaveis de crescimento, para que estas ndo sejam prejudicadas pelo tempo
de permanéncia da plantula in vitro.

A biossintese € o acumulo do o6leo resultam de uma complexa
integracdo de diferentes rotas metabolicas, que requer continua produgdo de
precursores, seu transporte e translocagdo para o sitio ativo de sintese
(SRIVASTAVA et al.,, 2003), ¢ como mostra os resultados, a sintese dos
constituintes volateis é alterada com o crescimento da plantula, que acumula

diferentes constituintes quimicos dependendo da idade.
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3.6 Produciio de constituintes volateis na planta matriz, plantula in vitro e

aclimatizada

Na Tabela 14 estdo listados por ordem de eluigdo 18 constituintes
quimicos detectados na composicao da fra¢do volatil das folhas nas diferentes
condi¢des de cultivo, os quais representam mais de 95% da fragdo volatil. O
perfil quimico da planta matriz variou tanto da plantula in vitro quanto da
aclimatizada, porém com relacdo aos majoritarios pulegona e mentol, a matriz e
a aclimatizada apresentam valores proximos.

Os resultados indicam que as plantulas in vitro, até o periodo de
avaliacdo (40 dias) tendem a acumular pulegona ao invés do mentol, porém apods
aclimatizacdo passa a acumular mentol, dados que corroboram com Phatak e
Heble (2002), os quais demonstraram que plantulas micropropagadas de M.
arvensis acumularam pulegona (80%) como principal constituinte ao invés de
mentol. No entanto, ap6s aclimatiza¢do sintetizaram altas concentragdes de
mentol (86%) e baixas concentra¢des de pulegona (18%).

Como previsto, a planta matriz apresentou elevados teores de mentol
(78,88+0,10%), porém no cultivo in vitro o teor do mesmo composto foi
drasticamente reduzido a 13,03+5,00%, tendo os valores aumentados nas plantas
aclimatizadas (67,48+2,05%). O inverso aconteceu com a pulegona que aprestou
baixos teores na matriz e€ na aclimatizada, 0,37+0,00% e 0,88+0,01
respectivamente, e teor elevado nas folhas da plantula in vitro (70,96+5,21%).
Croteau et al. (2000) afirmam que na rota metabdlica a pulegona pode formar
mentona, que por sua vez forma neo-mentol e mentol, isso explica a reducao da
queda de pulegona quando os teores de mentol estdo elevados.

Das diferencgas qualitativas, o a-pineno e a iso-pulegona foram apenas
detectados com baixos teores nas plantulas micropropagadas, 0,48+0,06% e

0,29£0,01% respectivamente.
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Tabela 14 Constituicdo quimica da fragdo volatil de folhas da planta matriz, de plantulas
in vitro e de aclimatizadas de M. arvensis. UFLA, Lavras, MG, 2013.

a Matriz In vitro Aclimatizada
COMPOSTOS R Area%=DP  Area%=+DP Area%+DP

a-pineno 1035 nd 0,48+0,06 nd
B-pineno 1129 0,66+0,02 1,12+0,10 0,79+0,00
sabineno 1135 0,41+0,02 0,56+0,06 0,44+0,01
mirceno 1165 0,52+0,02 0,64+0,09 0,64+0,01
limoneno 1216 2,04+0,03 1,60+0,71 5,32+0,69
1,8-cineol 1229 0,16+0,00 0,17+0,02 0,18+0,00
3-octanol 1398 0,72+0,05 tr 0,56+0,03
mentona 1477 6,04+0,12 2,65+0,73 13,74+1,28
mentofurano 1494 0,20+0,01 0,23+0,00 0,254+0,01
iso-mentona 1506 2,21+0,02 0,27+0,07 2,26+0,02
linalol 1547 0,45+0,02 0,44+0,04 0,41+0,02
iso-pulegol 1579 0,30+0,00 2,12+0,00 0,23+0,01
iso-pulegona 1593 nd 0,29+0,01 nd
E-cariofileno 1605 3,14+0,08 0,56+0,11 2,60+0,02
mentol 1642 78,88+0,10 13,03+5,00 67,48+2,05
pulegona 1649 0,37+0,00 70,96+5,21 0,88+0,01
p-ment-1-en-ol 1703 0,18+0,00 0,14+0,01 0,18+0,01
germacreno D 1711 0,58+0,02 0,18+0,04 0,62+0,03

Total identificado (%) 96,85 95,44 96,58

Nimero de compostos 16 18 16

*Indice de retencio relativo a série n-alcanos (Cs-C,o) em coluna DB-WAX.

DP: desvio padrao (n = 2). nd = ndo detectado; tr = trago (< 0,01%).

4 CONCLUSAO

Para o crescimento e produgdo de constituintes volateis de M. arvensis

in vitro o meio basico MS suplementado com BAP ¢ o mais indicado, podendo a

planta permanecer por at¢ 100 dias em um mesmo meio de cultura, sendo o

segmento nodal inoculado na horizontal o que proporciona melhor crescimento

dos explantes. Nas condi¢des experimentais testadas, a pulegona € o constituinte

mais abundante, porém quanto maior o tempo no cultivo in vitro, maior o

acumulo de mentol. Plantulas in vitro de M. arvensis tendem a acumular

pulegona, mas apds a aclimatizag@o, a planta acumula teores de mentol elevados

proximos ao da planta matriz.
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