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Capitado tipo I, detalhe, face adaxial, cultivo in vitro. Fonte: Faria,
ML T, 2022 e e

Eletromicrografia da lamina foliar de Hyptis pycnocephala Benth.
(A-F) e esquema ilustrativo dos tricomas glandulares (G-M). A.
Tricoma peltado, face adaxial, cultivo in vitro; B. Tricoma peltado,
face abaxial, cultivo in vitro; C. Tricoma peltado (seta curta) e
capitado tipo I (seta longa), face adaxial, amostra aclimatizada; D.
Tricoma peltado, detalhe, face adaxial, amostra aclimatizada; E.
Tricoma peltado (seta curta) e capitado tipo I (seta longa) face
abaxial, coleta em campo; F. Capitado tipo I, detalhe, face abaxial,
coleta em campo; G. Tricoma peltado; H. Capitado tipo I; L.
Capitado tipo II; J. Capitado tipo III; K. Capitado tipo IV; L.
Capitado tipo V; M. Capitado tipo VI. Fonte: Faria, M. T,

Andlises histoquimicas dos tricomas glandulares peltados (A-F) e
glandulares capitados morfotipos I, II e VI (G-M) presentes na
lamina foliar de Hyptis pycnocephala Benth.. A. Reacdo positiva
para compostos fenolicos; B. Reacdo positiva para compostos
fenolicos; C. Reacdo positiva para compostos fenolicos; D. Reagdo
positiva para lipidios totais; E. Reagdo positiva para lipideos totais;
F. Reacdo positiva para 6leos essenciais; G. Tricoma capitado tipo
I, positivo para lipidios totais; H. Tricoma capitado tipo I, positivo
lipideos totais; I. Tricoma capitado tipo I, positivo para oleos
essenciais; J. Tricoma capitado tipo II, positivo para compostos
fendlicos; K. Tricoma capitado tipo I, positivo para lipidios totais;
L. Tricoma capitado tipo II, lipideos totais; M. Tricoma capitado
tipo VI, positivo para lipidios totais. Fonte: Faria, M. T.,

Variagdo entre os principais compostos secundarios presentes no
6leo essencial de Hyptis pycnocephala Benth. cultivada em
diferentes ambientes. Fonte: Chaga, L.T., 2022.........ccccccveviieniennnnn.
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RESUMO

CHAGA, L. T. Micropropagacio, caracterizacio dos tricomas glandulares foliares e
analise da composicio quimica dos dleos essenciais de Hyptis pycnocephala Benth.
(Lamiaceae) 2023. 82 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) —
Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goids, Goiania, 2023.!

Hyptis pycnocephala Benth. ¢ uma espécie nativa e endémica do Brasil, distribuida nos
cerrados de Tocantins e Goids. Conhecida pela comunidade tradicional Kalunga como
“alecrim-do-campo”, ¢ utilizada no tratamento de doengas respiratorias e distirbios
gastrointestinais. A espécie estd ameacada devido ao desmatamento e fragmentacao de seu
habitat natural. Neste contexto, este trabalho teve como objetivos desenvolver um protocolo
de micropropagacdo, caracterizar a micromorfologia foliar e analisar os componentes do
6leo essencial da espécie. O material vegetal foi coletado no municipio de Cavalcante, GO.
As sementes de H. pycnocephala foram descontaminadas e submetidas a testes de
germinagdo in vitro com diferentes concentracdes de acido giberélico (GA3). As plantulas
obtidas foram usadas para testar o melhor meio de cultura para o estabelecimento in vitro:
MS, MS% e WPM. Para a multiplicacdo, foi testada a influéncia da citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) e diferentes concentragdes da auxina acido naftalenoacético
(ANA) para o enraizamento. Na aclimatizacdo, foram testados substratos com diferentes
proporgdes de terra de barranco, substrato comercial e areia. As anélises micromorfologicas
foram realizadas com técnicas usuais de anatomia vegetal. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger e os constituintes identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A germinagdo in Vitro
apresentou melhores resultados com 144,5 uM de GA3. Para o estabelecimento in vitro, o
meio WPM foi o mais eficiente. A multiplicacdo de brotos foi incrementada com 6,66 uM
de BAP, e para o enraizamento ndo foi necessario o uso de auxinas. Na aclimatiza¢do, ndo
houve diferencas significativas entre os substratos, porém, raizes com menos de 1 cm
apresentaram desempenho inferior. Observou-se diversidade morfoldgica e histoquimica
nos tricomas glandulares nas folhas de H. pycnocephala, tanto nas plantas de campo quanto
nas micropropagadas, identificando-se dois tipos principais: peltados e capitados, sendo
descritos seis tipos entre os capitados. Houve variacdo nos rendimentos € na composi¢ao
quimica do 6leo essencial entre folhas coletadas no campo e as micropropagadas. Os 6leos
essenciais foram predominantemente compostos por monoterpenos € sesquiterpenos, com
endo-fenchol, a-pineno e B-cariofileno como principais constituintes. Plantas cultivadas in
vitro revelaram rendimentos superiores € compostos novos, como dauca-4 (11), 7-dieno e d-
3-Carene, além de aumento nos indices de B-cariofileno e endo-fenchol. Esses resultados
promissores subsidiam futuras pesquisas sobre propriedades medicinais e aplicagdes
comerciais, além de contribuir para a conservacao de H. pycnocephala.

Palavras-chave: Cerrado, cultura de tecidos vegetais, micromorfologia, terpenos.

!Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. ICB-UFG.
ICoorientadora: Prof. Dr.? Maria Tereza Faria. PPGGMP-UFG.
!Coorientador: Prof. Dr. José Realino de Paula. FF-UFG.
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ABSTRACT

CHAGA, L. T. Micropropagation, characterization of leaf glandular trichomes and
analysis of the chemical composition of essential oils from Hyptis pycnocephala Benth.
(Lamiaceae) 2023. 82 f. Dissertation (Master in Genetics and Plant Improvement) — School
of Agronomy, Federal University of Goias, Goiania, 2023.!

Hyptis pycnocephala Benth., is a native and endemic species of Brazil, with distribution in
the cerrados of Tocantins and Goids, in this, it is restricted to the region of Chapada dos
Veadeiros. It is known by the traditional Kalunga community as “alecrim-do-campo”, and
is used in the treatment of respiratory diseases and gastrointestinal disorders. The species is
endangered due to deforestation and fragmentation of its natural habitat, the Cerrado. In this
context, the objectives of this work were: to develop a micropropagation protocol, to
characterize the leaf micromorphology and the essential oil components of the species. The
plant material was collected in the municipality of Cavalcante, GO. H. pycnocephala seeds
were decontaminated and used in in vitro germination tests with different concentrations of
gibberellic acid (GA3). The seedlings obtained were used to test the media for in vitro
establishment, between MS media; MS%; WPM. For multiplication, the influence of
cytokinin  6-benzylaminopurine (BAP) and different concentrations of auxin
naphthaleneacetic acid (NAA) for rooting was tested. For acclimatization, substrates with
different amounts of gully soil, commercial substrate and sand were tested. For the
micromorphological analyses, the usual techniques of plant anatomy were used. The
essential oil was extracted by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus and the
constituents were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry. In vitro
germination has better results with 144.5 uM GA3. For in vitro establishment, the WPM
medium proved to be the best. For shoot multiplication, the use of 6.66 pM of BAP is
indicated and for rooting, the use of auxins is not necessary. For acclimatization, there were
no significant differences for the substrate, however, roots with less than 1 cm provided
lower performances. A morphological and histochemical diversity was observed in the
glandular trichomes present in the leaves of H. pycnocephala, both in field and
micropropagated plants. Two types have been identified: peltado and capitate. Among the
capitates, six types have been described. Different essential oil yields and chemical
composition were obtained between leaves collected in the field when compared to
micropropagated ones. Essential oils were mainly made up of monoterpenes, sesquiterpenes.
The major compounds are endo-fenchol, a-pinene and B-caryophyllene both in samples from
micropropagation and those collected in nature. Plants from in vitro cultivation showed
higher yields compared to other samples and new compounds such as Dauca-4 (11), 7-diene
and 0-3-Carene and increased levels of B-caryophyllene and endo-fenchol. These promising
results will support future research on medicinal properties and commercial applications, in
addition to contributing to the conservation of H. pycnocephala.

Keywords: Cerrado, plant tissue culture, micromorphology, terpene.

'Adviser: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. ICB-UFG.
ICo-advisor: Prof? Dr.* Maria Tereza Faria. PPGGMP-UFG.
1Co-advisor: Prof. Dr. José Realino de Paula. FF-UFG.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma da América do Sul em extensdo (2 milhdes
de km?) essencialmente no Brasil. Esta presente em 23% do territorio superado em area
apenas pela Amazonia (Borghetti et al., 2023). Considerado um /hotspot caracteriza-se por
conter a savana mais biodiversa do mundo e elevado grau de endemismo (Martinelli et al.,
2014). No entanto, o endemismo expde essas espécies ao risco de extingdo devido a
destrui¢do de seus habitats (Ribeiro et al., 2022). Atualmente, menos de 1,1 milhdo de km?
ainda ¢ coberto por vegetacao nativa. Desprovida de reconhecimento, valorizagao, protecao
e conservagdo, a vegetacdo nativa do Cerrado encontra-se entre as mais modificadas e
ameagadas por acdes antropicas, sendo a intensificacdo dos desmatamentos pela expansdo
agricola uma das principais causas (MAPBiomas; 2020, 2021; Borghetti et al., 2023).

A sua flora ¢ rica em plantas medicinais e aromadticas que, por possuirem
compostos bioativos apresentam elevado potencial para utilizagdo em industrias de
cosméticos, alimentos, farmacos (Salomao et al., 2019; Rocha et al., 2022). Fazendo parte
dessa riqueza biodiversificada, encontramos as espécies da familia Lamiaceae, em especial
subfamilia Nepetoideae (Flora e Funga do Brasil, 2020). Dentre os sete géneros endémicos
de Lamiaceae, seis localizam-se no Cerrado (Martinelli et al., 2014).

A familia compreende cerca de 7.280 espécies, distribuidas em 258 géneros
(Stevens, 2020). Para plantas dessa familia botanica tém sido relatadas diversas propriedades
medicinais, abrangendo propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antifingicas,
citotoxicas, anti-HIV, analgésica, inseticida, larvicida, entre outras (Bridi et al., 2021;
Stevens, 2023). Dentre os géneros, cabe destaque para Hyptis Jaq., que possui cerca de 145
espécies, das quais 75 sdo endémicas para o Brasil, exibindo grande diversidade morfoldgica
na regido do Cerrado (Harley & Antar et al., 2020).

As propriedades medicinais sdo sustentadas por meio da identificacdo das
estruturas secretoras de substancias, denominadas tricomas glandulares foliares, e respectiva
constituicdo quimica (Bridi et al., 2021; Evert, 2013). A aplicabilidade terapéutica dos 6leos

essenciais pode ser evidenciada determinando e quantificando suas moléculas, como os
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terpenos (Botrel et al., 2010; Oliveira et al., 2011). Neste contexto, se fazem necessarias
medidas de conservagdo para espécies potencialmente vulneraveis, como as do género
Hyptis encontradas no Cerrado (Carvalho, 2019).

Mais da metade das espécies de Hyptis sdo endémicas e algumas delas fazem
parte do Livro Vermelho da Flora do Brasil: Hyptis arenaria Benth., H. frondosa S. Moore,
H. hamatidens Epling & Jativa, H. pachyphylla Epling, pertencem ao bioma Cerrado e estiao
classificadas como vulneraveis (Harley & Franca, 2009; Harley & Antar, 2023; Martinelli
et al.,, 2014; BFG, 2020). Algumas plantas do género também sdo reconhecidas pela
etnofarmacoboténica, propriedades medicinais que podem estar atreladas aos efeitos dos
6leos essenciais. Vale ressaltar que apenas 20% das espécies estdo descritas na literatura
para este fim (Sedano-Partida et al., 2020).

Entre as espécies nativas e endémicas do Brasil, Hyptis pycnocephala, com
ocorréncias restritas na regido Norte (Tocantins) e Centro-Oeste (Goids) (Harley & Antar,
2020), ¢ conhecida pela comunidade quilombola Kalunga (Cavalcante-GO) como “alecrim-
do-campo”. Ela ¢ usada na forma de chés e infusdes no tratamento de doencas respiratorias
e disturbios gastrointestinais, além de rituais de benze¢ao, o que tem levado a uma intensa
pressdo sobre as populagdes naturais (Ferreira, 2010). Assim, como para as demais espécies
vegetais, o desmatamento, a fragmentagdo de habitas e a urbanizacdo causam impactos
considerando que a maioria ¢ desconhecida do ponto de vista cientifico, poucas dispdem de
estudos fitoquimicos e uma porcentagem ainda menor possui aspectos bioldgicos avaliados
(PPCerrado, 2018; Castro & Figueiredo, 2019).

Compostos de origem vegetal direcionam pesquisas como fontes alternativas e
ecologicamente corretas desses metabolitos (Benelli & Pavela, 2018). O reconhecimento da
bioatividade ¢ vinculado a seguranca. Entretanto, lacunas em sua aplicabilidade ainda
precisam ser preenchidas. Extracdo, producdo em escala comercial, concentracdo e
idoneidade da formula sdo alguns desafios a se enfrentar (Isman, 2017).

Visando minimizar o impacto do extrativismo predatorio que levou a ameaca da
diversidade genética de espécies medicinais, tentativas de propagagdo ex situ para manejo e
domesticacdo sdo prioritarias (Souza & Felfili, 2006; Sarropoulou & Maloupa, 2019). Dentre
as técnicas, o cultivo in vitro, tornou-se uma alternativa, pois propicia manutencdo da
integridade genética e producdo de centenas de mudas em espaco reduzido. Estabelecendo
um protocolo, ¢ possivel conduzir a extragdo de metabolitos secundarios, como O6leos

essenciais, em condicdes padronizadas (Engelmann, 2011; Cid, 2014).
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Nesse contexto, os objetivos deste estudo foram: estabelecer um protocolo de
propaga¢do in vitro (micropropagagdo) da espécie, caracterizar os tricomas glandulares

foliares e analisar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de Hyptis pycnocephala.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CERRADO

O Cerrado ¢ uma savana megadiversa que recebe destaque mundial e, segundo
o Ministério do Meio Ambiente, abriga 11.627 mil espécies de plantas nativas ja catalogadas.
Esta diversidade também revela elevado endemismo. A cobertura vegetal do Cerrado
também contribui para a manutencgdo das trés maiores bacias hidrograficas da América do
Sul (Amazoénica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata). Como um dos 25 hotspots do mundo, o
Cerrado tem como caracteristica a abundancia de diversidade bioldgica em vulnerabilidade
(Medeiros, 2011; Santos et al., 2018; Marques et al., 2022; Muniz et al., 2022; MMA, 2023).
Atualmente, apenas 8,5% da area ¢ protegida. Em 2021, a média de desmatamento chegou
a 1.371 ha por dia, sendo considerado um bioma sob forte ameaga (MAPBiomas, 2021; Viani
et al., 2022).

Quanto a classificagdo, o Cerrado pode ser dividido em trés fitofisionomias
principais: formacdes florestais, savanicas e campestres (Batalha, 2011; Ribeiro et al., 2021).
As formagoes florestais tém predominio de vegetacdo arbdrea de dossel continuo; nas
savanas se distribui aleatoriamente densidade arborea e arbustivo-herbaceo, ja as formagdes
campestres sdo compostas por espécies rasteiras, arbustivas e arbustiva-herbéacea (Ribeiro &
Walter, 2008). A flora possui muita biodiversidade ainda ndo estudada em relacdo a
propriedades fisico-quimicas enfatizando a importancia de sua preservacao (Filho et al.,
2018).

O Cerrado faz jus a mais politicas ambientais de aceitag¢do e de relevancia, tendo
em vista que praticas de conservacdo ainda sdo impopulares. Em 2019, a ONU declarou a
década de 2021-2030 como a década da restauragdo de ecossistemas, essa resolucdo visa
organizar iniciativas e incentivar apoios de governos, empresas, agricultores e sociedade que
buscam reverter a degradacao (ONU, 2019). Neste contexto, o Cerrado ¢ considerado

estratégico, pois faz divisa com todos os dominios brasileiros, estando representado em
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estados do Nordeste, Centro-Oeste ¢ Sudoeste (Ribeiro & Walter, 2008; Filho & Castro,
2019).

2.2 ASPECTOS GERAIS DA FAMILIA LAMIACEAE

Também conhecida como Labiatae ou “familia das hortelas”, é representada por
espécies de uso medicinal, condimentar e ornamental, em vista do aroma que as folhas e
flores promovem. E a sexta maior familia dentre as angiospermas, com 258 géneros. Dentre
alguns de maior ocorréncia estdo Salvia L., Scutellaria L., Hyptis e Plectranthus L’Hér. Sao
7.193 espécies das quais sdo comuns de uso popular a Mentha spicata L. (menta), Origanum
vulgare L. (orégano), Origanum majorana L. (manjerona), Melissa officinalis L. (erva-
cidreira) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim) (Harley et al., 2004a; Karpinski, 2020; Michel
et al., 2020; Sedano-Partida et al., 2020; Stevens, 2023).

Parte das Lamiaceae pertencem a subfamilia Nepetoideae sendo considerada a
mais diversa por conter 3.400 espécies. Uma de suas caracteristicas ¢ a incidéncia de
tricomas glandulares produtores de 6leos essenciais e a presenga de nuculas mucilaginosas
(Judd et al., 2009; Harley & Pastore, 2012; Zhao et al., 2021).

Suas espécies sao comuns em regides montanhosas e em climas tropicais ou
subtropicais e, no Brasil, ocorrem em todos os biomas (Flora e Funga do Brasil, 2023; Harley
et al., 2004). Algumas ja foram catalogadas e possuem utilidade medicinal (Trindade et al.,
2016; Karpinski, 2020) com efeitos antiparasitario, bactericida, antineoplasico, cicatrizante,
anticonvulsivante, antidepressivo, anti-inflamatorio e relaxante muscular (Michel et al.,
2020; Puentes et al., 2020; Ferreira et al., 2021; Vasconcelos et al., 2021; Silva et al., 2022).
Ha ainda um potencial de atividade de repeléncia e inseticida (Ebadollahi et al., 2020).

A aplicagdo medicinal dessas espécies ¢ geralmente atribuida as folhas, onde sdo
encontradas maiores quantidades dos compostos ativos € que, em sinergismo, podem
promover o efeito (Alves et al., 2017; Bezerra et al., 2017). Nao obstante, o extrativismo
indiscriminado e o uso inadequado destes recursos genéticos vegetais podem ocasionar
fragmentacao de ambientes, perda da variabilidade genética e limitar a descoberta de novos
compostos (Feitosa-Alcantara et al., 2017). Espécies de Lamiaceae também sao fontes para
ornamentacdo e fabricacdo de cosméticos, perfumes, pomadas, enxaguatorios bucais,

temperos e medicamentos (Karpinski, 2020; Zhao et al., 2021).
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2.2.1 Género Hyptis Jacq.

O género Hyptis ocorre em regides tropicais da Africa e América. O Brasil ¢
considerado importante centro de diversidade do género e da familia Lamiaceae pelo alto
nimero de espécies. Porém, o nivel de explora¢do botanica ainda ¢ considerado baixo. O
género apresenta muita variabilidade na forma vegetativa e no habito, todavia a estrutura
floral ¢ uniforme como ¢ o caso da corola, que ndo sofreu mudangas muito significativas ao
longo do tempo (Epling, 1949; Pedroso et al., 2017).

O género varia de arbustos, subarbustos, herbaceas, predominantemente caules
ou ervas perenes, muitas vezes caule lenhoso; flores raramente solitarias e opostas (Epling,
1949; Flora e Funga do Brasil, 2023). Os frutos sdo classificados como nuculas, frutos
simples, secos e indeiscentes cujas sementes se encontram presas ao pericarpo. Algumas
espécies de Hyptis, ao umedecer as sementes, formam uma pelicula gelatinosa composta por
polissacarideos acidos e neutros (Epling, 1949; MAPA, 2009; Praznik et al., 2017).

A classificacdo dessas espécies ¢ dificil uma vez que exemplares podem ser
escassos, o ideal € que esta seja feita durante o florescimento e maturacao dos frutos. Géneros
como Raphiodon Schauer, Eriope Bonpl. ex Benth. e Marsypianthes Mart. ex Benth.,
considerados afins a Hyptis, apresentam relacdes filogenéticas capazes de contribuir para a
identificacdo. Botanicos como Pohl, Saint-Hilaire, ¢ Martius deram nome a diversas
espécies, mas acredita-se que o mérito se deve a George Bentham, a primeira monografia da
familia (Epling, 1949).

Hyptis pycnocephala ¢ uma erva anual, nativa e endémica do Brasil. Sua ocorréncia
¢ limitada aos estados de Tocantins e Goids. Homotipico Mesosphaerum pycnocephalum
(Benth.) Kuntze, também ¢é conhecida como alecrim-do-campo, pelos povos Kalungas.
Morfoanatomicamente se caracteriza por ramos com 20 a 50 cm de altura; folhas opostas de
margem crenada bastante pilosa, aspecto também comum aos entrenos. O receptaculo floral
sustenta calices ligeiramente pilosos envolvidos por bracteas lanceoladas. A inflorescéncia
do tipo capitulo subgloboso abriga corola roxa, lilas ou rosada. A ntcula ovéoide de 2 mm
apresenta superficie lisa e coloracdo castanha a negra (Epling, 1949; Harley et al., 2004; Flora
e Funga do Brasil, 2023) (Figura 1).

Espécies como H. crenata Pohl ex Benth., H. dilatata Benth., H. conferta Pohl

ex Benth., H. atrorubens Poit., H. passerina Mart., H. platanifolia Mart. e H. brevipes Poit.
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possuem atividade anti-inflamatéria, antitumoral, antioxidante, antimicrobiana e podem
auxiliar no tratamento de doengas como o Alzheimer (Rebelo et al., 2009; Tafurt-Garcia et

al., 2015; Raju & Sabitha, 2017; Figueiredo et al., 2018; Fernandes & Scapin, 2020). Além

disso, algumas espécies podem promover efeito alelopatico frente a competetitividade

(Quevedo et al., 2013).

Figura 1. Inflorescéncias de Hyptis pycnocephala. (A) Area de campo sujo no municipio de
Cavalcante, GO, com H. pycnocephala em destaque. (B) Vista ampla da mesma
area, evidenciando a planta em seu habitat natural. (C) Detalhe da inflorescéncia.
Fonte: Chaga, L.T., 2021.
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2.3 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

A cultura de tecidos vegetais ¢ uma area da biotecnologia altamente promissora
pois usufrui da capacidade de totipoténcia das células vegetais responderem a estimulos
hormonais in vitro. A técnica utiliza um fragmento de tecido vegetal, denominado explante,
como material inicial, para originar novos 6rgaos, embrides somaticos ou plantas inteiras
por meio da regeneracado in vitro (Lameira, 2000; Andrade, 2002; Santos et al., 2018). Sua
contribui¢do para conservacao ¢ estratégica, pois possibilita ferramentas de conservacao de
germoplasma, como a criopreservagao, além de produzir mudas de espécies nativas e
reintroduzi-las em seu habitat natural (Sarropoulou & Maloupa, 2019).

A micropropagacio ¢ uma das técnicas da cultura de tecidos vegetais. E uma
alternativa eficiente para aumentar a producdo de mudas em curto prazo, independente de
fatores sazonais e com qualidade fitossanitdria. A definicdo de um protocolo de
estabelecimento in vitro conta com quatro etapas bdsicas: estabelecimento por meio de
sementes, gemas ou material vegetal de matrizes selecionadas; indugdo de novas brotacdes;
enraizamento e aclimatizacdo. A micropropagacdo pode ser aplicada para quebra de
dorméncia, multiplicagdo e conservacao de espécies ameagadas (Nunes et al., 2021).

Para plantas medicinais, pode favorecer o aumento da biomassa vegetal e
facilitar a obtencdo de substincias biologicamente ativas, produtos do metabolismo
secundario (Santos et al., 2018). A padroniza¢do de mudas, otimizagdo de tempo e do volume
vegetal obtidos com a micropropaga¢do, desperta interesse da industria farmacéutica. Em
relacdo a conservagdo in vitro, protocolos visando o crescimento minimo reduzem as
manutengdes com repicagens, € podem manter as plantas por longos periodos na Sala de
Crescimento. Protocolos de criopreservacdo deste material in vitro também sdo muito
utilizados. Entretanto, o trabalho com cultura de tecidos também ¢ um ambiente estressante
para o tecido vegetal. Cuidados devem ser tomados no desenvolvimento dos protocolos e
uma observacdo constante do material in vitro podem evitar que este estresse ndo cause
mutagdes ou efeitos epigenéticos conhecidos com variagdes somaclonais (Santos et al.,
2021a; Lopes et al., 2023).

Alguns fatores sdo considerados criticos para o sucesso dessa técnica. O
genoétipo da espécie, tipo de explante, ingredientes do meio de cultura, tipo e concentragdo
de fitohormonios, quantidade de luz e a temperatura da Sala de Crescimento, determinam o

potencial da propagac¢do (Cid, 2014; Santos et al., 2018). Por influenciar na contaminagao in
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vitro, a idade do vegetal também deve ser considerada uma vez que explantes em fase juvenil
apresentam menores indices de infestagcdo por fungos e bactérias comparado aqueles na fase
adulta. Detergentes, hipoclorito de sodio e etanol 70% podem ser reagentes de notavel

capacidade germicida (Nunes et al., 2021).

2.4 TRICOMAS GLANDULARES FOLIARES

As estruturas secretoras das plantas respondem a uma relagdo com o ambiente.
Tricomas glandulares, um desses apéndices epidérmicos, desempenham tanto fungdo de
protecdo quimica quanto de barreira fisica. Sao compostos por base, pedinculo e cabeca, se
caracterizando em peltados e capitados. Nao obstante, a variedade de espécies vegetais,
gendtipos, formas, composi¢do quimica e numero de células confere complexidade quanto
a classificacdo. Comumente localizados em primordios foliares, em especial na face adaxial,
podem exercer papéis variados conforme o ambiente. Em plantas tipicas do Cerrado, por
exemplo, favorecem a protecdo contra a alta incidéncia luminosa (Passinho-Soares et al.,

2017; Tozin & Rodrigues, 2017; Franco & Albeiro, 2018; Wang et al., 2021).

Em razao da interagdo planta-ambiente, os tricomas podem favorecer a absor¢ao
da umidade atmosférica, tolerancia a baixas temperaturas e resposta ao déficit ou estresse
hidrico. Eles conferem ainda capacidade de repeléncia por meio de substancias toxicas ou
alteracdo de sabor nas folhas, o que contribui massivamente para resisténcia frente a insetos
e patogenos (Passinho-Soares et al., 2017; Wang et al., 2021). E possivel afirmar que existe
ligacdo direta entre a funcdo exercida no vegetal e a composicdo quimica da secre¢do
originada em um tricoma (Martinez-Natarén et al., 2018).

Os compostos quimicos da secre¢do também podem ter uma relagdo taxondmica.
Em Lamiaceae, os exsudatos podem variar entre mono, sesqui, di e triterpenos e, em Hyptis
sugerem sua capacidade aromatica. A liberacao da secrecdo via poros, difusdo ou ruptura ¢
justificada pela constatagdo visual da cuticula de cabeca rompida, mas a forma de liberagao
pode mudar conforme a morfologia (Bisio et al., 1999; Tozin & Rodrigues, 2017; Franco &

Albeiro, 2018; Kalicharan et al., 2018).

Apesar do destaque para o fator espécie e ambiente na influéncia da morfologia
e densidade dos tricomas, o cultivo in vitro também pode ocasionar interferéncias.
Condig¢des laboratoriais como temperatura, luminosidade e umidade precisam ser avaliados

para estabelecimento de um protocolo (Kalicharan, et al., 2018; Martinez-Natarén et al.,
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2018; Silva et al., 2021). Além disso, o uso de reguladores de crescimento ¢ capaz de mudar
a densidade dessas estruturas. Citocininas, giberelinas e o 4cido jasmdnico, contribuem para
expressar o gene responsavel pela formagdo dos tricomas. Estudos sugerem que o etileno e
o 4cido salicilico podem promover a ramificagdo de tricomas (Muthukumaran et al., 2016;

Fambrini & Pugliesi, 2019; Wang et al., 2021; Zong-You Lv et al., 2021).

2.5 USO MEDICINAL DE PLANTAS E DE SEUS METABOLITOS SECUNDARIOS

O aumento da expectativa de vida e a busca pelo envelhecimento sadio elevou a
demanda por alternativas complementares a satde, em especial para o tratamento de doengas
crOnicas como osteoporose e hipertensdo. O alto preco dos medicamentos sintéticos e a
tendéncia crescente do uso de produtos naturais também contribuiram na busca por

fitoterapicos (Sa et al., 2020; Silva et al., 2020).

Esses medicamentos ja sdo preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e, no Brasil, sdo institucionalizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Politicas
Nacionais de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) recomendam a fitoterapia
como opcdo terapéutica e o Memento Fitoterapico contribui para orientagdo dos
profissionais prescritores (Brasil, 2012; Brasil; 2016). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) elaborou o Formulario da Farmacopeia Brasileira s6 para discorrer a
respeito de seguranga e manipulagdo de farmécias vivas (Brasil, 2006; Brasil, 2011). No

entanto, sua aplicagdo ainda ¢ muito incipiente.

Profissionais da saude ndo costumam prescrever esses medicamentos, seja por
defasagem curricular ou obscurantismo (Teixeira, 2006; Borges & Sales, 2018; Santos &
Rezende, 2019). Em contrapartida, a automedicagdo e o senso comum de que servem para
“todos os males”, fazem jus a uma precaucao pois podem causar intera¢cdes medicamentosas,
efeitos adversos, alergias e intoxicagdes (Arruda, 2020; Florencio et al., 2020; Junior et al.,

2020; Paula & Santos, 2020).

Os responsaveis por promover efeitos terapéuticos sao denominados metabdlitos
secundarios, visto que nem todas as plantas os produzem, podem ser mencionados como
metabolitos especiais. Acredita-se que a sintese desses compostos se iniciou ha milhares de
anos em resposta dos vegetais ao aumento nos indices de oxigénio. Com o tempo, ampliaram
suas fungdes ecologicas como atragdo de polinizadores, sobrevivéncia a predadores e

patdgenos, competitividade e resposta a outros estressores ambientais, como luminosidade
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(Menezes Filho & Castro, 2019; Maleck et al., 2021). Esses metabolitos podem ser
agrupados em 3 categorias majoritarias: terpenos, compostos fenolicos e alcaloides. Estudos
fitoquimicos sdo direcionados para identificar e elucidar tais substincias, analisando os seus

componentes em nivel molecular (Shahidi, 1997; Vizzotto et al., 2010).

Os terpenos sdo compostos volateis, agrupados em unidades isoprénicas, isto €,
grupos de 5 carbonos, as principais classes sd0 0s monoterpenos € 0s sesquiterpenos,
constituidos por 10 e 15 carbonos (duas e trés unidades isoprénicas) respectivamente (Taiz
et al., 2017). S@o os principais compostos dos Oleos essenciais e nos vegetais induzem a
producdo de fitoalexinas e fitohormonios importantes como d4cido abscisico e
brassinosterdides. Adicionalmente, sdo precursores de farmacos. Sua capacidade
gastroprotetora, cardioprotetora, hepatoprotetora, anticancerigena e até antidiabética,
susentam as pesquisas nessa area (Vizzotto et al., 2010; Scavroni et al., 2013; Rodrigues et

al., 2020; Sousa et al., 2023a).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela polinizacdo, dispersdo e protecao
de injurias e raios UV, em contrapartida, revelam um potencial para originar ansioliticos,
antioxidantes e antihiperlipidemicos. Os alcaloides promovem a defesa contra herbivoria,
seu carater alcalino gera intoxicacdes a nivel neuroldgico, todavia, eles ja deram origem a
substancias como morfina e cafeina (Vizzotto et al., 2010; Penido & Andrade et al., 2023;

Taiz et al., 2017).

2.5.1 Eficacia dos terpenos

Por ser encontrada em frutos citricos comuns como laranja, limdo e tangerina
uma molécula amplamente discutida ¢ o limoneno (Dias et al., 2020; Siqueira et al., 2020).
Junto ao linalol, s3o terpenos precursores na pesquisa dado sua frequéncia em O6leos
essenciais (Alves, 2022). Na literatura bibliografica referente a tais compostos, destaca-se o
efeito antifungico, que abrange atividades desde o controle de dermatoses fungicas até
atividade moduladora em fungos resistentes a farmacos como cetoconazol e intraconazol
(Ponte, 2018; Fontes et al., 2021; Correia et al., 2022).

O terpeno espatulenol aparenta ter um potencial para doencas
neurodegenerativas como neuroblastoma e Parkinson devido a uma capacidade de recuperar
células danificadas e membranas mitocondriais. Além disso, demonstra ter capacidade de

absorcdo intestinal e permeabilidade na barreira hematoencefalica (Manjima et al., 2021;
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Mahalakshmi, 2021). O a-pineno € outra molécula de notdrio efeito neuroldgico, o composto
¢ capaz de retardar crises de convulsdo e suprimir anormalidade comportamental em
distarbios de esquizofrenia. Estudos também revelaram capacidade cardioprotetora, anti-
inflamatoria e antitumoral (Hou et al., 2019; Ueno et al., 2019; Zamyad, 2019; Zhang et al.,
2020).

O 1,8 cineol, conhecido como eucaliptol, tem uma relagdo direta com o
tratamento de infec¢des do trato respiratdrio, incluindo aquelas causadas pelo virus influenza
e 0 COVID-19, além de ser eficaz para diminuir os sintomas de asma e bronquite (Li et al.,
2016; Rodriguez et al., 2022). Outros terpenos como B-pineno, mirceno, endo-fenchol e -
bourboneno podem promover atividade antibacteriana, ansiolitica, analgésica e antitumoral
(Nasser & Hossain, 2014; Costa, 2017; Wang et al., 2018; Delphi, 2020; Santos et al.,
2021b). Contudo, essas atividades ndo estdo somente nos compostos em isolado, o
sinergismo do a-pineno, limoneno e B-pineno impede a fusdo do envolope viral de SARS
COV-2 com a célula hospedeira (Mohamed et al., 2022).

E conhecido que essas moléculas exercem tanto papel na manutengdo da vida
dos vegetais quanto na capacidade terapéutica, no entanto, essa fun¢do nem sempre ¢é
correlacionada. O P—ocimene melhora a resposta frente ao predatismo, outrossim, sua
eficécia ¢ estudada quanto ao antiparasitismo da Leishmania spp. (Pare & Tumlinson, 1997;

Farré-Armengol et al., 2017; Aquino, 2020; Sousa et al., 2023b).
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3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
(LabCulTive — ICB/EA), Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN/FF) e no
Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnolédgico e Inovagdo (Crti), da Universidade
Federal de Goias (UFG), Goiania, GO. No labCulTive, nos experimentos de estabelecimento
in vitro, as condi¢des da Sala de Crescimento foram: temperatura constante de 25°C +/- 1°C,
umidade relativa de 60%, iluminag¢do por meio de ldmpadas tubulares LED Green Power
Philips® com densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD - Photosynthetic Photon

Flux Density) média de 43,23 umol m s'! e fotoperiodo de 16 h claro/8 h escuro.

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para realiza¢do dos experimentos foram coletados individuos e sementes de H.
pycnocephala na estrada para o Engenho do Vao do Moleque, municipio de Cavalcante —
GO (13°39°50.9” S 47°28°33.0” W; altitude 1096 m) em duas datas: 16/08/2021 (inverno) e
27/11/2021 (primavera). Os ramos ¢ inflorescéncias foram acondicionados em sacos de
papel Kraft. Em seguida, as sementes foram retiradas do receptaculo floral por friccao e os
ramos acondicionados em freezer a -5° C. Com o uso de peneiras, as sementes passaram por
processo de limpeza dos residuos de corola e poeira. Em seguida, foram acondicionadas em
tubos de centrifuga de polipropileno com capacidade de 50 mL e armazenadas em geladeira
(8 °C) pelo periodo médio de um més até a montagem dos experimentos.

O material botanico foi coletado e processado segundo técnicas usuais em
botanica, em seguida foi encaminhado, por meio de excicatas, ao acervo do herbario da
Universidade Federal de Goias. Plantas férteis de H. pycnocephala foram identificadas pelo
taxonomista Guilherme Medeiros Antar, Universidade Federal do Espirito Santo/UFES —
Departamento de Ciéncias Agrérias e Biologicas (DCAB) no Herbéario da Unidade de

Conservacao da UFG, Voucher: 71881 e nome popular “alecrim-do-campo”. O projeto foi
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cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético € do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen) sob ntimero: A820866.

3.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

3.2.1 Descontaminaciao de sementes

Sementes de H. pycnocephala foram acomodadas em grupos de 500 unidades
em sacos tipo filtro de TNT em formato de saché (5,5 x 7,0 cm) e imersas em solugdo de
100 mL de agua com duas gotas de detergente comercial sob agitagdo por 15 min. Em
seguida, o detergente foi retirado por meio de enxagues em agua corrente. O saco de TNT
com as sementes foi novamente imerso em 100 mL de solucdo de etanol 70% durante 1 min,
seguido por submersdo em 100 mL de solucdo de hipoclorito comercial (2,5% de cloro ativo)
acrescido de uma gota de Tween 20 por 20 min. Apos o processo, em camara de fluxo
laminar, o hipoclorito de sodio foi retirado por meio de seis imersdes distintas e sequenciais

em agua filtrada e autoclavada.

3.2.2 Germinacao in vitro

Para o teste de germinacao foram coletadas 1.200 sementes, distribuidas em seis
tratamentos, cada qual com 200 sementes distribuidas em quatro placas de Petri (90 x 15
mm) sendo 50 sementes/placa, com duas camadas de papel de germina¢do umedecido com
agua filtrada e autoclavada. Tratamentos: T1 (controle): as sementes foram distribuidas nas
placas logo apos a descontaminagdo; T2 as sementes foram imersas em agua destilada e
autoclavada por 24 h antes da disposi¢do nas placas. T3, T4, TS e T6: as sementes foram
imersas em solucdo de 144,5; 289,0; 578,0 e 1156,0 uM de acido giberélico (GA3),
respectivamente, por 24 h antes da disposi¢ao nas placas.

Durante 15 dias, as placas de Petri permaneceram em Sala de Crescimento, nas
condi¢des indicadas no item 3. O papel de germinagao foi mantido sempre umido por meio
de regas didrias com agua destilada. Avaliagdes didrias foram realizadas verificando o
numero de sementes com protrusdo radicular, consideradas germinadas. Foram estimados o
indice de Contaminagéo (IC), indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), Tempo Médio
de Germinagdo (TMG) e Porcentagem de Germinacao (PG) (Sampaio et al., 2019).
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3.2.3 Meios de Cultura

Para o estabelecimento in vitro, 500 sementes foram descontaminadas e imersas
em solucdo de 144,5 uM de GA3 por 24 h para induzir a germina¢do. Em camara de fluxo
laminar, 5 sementes foram inoculadas por frasco de vidro com capacidade para 40 mL,
contendo 6 mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com metade da
concentra¢do de macronutrientes (MS 1/2), suplementado com 30 g.L! de sacarose, 0,2 g.L-
! de mio-inositol € 4,0 g.L ! de Gellex®, o pH foi ajustado em 5,7 + 5,8, e esterilizado em
autoclave a 120°C a 1 atm por 20 min. O material vegetal em germinagao foi mantido em
Sala de Crescimento. O total de 100 frascos permaneceram fechados com tampa metélica
branca, protegido com camada de filme PVC em torno da base da vedacao principal.

Passados de 15 a 20 dias de germinacgdo, plantulas foram individualmente
transferidas para frascos de vidro com capacidade para 375 mL contendo 50 mL meio de
cultura. Os tipos de meio de cultura foram distribuidos em quatro tratamentos: T1 (controle):
meio contendo somente agua e MgSO4; T2: meio MS com metade das concentragdes de
macronutrientes; T3: meio MS completo; T4: meio WPM (Lloyd & MC Cown, Woody Plant
Medium, 1981). Todos os meios foram suplementados com 30 g.L! de sacarose, 0,2 g.L!
de mio-inositol, 4,0 gL' de Gellex® e 1% de PPM™ (Plant Preservative Mixture),
considerando o ajuste do pH em 5,7 & 5,8 e esterilizacdo em autoclave a 120°C e 1 atm por
20 min.

Ap0s a transferéncia das plantulas para os tratamentos, em camara de fluxo
laminar, os frascos foram fechados com tampa rigida de polipropileno (TP) contendo um
furo de 5 mm de didmetro, coberto com uma membrana composta por duas camadas de fita
microporosa (Cremer®) e uma camada de fita veda-rosca (Politetrafluoroetileno-PTFE)
(Amanco®) para permitir as trocas gasosas com o meio externo (Saldanha et al., 2012). Os
frascos foram protegidos com camada de filme PVC em torno da base da vedagao principal.
Os frascos foram mantidos em Sala de Crescimento. Os tratamentos foram compostos por
40 frascos totalizando 160 unidades experimentais. Foram avaliados a taxa de contaminagao,

altura das plantas e numero de folhas.

3.2.4 Multiplica¢do de brotos
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Para a induc¢do de novas brotacgdes, foram utilizadas plantulas oriundas da
germinacdo in vitro com aproximadamente quarenta dias de desenvolvimento. Como
explante foi utilizado um segmento de entrené foliar, com aproximadamente 1 cm de
comprimento, contendo duas gemas laterais localizadas nos entren6s. Foram utilizados
frascos de vidro com capacidade para 375 mL contendo 50 mL de meio de cultura WPM.
Tratamentos: T1 (controle): meio de cultura sem suplementacdo de 6-benzilaminopurina
(BAP); nos tratamentos de T2 a T5 os meios foram suplementados com 2,20; 4,44; 6,66 ¢
8,88 uM de BAP, respectivamente. Os frascos foram mantidos em Sala de Crescimento. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada tratamento foi constituido de
40 repeticoes de frascos contendo um explante cada, totalizando 200 unidades
experimentais. As brotacdes foram avaliadas semanalmente, durante quatro semanas,

verificando o nimero de brotos por explante e a presenc¢a ou auséncia de raiz.

3.2.5 Enraizamento

Para a indugdo de raizes, os brotos foram transferidos para frascos de vidro com
capacidade de 200 mL cotendo 40 mL de meio de cultura WPM suplementado com
diferentes concentracdes de acido naftalenoacético (ANA). Foram necessarios dois testes
para alcancar a concentracdo ideal de ANA. Teste de Enraizamento 01: as
concentragdes de ANA no meio variaram entre 0,00; 5,37; 10,74 e 21,48 uM. Teste de
Enraizamento 02: concentragdes de ANA entre 0,00; 1,34; 2,69; 4,0 e 5,37 uM. Os frascos
foram mantidos em Sala de Crescimento. O delineamento, em ambos os testes, foi
inteiramente casualizado totalizando nove tratamentos, isto €, quatro para o Teste 01 e cinco
no Teste 02. Cada tratamento composto por 40 repeticdes, foi avaliado em quantidade de
explantes que formaram raizes, nimero de raizes por individuo e formagao de calos na base

do broto.
3.2.6 Aclimatizagao

O experimento foi montado com 3 intervalos de comprimento de raiz, para cada
um dos 3 tipos de substrato testados (fatorial duplo). As raizes foram classificadas em

pequenas (< 1 cm), médias (1-3 cm) e grandes (> 5 cm). Quanto aos substratos, foram

elaboradas diferentes misturas entre substrato comercial Terral Solo®; latossolo vermelho
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(terra de barranco) e areia. Tratamentos: T1: propor¢ao de 2:1:1 (2 partes de Terral Solo® :
1 parte de latossolo vermelho : 1 parte de areia); T2: propor¢ao de 2:1:2 e T3: propor¢do de
2:1:3. Cada tratamento obedeceu as propor¢des de 20 plantas de raiz pequena, 14 plantas de
raiz média e 10 plantas com raiz grande, estabelecendo um total de 44 repeti¢des.

Apds o plantio das mudas em saco plastico de 500 mL, os substratos foram
umedecidos e mantidos na casa de vegetacdo do labCulTive/ICB/EA-UFG em condigdo de
umidade préxima a 70%, sempre observando se o substrato estava umido. As plantas foram
mantidas por trinta dias na casa de vegetacdo com 60% de sombreamento e sistema de
nebulizacdo intermitente. Os caracteres avaliados no final do experimento foram: teor de
crescimento e sobrevivéncia durante quatro semanas. O teor de crescimento foi estimado
medindo-se a altura da parte area. As plantas sobreviventes foram transferidas para vasos de
18 L e mantidas por quinze dias na casa de vegetacdo. Apds esse periodo, elas foram
transferidas para cobertura do tipo sombrite com 50% sombreamento e, apds 30 dias neste

ambiente, foram plantadas diretamente em solo, estabelecendo o processo de aclimatizagao.

3.2.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a Andlise de Varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (o = 0,05). Quando os dados ndo atenderam as
pressuposicdes da ANOVA, foram submetidos a transformacdo Box-Cox. O programa
estatistico R (Versdo 4.0.3) foi utilizado. Os experimentos foram conduzidos em
delineamentos inteiramente causalizados (DIC), empregando regressao linear ou polinomial
de acordo com os requisitos residuais nos ensaios. A normalidade dos dados obtidos para os
tratamentos foi testada por andlise de variancia pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido de testes de comparagdes multiplas (Teste de Student-Newman-Keuls ou de
Dunn) na auséncia de normalidade ou homogeneidade de variancias, todos ao nivel de

significancia de 5%.

3.3  MICROMORFOLOGIA DOS TRICOMAS GLANDULARES
FOLIARES

3.3.1 Microscopia eletronica de varredura
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Foram coletados fragmentos da regido mediana de folhas de H. pycnocephala
provenientes de coletas no campo (CC) e em trés condi¢des de cultivo: in vitro (CV), plantas
aclimatizadas (PA) e plantas cultivadas no solo (CS) (Tabela 1). Estas foram fixadas com
solucdo de Karnovsky (Bozzola & Russel, 1992, adaptado). Apés 24 h, o fixador foi
substituido por uma solucao de acetona 70% e alcool 70% (1:1) e levado ao sonicador a 37°C
por 1h para retirar o excesso de cera presente nas laminas foliares. Posteriormente, o material
vegetal foi desidratado em série acetonica crescente até a saturagdo, seco ao ponto critico de
CO: (Leica EM — CPD 300 — Germany), recobertas por ouro no metalizador (Leica — EM —
SCD 050) com 15 nm de espessura. As imagens foram obtidas em um microscopio eletronico
de varredura por efeito de campo (MEV-FEG) Tescan AmberX com tensdo de aceleragdo
de elétrons de 5 kV no modo de detec¢do de elétrons secundarios (SED), no Centro Regional
para o Desenvolvimento Tecnologico e Inovagdo (Crti/UFG). Para classificagdao dos tipos

de tricomas utilizou-se Werker (2000), adaptado.

Tabela 1. Dados referentes as coletas de material botanico de Hyptis pycnocephala Benth.
destinados a andlise dos tricomas glandulares, histoquimica e extracao de 6leo

essencial.
L(l:/c[:ln(ilceil:)(:e/ta Coordenadas O;Eg;?rg:s Data Horario
Viao do Moleque / 13°39° 50,9 S
Viao do Moleque / 13°39'50,9" S
Escola de Agrqnomia — 16°35'50,3" S
Escola de Agrqnomia — 16°35'50,3" S
ore/ Gotinia (60) éfltiisdj ig I X acli};llzrtlit;:das 26/10/22 - 11-13h
Escola de Agronomia — 16°35'50,3" S
UFG / Goiania (GO) 49° 16'44,3" W; Plantas em solo 16/1222  11-13 h

Altitude 731 m.

por 30 dias

Fonte: os autores.
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3.3.2 Histoquimica

Para a investiga¢do das principais classes de metabdlitos produzidos pelos
tricomas glandulares as amostras foram submetidos aos reagentes: Sudan IV (Jonhasen,
1940) e Sudan Black B (Jensen, 1962) para identificacdo de lipidios totais; sulfato azul do
Nilo (Cain, 1974) para identificagdo de lipidios acidos e neutros; sulfato ferroso e formalina
(Jonhasen, 1940), cloreto férrico (Jonhasen, 1940), dicromato de potassio (Gabe, 1968) para
compostos fendlicos; Steinmetz para reconhecimento simultaneo de amido, celulose,
lignina, lipideos diversos, latex, gomo-resinas e reagente de NADI (David & Carde, 1964)
para 6leo essencial. A confeccdo das laminas histoldgicas foi realizada a partir de secgdes
transversais de amostras ndo fixadas e seccionadas a mao livre. Sec¢des controle foram
realizadas simultaneamente, segundo as técnicas usuais em microtécnica vegetal (Marques
& Soares, 2021), no Laboratério de Produtos Naturais (LPPN/FF-UFG). As observagoes ¢
documentacdes fotograficas foram realizadas em microscopio de luz modelo LEICA DM
500, os desenhos em fotomicroscopio modelo ZEISS-AXIOSKOP acoplado a camera clara.

As escalas que acompanham as ilustragdes foram obtidas nas mesmas condigdes Opticas.

3.4 OLEOS ESSENCIAS

3.4.1 Extracao do d6leo essencial

No preparo do Oleo, as folhas coletadas de H. pycnocephala previamente
refrigeradas foram submetidas a extragdo via hidrodestilacao (Figura 2). A armazenagem e
identificacdo dos constituintes seguem metodologia descrita por Santos et al. (2020) que
sugerem cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

A extracdo foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais
(LPPN/FF-UFGQG). Folhas de H. pycnocephala inseridas em baldo volumétrico em banho-
maria até o pico de evaporagao da dgua e reduzida para 40°C em aparelho de Clevenger por
2 h (Figura 2). O 6leo ¢ purificado via particdo liquido-liquido com éter e fase organica,
reunida e tratada, com sulfato de so6dio anidrido durante 15 min. Em seguida, a solug¢ao
filtrada tem o seu solvente evaporado pela temperatura ambiente. O volume foi medido no

tubo graduado do proprio aparelho e o rendimento em porcentagem calculado com base no
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material botanico empregado na extracdo. O o6leo obtido foi identificado, acondicionado e

armazenado em freezer para analises subsequentes.

Condensador ,:
‘ N
-y

Al

|

Fluxo de
vapor

Manta
aquecedora

Figura 2. Destilacdo do dleo essencial. (A) Aparelho de hidrodestilagdo de 6leo essencial
tipo Clevenger, onde o fluxo de vapor sobe pela coluna e ¢ condensado no
condensador, resultando em um fluxo de dleo essencial e hidrolato. (B) Separagao
dos 6rgdos vegetais da espécie Hyptis pycnocephala destinados a obtencdo do 6leo
essencial, com caules a esquerda e folhas e flores a direita. Fonte: Chaga, L.T.,
2022.

3.4.2 Analise dos componentes quimicos

Para andlise cromatografica, o 6leo foi submetido a andlise via fase gasosa,
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho Shimadzu GC- QP2010, com
coluna capilar de silica BD-5 (30 m X 0,25 mm ID, 0,25 m de espessura, 5% de fenil-
metilpolisiloxano). Rampa de aquecimento programada em: 60-240°C a 3°C/min; 280°C a
10°C/min e finalmente 10 min a 280°C. Gas transportador Hélio a taxa de fluxo de 1
mL/min, modo dividido na propor¢do de 1:20. A porta de inje¢do ajustada a 225°C.
Parametros operacionais do espectrometro de massa quadripolar significativos: temperatura
da interface 240°C; ioniza¢do por impacto de elétron a 70 eV com faixa de massa de

varredura de 40-350 m/z a uma taxa de amostragem de 1 varredura/s.
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Os componentes quimicos foram identificados pelos espectros de massas e
indices de retencdo comparados com os relatados na literatura dos componentes mais
comuns de o6leos essenciais conforme Adams (2007). Os indices de retengdo foram
calculados através da coinje¢do de uma mistura de hidrocarbonetos, C9 — C28, e céalculo do
Indice de Kovatz pela equagdo de Van Den Dool & Kratz (Adams, 2007; Van Den Dool &
Kratz, 1963).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

4.1.1 Germinacao in vitro

O IVG e o teor de germinacdo revelaram resultados superiores em todos os
tratamentos com adicdo de GA3. Para TMG os tratamentos ndo revelaram quaisquer
diferencas significativas, adotando-se o tratamento de menor concentracdo de GA3: 144,5

UM (Tabela 2, Figura 3). A porcentagem de contaminacao foi baixa em todos os tratamentos.

Tabela 2. Efeito de diferentes concentragdes de acido giberélico (GA3) na germinagao de
sementes de Hyptis pycnocephala. Taxa de germinagio (%), Indice de
Velocidade de Germinagdo (IVG), Tempo Médio de Germinacdo (TMG) e taxa
de contaminag¢do de sementes de H. pycnocephala submetidas a diferentes
concentragdes de GA3. Em T1, as sementes foram apenas descontaminadas. Em
T2, apds descontaminacdo, as sementes permaneceram 24 h em agua. De T3 a
T6, ap6s descontaminagdo, as sementes permaneceram 24 h em solugdo com
diferentes concentragdes de GA3.

Tratamento Germinacao (%) IVG T™MG Contaminac¢ao
T1: Controle 42,50 £6,95b 3,99+0,70b 5,74 +0,15a 2,75+ 1,03a
T2: Agua 44,00+ 11,6b 432+0,99 5,23+0,21a 0,00 + 0,00b
T3: 144,5 uM GA3 55,00 +4,80ab 5,18 +0,47ab  5,57+0,12a 0,75 £0,48ab
T4: 289 uM GA3 80,00+ 1,63a 7,79+0,20a 5,36+0,20a 0,50 + 0,50ab
T5: 578 uM GA3 67,00 £ 6,45ab 6,79 £0,67ab 5,13 £0,10a 0,00 + 0,00b
T6: 1156 uM GA3 56,00 £2,16ab 5,41 +0,21ab 5,39+ 0,10a 0,00 + 0,00b

* médias seguidas por letras diferentes na coluna sdo significativamente diferentes. Fonte: o autor.

A baixa frequéncia de regeneracao aliada a altos indices de contaminag¢ao podem
prejudicar o desempenho da micropropagacgdo afetando o sucesso de obtencao de mudas em
grande escala (Radomir et al., 2022). O GA3 promove o aumento da divisdo celular e o uso
de reservas nutricionais do endosperma. Assim, tem efeitos positivos na promoc¢do da
germinagdo e quebra de dorméncia em sementes (Ismaini et al., 2017).

Foram necessarias concentragdes de GA3 bem abaixo de 144,5 pM para inducdo
de germinacdo de sementes de Eremanthus erythropappus (DC), uma espécie medicinal
nativa do Cerrado. Em contrapartida Sideritis raeseri Boiss. & Heldr. (Lamiaceae)
demandou 1156 uM para atingir taxas proximas a 85%. Mesmo que a germinagdo possa

atingir 98%, o indice de 80% alcangado em H. pycnocephala ainda é muito bom. Pyrostegia
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venusta Ker Gawl, planta comum ao Cerrado, obteve taxa de germinagdo a 85% no
estabelecimento do seu protocolo de micropropagacao (Nunes et al., 2021; Radomir et al.,
2022; Valbona et al., 2023). A analise de regressdo foi aplicada, mas ndo foi significativa

para nenhum dos parametros.

Figura 3. Germinagdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de Hyptis pycnocephala.
(A) Germinacao de sementes em placa de Petri sob papel de germinagao, apds 24
h em solugdo com 144,5 uM de acido giberélico (GA3). (B) Desenvolvimento de
plantulas em frasco contendo 6 mL de meio de cultura MS. Fonte: Chaga, L.T.,
2022.

4.1.1.1 Mixoespermia

Mixoespermia ¢ um fendmeno bioldgico em que sementes liberam mucilagem,
uma substancia gelatinosa, quando entram em contato com a agua (Western, 2012). A
mucilagem, formada pela hidratacdo de pectinas e hemiceluloses na cobertura da semente,
facilita a germinagdo, protege contra patdogenos, retém agua e fixa a semente ao solo,
aumentando suas chances de sobrevivéncia (North et al., 2014; Viudes et al., 2020).

A mucilagem contém polissacarideos como celulose, hemicelulose e pectina.
Sua remocdo pode reduzir a germinacdo em até 30%. Quando hidratados, esses
polissacarideos expandem, rompendo o epicarpo e liberando a mucilagem (Alfayate et al.,
2008; Camara et al., 2008; Western, 2012; North et al., 2014; Kucka et al., 2022).

Em angiospermas, sementes com mericarpos em forma de ntcula, comuns em

Lamiaceae, podem apresentar dorméncia (Barreiro, 2022; Kaya & Dirmenci, 2008; Silva-
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Castellanos et al., 2021). A producao de mucilagem também ¢ comum em vérias espécies de
Lamiaceae. Sementes de Ocimum basilicum L. (manjericao) produzem uma espessa camada
de mucilagem ao redor do pericarpo apos a hidratacdo (Zhou et al., 2022). Da mesma forma,
sementes de Salvia hispanica L. (chia) liberam mucilagem rica em polissacarideos quando
hidratadas (Salgado-Cruz et al., 2013).

A mucilagem das sementes de H. pycnocephala (Figura 4) ¢ incolor, gelatinosa
e inodora. Essa producdo ¢é caracteristica de plantas filogeneticamente semelhantes, mas
também ocorre em espécies desérticas, como Lavandula subnuda Benth. e Plantago cilata

Desf. (Yang et al., 2012; Bhatt, 2016).

1,5cm

Figura 4. Presenca de mucilagem em sementes de Hyptis pycnocephala. A imagem mostra
a formagdo de uma camada de mucilagem em sementes de H. pycnocephala ap6s
permanecerem em agua por 24 h. A mucilagem, que € uma substancia gelatinosa,
envolve toas as sementes. Fonte Chaga, L.T., 2022.

4.1.2 Meios de Cultura

No cultivo in vitro os principais meios utilizados sdo Knudson (1946), Vacin &
Went (1949); WPM — Woody Plant Basal Medium (Lloyde & Mc Cown, 1981) e MS

(Murashige & Skoog, 1962) cada qual composto e concentrado em vitaminas, macro e
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micronutrientes de formas diferentes (Nunes et al., 2021). Dependendo da espécie, ha uma
melhor resposta da planta a determinado meio durante o desenvolvimento in vitro. Um
exemplo sdo as Orchidaceae que preferem, na maioria dos casos, meios Knudson e WPM
(Freitas et al., 2014; Galdiano Junior et al., 2014).

Na definicdo do meio de cultura, H. pycnocephala se desenvolveu melhor em
meio WPM, comportamento incomum comparado a outras Lamiaceae que frequentemente
sdo estabelecidas em meios MS (Ghaderi et al., 2019; Khoshsokhan et al., 2022; Mehalaine
& Chenchouni, 2021). Nao obstante, esse fator pode estar vinculado ao tipo de ambiente
uma vez que muitas das espécies ndo sdo comuns a solos tipicos do Cerrado, podendo haver
relagdo com a plasticidade fenotipicas das nativas as particularidades do bioma (Asensio et
al., 2022 Benkaddour et al., 2022; Papafotiou et al., 2023; Shende et al., 2023).

O desenvolvimento das plantas in vitro também estd vinculado a espécie,
variedade, tipo de meio, de explante e gendtipo, fatores que precisam ser considerados para
atingir um bom desempenho vegetal (Oliveira, 2019). Ademais, no experimento foi revelado
pouca diferenca entre o meio MS 1/2 e 0o WPM, isto ¢, uma pequena vantagem ao longo das
quatro semanas conforme avalia¢do detalhada na Tabela 3.

O meio MS possui maior biodisponibilidade de nitrogénio comparado as
concentragdes em meios WPM e MS 1/2. Tal fato pode elucidar disparidade com demais
espécies de Lamiaceae uma vez que sdo baixos os indices desse nutriente em solos tipicos

do Cerrado (Melo et al., 1999; Sousa & Lobato, 2004; Meneghetti et al., 2019).

Tabela 3. Médias da altura de parte aérea (H) e do numero de folhas (NF) em Hyptis
pycnocephala em contato com diferentes formulagdes para meios de cultura. Em
T1, tratamento controle com Gellex® e agua; em T2, preparo de meio com
Murashige and Skoog com metade das concentragdes (MS %), em T3 preparo de
meio com Murashige and Skoog (MS) e T4 preparo de meio Lloyd & McCown
Woody Plant Basal Medium.

1 semana 2% semana 3% semana 4* semana
Tratamento
H NF H NF H NF H NF
T1: Gellex®+H20 0,30a 2,50ab 0,36a 2,59b 0,48a 3,46¢c 0,77a 3,70b
T2: MS % 0,25 2,43b 0,39a 3,74a 0,48a 491lab 0,60a 6,11a
T3: MS 0,27a 2,46b 0,38a 3,06b 0,49a 4,06bc 0,58a 5,50a
T4: WPM 0,30a 3,00a 04la 3,93a 0,55a 5,28a 0,6la 5,86a

* médias seguidas por letras diferentes na coluna sdo significativamente diferentes. Fonte: o autor.

O meio WPM foi desenvolvido especificamente para plantas lenhosas.

Anacardium othonianum Rizz. ¢ uma arborea nativa do Cerrado que se estabeleceu em
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WPM, outrossim, a homeostase fisiologica ¢ influenciada por fatores como nutri¢do e
processos metabolicos de cada espécie (Nunes et al., 2021; Sarropoulou et al., 2022; Silva
& Magalhaes, 2023; Vasconcelos et al., 2012).

Os resultados sugerem que H. pycnocephala nao reage tdo bem a presenga de
maiores concentragdes de sais em meio de cultura como € o caso do preparo do meio MS e
da preferéncia aos preparos menos concentrados como o WPM (Galdiano Junior et al.,
2014). Mediante condi¢des deste estudo, o meio WPM ¢ o mais indicado para o

estabelecimento dessa espécie in vitro.

4.1.3 Multiplicacio de brotos

Para o carater “ntimero de brotos” BAP nas concentragdes 6,66 ¢ 8,88 uM (T4 e
TS5 respectivamente) promoveram os melhores resultados (Tabela 4). Vale notar que os
brotos também enraizaram no tratamento controle (sem adi¢@o de citocinina) o que ja ¢ um
bom indicativo para o desenvolvimento da espécie in vitro, embora ndo seja o foco, pois as

altas concentragdes de citocinina influéncia negativamente no enraizamento.

Tabela 4. Variagdo do numero médio de brotos e da ocorréncia de raiz em Hyptis
pycnocephala em meio com diferentes concentragdes de 6-Belzilaminopurina
(BAP) durante 4 semanas.

Concentracoes 1* semana 2% semana 3 semana 4* semana

de BAP (uM)  Brotos Raiz Brotos Raiz Broto Raiz Broto Raiz
T1: 0,00 1,33ab  0,23a 1,15a 0,83a 1,51ab 0,95a 1,92bc 0,85a

T2:2,22 1,28ab  0,00c  0,98ab 0,16b 1,09bc 0,05c 2,19bc 0,40bc
T3: 4,44 1,0o0b  0,00c  0,68b 0,07b 0,76c  0,10c  1,63¢  0,15c
T4: 6,66 1,58a 0,18ab 1,20a 0,33b 1,70a 048b 4,30a  0,50b
T5: 8,88 1,14b  0,03bc  0,95ab 0,22b 1,19ab 0,30bc  3,32ab  0,24bc

* médias seguidas por letras diferentes na coluna sao significativamente diferentes. A varidvel “Raiz” foi
calculada com base na codificag@o | para mais presente e 0 para mais ausente. Fonte: o autor.

As citocininas tém sido eficazes na superacdo de dominancia apical,
alongamento, liberacdo de gemas laterais e promocao de brotos (Benkaddour et al., 2022;
Radomir et al., 2022). Na literatura, também sao utilizados para indug@o de novas brotagdes,
além da 6-benzilaminopurina, a cinetina e a zeatina. Entretanto, o uso do BAP ¢ destaque
em espécies de Lamiaceae (Mehalaine & Chenchouni, 2021; Asensio et al., 2022; Valbona
et al., 2023). Além disso, o BAP ¢ um fitorregulador sintético de alta eficiéncia para

regeneracdo de diversas espécies e com menor custo de aquisi¢do. Todavia, o uso dessa
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citocinina pode inibir o crescimento de raiz e de parte aérea (Goelzer et al., 2019; Ferreira et
al., 2020).

Concentracdes a 4,44 uM de BAP foram satisfatérias para inducdo de gemas
laterais e de raiz em Origanum spp. (Benkaddour et al., 2022). Porém, essa mesma dosagem
ndo foi a melhor em H. pycnocephala. Para indugao de brotos de Eremanthus erythropappus,
a concentra¢do ideal superou 8,8 uM refor¢cando necessidade de individualizagdo dos
protocolos (Nunes et al, 2021).

E necessario um balanco entre os reguladores, principalmente citocininas e
auxinas, pois estdo diretamente relacionados entre si para promover o desenvolvimento. Os
reguladores podem desencadear inibi¢do ou desenvolvimento de um tecido a depender da
relacdo com outro regulador (Oliveira, 2019). A suplementacdo simultinea de BAP e ANA
pode gerar melhora no brotamento, mas também pode causar oxidacao, o que depende das
concentragdes e reagdo de cada individuo (Silva & Magalhaes, 2022). O fator gendtipo
exerce tanta influéncia na resposta, que mesmo plantas de mesma espécie, reagem de forma
distinta até quando os reguladores se assemelham (Silva & Magalhaes, 2023).

As diversas concentragdes dos reguladores de crescimento promovem ainda
anormalidades indesejadas. Quando em excesso, geram estresse e induzem o surgimento de
calos, auséncia ou ma formagdo de 6rgdos, oxidacdo, necrose, hiperidricidade e até morte
(Silva & Magalhaes, 2023). Mesmo que verificado alguns explantes com necrose e oxidacao,
em H. pycnocephala ndo houve nenhum tipo de anormalidade morfologica em todos nos

testes de brotacao.

4.1.4 Enraizamento

No Teste de Enraizamento 01, os tratamentos Controle e T2 (5,37 uM de ANA)
foram muito proximos em relagdo a variavel “quantidade de raiz” (QR). A adi¢do da auxina
promoveu a presenca de calos em todos os tratamentos (Tabela 5). Foi possivel constatar
que, quanto maior a concentragdo do regulador, maior a promog¢ao de calogenese. Assim,
apesar da performance satisfatéria de T2 no enraizamento, esta concentragdo também
induziu alta incidéncia de calos, impossibilitando um melhor desenvolvimento de raizes.

Taxas elevadas de calos e um baixo desenvolvimento radicular podem ser
extremamente prejudiciais para o processo de aclimatizagdo (Souza et al.,, 2009;

Khoshsokhan et al., 2022). Paralelamente, o Unico tratamento que se diferenciou
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significativamente apresentando menor incidéncia de calos foi o controle. Dessa forma, foi

proposto um novo teste com dosagens de ANA inferiores 5,37 pM.

Tabela 5. Resposta de Hyptis pycnocephala Benth. a diferentes concentragdes de acido
naftalenoacético (ANA), mensurada por meio das quantidades médias de raiz e
pela formagao de calos. Dados do Teste de Enraizamento 01.

Concentracoes 1* semana 2% semana 3% semana 4% semana

de ANA (uM)  Raiz Calos Raiz Calos Raiz Calos Raiz Calos
T1: 0,00 0,88b 0 3,22ab  0,02b 4,78ab  0,02b  5,66b  0,07b
T2: 5,37 2,71a 0 5,50a 0,60a 6,31a 0,60a 9,26a 0,74a

T3:10,74 0,53b 0 190b 0,82a 1,74b 0,832 1,49¢ 0,86a
T4:21,48 0,85b 0 2,62b  0,56a  2,00b  0,79a 1,94bc  0,74a

*médias seguidas por letras distintas sdo significativamente diferentes. A variavel “Calose” foi calculada com
base na codificag@o 1 para presente ¢ 0 para ausente. Fonte: o autor.

Taxas elevadas de calos e um baixo desenvolvimento radicular podem ser
extremamente prejudiciais para o processo de aclimatizagdo (Souza et al., 2009;
Khoshsokhan et al., 2022). Paralelamente, o Unico tratamento que se diferenciou
significativamente apresentando menor incidéncia de calos foi o controle. Dessa forma, foi
proposto um novo teste com dosagens de ANA inferiores 5,37 pM.

No Teste de Enraizamento 02, verificou-se que para H. pycnocephala o
suplemento de auxina ¢ desnecessario (Figura 5 A-C) para indugdo de raizes, podendo até
mesmo ser prejudicial em vista da incidéncia constante de calos até mesmo nas pequenas
concentragdes desse regulador (Tabela 6). Mesmo que dosagens muito baixas do regulador
parecam ser incomuns na literatura, o enraizamento de Aegiphila verticillata Vell.,
Lamiaceae comum ao Cerrado, demandou 0,4 uM de ANA para o enraizamento. Esse valor

ainda ¢ menor que as concentracdes testadas nesse estudo (Nunes et al., 2021).

Tabela 6. Resposta de Hyptis pycnocephala Benth. a diferentes concentracdes de acido
naftalenoacético (ANA), mensurada por meio das quantidades médias de raiz e
pela formagdo de calos. Dados do Teste de Enraizamento 02.

Concentragoes 1? semana 2% semana 3% semana 4% semana

de ANA (uM) Raiz Calos Raiz Calos Raiz  Calos Raiz Calos
T1: 0,00 0,90a 0 2,03ab  0,00c 2,55ab 0,09b 2,97ab  0,09c
T2: 1,34 0,58a 0 2,80a 0,23ab 2,53a 0,32b  3,54a 0,51b
T3:2,69 0,68a 0 2,02ab 0,07bc 2,682 0,15b 4,40a 0.18c
T4: 4,03 0,38a 0 1,13ab 0,17abc 1,40ab 0,25b 1,56ab 0,28bc
T5:5,37 0,50a 0 1,11b  0,34a 1,05b 0,61a 1,17b  0,85a

*médias seguidas por letras distintas sdo significativamente diferentes. A variavel “Calose” foi calculada com
base na codificag@o 1 para mais presente e 0 para mais ausente. Fonte: o autor.
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O estabelecimento de raiz in vitro ¢ um processo critico envolvendo fatores
endogenos e exdgenos complexos (Souza & Pereira, 2007). O balango citocinina/auxina €
muito importante para regulacao do crescimento e melhora dos indices de rizogénese, indices
elevados de citocina na raiz podem inibir seu alongamento e as suas ramifica¢des. As auxinas
modificam a parede celular através das expansinas e por isso induzem o crencimento,
contudo a atuacdo vai depender da quantidade de auxina podendo ndo promover o
alongamento celular quando em altas concentracdes. Além disso, € preciso disponibilidade
de 4gua e capacidade osmotica (Silva et al., 2013; Toledo & Biasi, 2018; Benkaddour et al.,
2022). Ha casos em que a indugdo ocorre sem precisar de reguladores, isso € possivel devido

a niveis de auxina enddgena que, ao entrar em contato com meio de cultura, favorecem o

crescimento (Radomir et al., 2022).
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Figura 5. Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de Hyptis pycnocephala. (A-B)
Desenvolvimento de raizes in vitro sem suplementa¢do de 4acido naftalenoacético
(ANA). (C) Estabelecimento prévio em meio de cultura WPM antes da
aclimatizacdo. (D) Desenvolvimento de raizes em plantas aclimatizadas. (E)
Floracdo das mudas ap6s 2 meses de aclimatizacdo. Fonte: Chaga, L.T., 2022.

Niveis de auxina enddgenos tem relacdo intrinseca com a geragao de primordio
radicular, mas sdo incapazes de promover calogénese, esta ¢ mais frequente quando ocorre
contato com fitorreguladores sintéticos. A presenca de auxina exdgena pode contribuir no
distensionamento da parede celular e queda de pH fazendo com que a atividade enzimatica
aumente e consequente aumento do volume celular. Contudo, os calos também sofrem
interferéncia da genética, fisiologia e meio de cultura (Forket et al., 2013; Oliveira, 2019;
Oliveira, 2020).

Calos sao tecidos ndo diferenciados constituidos por células compactadas e
justapostas compostas por muito vactiolo (Santos et al., 2018). Eles se formam em resposta
ao contato com niveis elevados de reguladores de crescimento ou a injurias (Souza et al.,
2018). As células costumam passar por esse estagio de desdiferenciacdo quando estdo em
processo de formacdo de um 6rgdo, as sucessivas mitoses levam-nas a uma configuracao
desorganizada sem identidade histologica (Oliveira, 2020). Fendmeno constatado durante os

experimentos de enraizamento (Figura 6).

[ 1,5 cm 1,5cm

Figura 6. Calogénese e aspecto de raiz em Hyptis pycnocephala. submetidas a concentragao
de 5,37 uM de acido naftalenoacético (ANA). Fonte: Chaga, L.T., 2022.
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4.1.5 Aclimatizacao

Houve interacdo entre tamanho de raiz e tipo de substrato para sobrevivéncia
durante a aclimatizagdo. No geral, a menor taxa de sobrevivéncia ocorreu com as plantas de
raiz pequena (< 1 cm). Em relacdo aos substratos, plantas com raizes grandes tiveram um
menor desempenho em relagdo as raizes médias e pequenas nos substratos A e B. Porém,
ndo houve diferengas para sobrevivéncia das plantas com diferentes tamanhos de raizes no

substrato C (Tabela 7).

Tabela 7. Sobrevivéncia dos individuos de Hyptis pycnocephala. durante a etapa de
aclimatizacdo variando as proporcdes entre substrato comercial Terral Solo® (S),
terra de barranco (T) e areia (A) e o tamanho de raizes Pequena < 1 cm (P), Média
1 cm <raiz <4 cm (M) e Grande > 4 cm (G).

Tamanho das Médias Substratos
Raizes Gerais 2S:1T: 1A 2S: 1T :2A 2S:1T:3A
G 0,69a 0,60b 0,61b 0,86a
M 0,69a 0,80a 0,61a 0,66a
P 0,49b 0,53a 0,51a 0,42a

Médias Gerais (na coluna) e entre os substratos (nas linhas) seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Fonte: Sibov, S. T., 2023.

A sobrevivéncia estimada, dentre os 132 individuos analisados, foi de 53,03%.
O indice apesar de baixo, sofre interferéncia da ndo padronizagdo do espaco amostral
revelando divergéncia entre o numero de raizes pequenas (20), médias (14) e grandes (10).
Nao houve interagdo entre tamanho de raiz e tipo de substrato para o crescimento das plantas
durante a aclimatizagdo. No geral, a menor taxa de crescimento ocorreu com as plantas de

raiz pequena (< 1 cm) (Tabela 8).

Tabela 8. Crescimento médio de individuos de Hyptis pycnocephala. para a aclimatizagao
variando as proporcdes entre substrato comercial Terral Solo® (S), terra de
barranco (T) e areia (A) e o tamanho de raizes Pequena < 1 cm (P), Média 1 cm
<raiz <4 cm (M) e Grande >4 cm (QG).

Tamanho das raizes =~ Médias de crescimento

G 4,63a
M 3,32a
P 1,59b

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Fonte:
Sibov, S. T., 2023.
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Por serem cultivadas em vidro fechado as plantas ficam submetidas a alta
umidade e, ao entrar em contato com o ambiente externo ao laboratorio, ficam suscetiveis a
perda de 4gua requerendo mudanga lenta e gradual. E sabido que a aclimatizagio promove
grandes perdas de individuos, no entanto, alguns explantes cultivados in vitro sofrem
influéncia do gendtipo favorecendo ou prejudicando a suscetibilidade nessa etapa. Alguns
trabalhos com Lamiaceae propdem uso de turfa e perlita como substrato, mas poucas
pesquisas visaram estabelecimento in vitro de espécies endémicas do Cerrado pertencentes

a familia (Nunes et al., 2021; Manushkina et al., 2022).

4.2 TRICOMAS GLANDULARES FOLIARES

4.2.1 Micromorfologia dos tricomas glandulares

Diferencas na densidade, localizacdo e tipos de tricomas glandulares foram
encontradas nas folhas de H. pycnocephala, quando comparagdes foram feitas entre
materiais provenientes de cultivo in vitro, plantas aclimatizadas, cultivadas no solo e de
plantas coletadas no campo. A resposta de H. pycnocephala as etapas da micropropagacao,
principalmente nas estruturas produtoras de metabolitos secunddrios, demostra sua
plasticidade fenotipica. Fica claro que as caracteristicas dos tricomas glandulares em H.
pycnocephala sao modificadas, até certo ponto pelo ambiente, no qual a espécie cresce.

Dois tipos basicos de tricomas glandulares foram encontrados: peltados e
capitados. Eles se diferenciam em aspectos como estrutura, densidade e local de
armazenamento da secre¢do (Werker et al., 1985b; Kalicharan et al., 2018; Simplicio et al.,
2022). Contudo, a ocorréncia de ambos os tipos foi constatada tanto nas superficies foliares
abaxiais quanto adaxiais.

Os tricomas peltados sdo sé€sseis e possuem cabega composta por quatro células
secretoras sendo considerados local de biossintese dos metabolitos secundarios nas espécies
de Lamiaceae, principalmente de terpenos (Fanh, 2000; Evert, 2013; Jongedijk et al., 2020).
Nestes tricomas, a cuticula distendida possui um grande espaco subcuticular em que se
acumula o material secretado, essa fun¢do confere forma globosa a cabeca (Figura 7B-C,
7E-G, seta curta; 8A-E, seta curta; 9A-F). Quando a cuticula é rompida, ocorre a liberagdo

rapida e intensa da secrecao.

45



Em folhas de plantas coletadas a campo esse tipo de tricoma (peltado) ¢
visualmente mais abundante e estdo frequentemente localizadas em depressdes da epiderme.
Eles ocorreram em maior densidade na face abaxial (Figura 7C, seta curta) de folhas oriundas
da aclimatizacdo e cultivo ex vitro (Figura 8E, seta curta), enquanto no cultivo in vitro a
densidade foi menor (Figura 8B, seta curta). Os tricomas peltados observados neste estudo,
semelhantes aos encontrados em outras espécies de Lamiaceae, parecem ser um carater
diagndstico para essa familia (Ascensdo et al., 1995; Ascensdo, 2007; Naidoo et al., 2021;
Werker, 2000).

Os tricomas glandulares capitados sdo caracterizados pela presenga do
pedunculo que ¢ composto por uma, duas, trés, quatro, cinco ou mais células. Tal
classificagdo foi proposta baseada nos tricomas glandulares que sdo presentes em espécies
de Lamiaceae (Ascensdo & Pais, 1998; Werker, 2000). Para H. pycnocephala foram

descritos seis tipos que estdo detalhados na Tabela 9.

Tabela 9. Descricdo morfoldgica dos tricomas glandulares capitados presentes em folhas
cultivadas in vitro, ex vitro e campo de Hyptis pycnocephala Benth.

Tipo Descri¢io
I Pedunculo unicelular curto e cabeca uni ou bicelular globosa (Figura 8H).
I Pedunculo unicelular relativamente longo e cabeca tetracelular globosa
(Figura 8I).

Pedunculo tricelular, célula basal longa, com célula de pescoco, cabega

1 bicelular globosa (Figura 8J).
Pedunculo tricelular, célula basal longa e larga, com célula de pescogo, cabega
v . .. i
unicelular piriforme (Figura 8K).
v Pedunculo tetra celular, célula basal longa, sem célula de pescogo, cabega
unicelular periforme (Figura 8L).
VI Pedunculo penta celular ou/e mais células, sem célula de pescogo, cabega

unicelular ovada (Figura 8M).
Fonte: Faria, M. T., 2022.

Os tricomas morfotipo I (figuras 7H e 8F) e morfotipo II (Figura 7A e 7F) sdo
frequentemente encontrados em espécies de Lamiaceae (Ascensdo et al., 1995, 1999; Tozin
& Rodrigues, 2017). Eles apresentam o mesmo padrao de liberacdo de secrecao dos tricomas
glandulares peltados, corroborando com dados encontrados em Hyptidendron canum Polh
ex Benth. (Fiuza et al., 2010), Vitex agnus-castus L. (Braga et al., 2014), Hyptis villosa Poll
ex Benth. (Tozin & Rodrigues, 2017) e Mesospharerum suaveolens (L.) Kuntze (Chatri et
al., 2018), todas plantas nativas do Brasil.
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Rudall (2008) identificou em Hyptidendron glutinosum (Benth.), que pertence a
mesma subtribo, um tipo de tricoma glandular similar ao Tipo III e IV identificado em H.
pycnocephala. Tal compatibilidade ndo deve ser afirmada em vista da padronizagdo dos
descritores morfoldgicos, como ¢ o caso da classificacdo da cabega que, para esses dois tipos,
se diferenciam em piriforme e globosa. Esse fator ¢ conhecido por exercer muita importancia
para a caracterizagdo dos tricomas dado que ¢ frequentemente aplicado na literatura
cientifica durante a classificagdo dessas estruturas (Simplicio et al., 2022; Martins, 2002;
Werker et al., 1985a).

O Tipo VI esteve incidente nas duas superficies foliares, outrossim, raramente
sua cabega secretora foi observada na forma integra (Figura 7C-D, 8M; 9M). A ocorréncia
foi mais frequente em plantas coletadas em campo, aclimatizadas e cultivas em solo por 30
dias (Tabela 10). Werker et al. (1985a), Werker (2000) e Ascensao (2007), afirmam que o
tricoma cujo pedinculo contém mais de 4 células apresenta alta sensibilidade ao toque, o
que possibilita o rompimento da cuticula com maior facilidade. Os mesmos autores ressaltam
a importancia ecologica desses tricomas visto que proporcionam interagao da planta com o
ambiente. Eles atuam de modo eficaz frente ataque de herbivoros e patdégenos, bem como
mediante a elevagdo da incidéncia luminosa, contribuindo dessa forma para a sobrevivéncia
do vegetal perante os estressores ambientais.

A presenca dos tricomas glandulares nas folhas de H. pycnocephala foi maior na
face abaxial comparada a adaxial, mesmo em folhas de plantas advindas da
micropropagacdo. Esse dado ¢ similar ao encontrado por Zuzarte et al. (2010), trabalhando
com Lavandula pedunculata (Miller) e Esmaeili et al. (2019) com espécies de Salvia sp.
Ambos os autores observaram que a quanto maior intensidade de tricomas glandulares maior
a resisténcia contra pragas e doencas devido a presenca de aleloquimicos como
monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, compostos fendlicos, entre outros. Kalicharan et
al. (2018) mencionaram correlagdo entre o aumento da densidade de tricomas e a exposi¢ao

a condigdes ambientais adversas, o que ndo ¢ possivel acontecer no cultivo in vitro.

Tabela 10. Localizagdo de tricomas glandulares capitados nas amostras provenientes de
coletas no campo (CC), do cultivo in vitro (CV), ex vitro: plantas aclimatizadas
(PA) e plantas cultivadas no solo, apds 30 dias de aclimatizadas (CS) de Hyptis

pycnocephala Benth..
Amostras Tipos de tricomas glandulares capitados Localizagao
I II III v A% VI AD AB
CC ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
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Ccv + + + + + + + +

PA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

CS ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Auséncia: —; Presenca: +; presenca elevada ++. Fonte: Faria, M. T., 2022.

Figura 7. Lamina foliar de Hyptis pycnocephala Benth. e diferentes tipos de tricomas
glandulares. A. Tricoma capitado tipo II, face abaxial; B. Tricoma peltado; C.
Peltado (seta curta) e capitado, tipo I1I (seta longa) e tipo VI (estrela), face abaxial,
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amostra aclimatizada; D. Capitado tipo II (seta) e tipo VI (estrela), face adaxial,
coleta em campo; E. Peltado, face abaxial, 30 dias em solo; F. Capitado tipo I,
detalhe, face adaxial, 30 dias em solo; G. Peltado (seta curta) e capitado tipo I
(seta longa), face adaxial, cultivo in vitro; H. Capitado tipo I, detalhe, face
adaxial, cultivo in vitro. Fonte: Faria, M. T., 2022.

Figura 8. Eletromicrografia da lamina foliar de Hyptis pycnocephala Benth. (A-F) e
esquema ilustrativo dos tricomas glandulares (G-M). A. Tricoma peltado, face
adaxial, cultivo in vitro; B. Tricoma peltado, face abaxial, cultivo in vitro; C.
Tricoma peltado (seta curta) e capitado tipo I (seta longa), face adaxial, amostra
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aclimatizada; D. Tricoma peltado, detalhe, face adaxial, amostra aclimatizada;
E. Tricoma peltado (seta curta) e capitado tipo I (seta longa) face abaxial, coleta
em campo; F. Capitado tipo I, detalhe, face abaxial, coleta em campo; G.
Tricoma peltado; H. Capitado tipo I; I. Capitado tipo II; J. Capitado tipo I1I; K.
Capitado tipo IV; L. Capitado tipo V; M. Capitado tipo VI. Fonte: Faria, M. T.,
2022.

4.2.2 Analise histoquimica

Os resultados histoquimicos das folhas provenientes de coletas no campo, cultivadas
in vitro e ex vitro de H. pycnocephala, encontram-se resumidos na Tabela 11. As principais
substancias quimicas produzidas pelos tricomas glandulares observadas foram compostos
fenolicos, compostos lipofilicos e terpenos (6leos essenciais). Nota-se auséncia de lipidios

neutros, 6leos resinas e proteinas, polissacarideos e alcaloides.

Tabela 11. Histoquimica dos tricomas glandulares presentes nas folhas de Hyptis

pycnocephala Benh.
- Tricomas glandulares
Reagentes Metabdlitos Peltados Capitados

Sudan IV ++ ++
Sudan III o : ++ ++
Steinmetz Lipidios totais iy iy
Sudan Black B ++ ++
. Lipidios neutros - -

Sulfato Azul do Nilo Lipidios 4cidos . N
Reacente de Nadi Terpenos (6leos essenciais) ++ ++
& Terpenos (6leos-resinas) - -
Dicromato de potassio ++ ++
Sulfato ferroso e formalina - ++ ++
Steinmet Compostos fendlicos n n
Cloreto férrico ++ ++

Azul brilhante de coomassie | Proteinas - -
reagdo positiva: +; Reagdo positiva forte: ++; Reacdo negativa: -. Fonte: Faria, M. T., 2022.

Nos tricomas glandulares peltados das amostras de H. pycnocephala, observou-
se reagdo positiva para compostos fendlicos totais com teste com cloreto férrico (Figura 9A),

dicromato de potassio (Figura 9B) e sulfato ferroso e formalina (Figura 9C); lipidios totais,
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por meio de testes com Sudan IV (Figura 9D) e Sudan Black (Figura 9E) e dleo essencial
com o reagente NADI (Figura 9F).

Nos tricomas glandulares capitados Tipo I, houve reagdo positiva substancias
lipofilicas, por meio dos testes com Sudan III (Figura 9G), Sudan IV (Figura 9H) e para
terpenos (6leos essenciais), reagente NADI (Figura 91). O Tipo II apresentou reag@o positiva
para compostos fenolicos através dos testes com cloreto férrico (Figura 9J) e lipidios totais
através de Sudan IV (Figura 9K) e Sudan Black (Figura 9L). Enquanto o Tipo III, apresentou
terpenos (0leos essenciais) através do reagente NADI, o Tipo IV, substancias lipofilicas por
meio de Sudan IV e, terpenos utilizando reagente NADI e o Tipo V, substancias lipofilicas
pelo teste com Sudan IV e, terpenos testados com o reagente NADI. O Tipo VI revelou
reagdo positiva para substancias lipofilicas através de Sudan Black e, para compostos
fenolicos por meio do teste com Cloreto férrico (Figura 9M).

As andlises histoquimicas possibilitaram confirmacao de presenca de compostos
de natureza quimica heterogena e complexa. Os tricomas peltados, expressaram reagao
positiva para compostos fendlicos, 6leos essenciais e lipidios totais tanto no presente estudo
quanto no de Martinez-Natarén et al. (2018). As substincias quimicas podem estar
relacionadas ao tipo de tricoma glandular e sdo capazes de promover defesa e atragdo de
polinizadores (Menezes Filho, 2020).

Como sdo responsaveis pelo armazenamento de metabolitos, podem demonstrar
grande interesse comercial a industria farmacéutica, como ¢ o caso dos terpenos (Amaral et
al.; 2020). A composi¢ao quimica da secrecdo interfere na eficécia terapéutica, no entanto,
teor de producdo sofre influéncia do ambiente revelando importancia de estudos
comparativos acerca das diferencas tipos de cultivo (Martinez-Natarén et al., 2018). A
cultura de tecidos vegetais pode contribuir para descoberta de novos compostos quimicos
pois possibilita variagdo micromorfoldgica de tricomas (Passinho-Soares et al., 2017).

A presenca de compostos fenolicos tanto nos tricomas glandulares peltados
quanto nos diferentes tipos de capitados em H. pycnocephala, parece ser um marcador
quimico para Lamiaceae, corroborando com estudos realizados em diversos géneros (Falcao
& Menezes, 2003; Oliveira & Oliveira, 2013; Bridi et al., 2021). Eles estdo associados as
estratégias de defesa primaria das plantas frente a herbivoria, patdgenos e alta incidéncia de
raios UV. Devido a gama de substancias produzidas se destacam cumarinas, flavonoides,

ligninas, quinonas e taninos, entre outros, justificando sua ampla distribui¢do entre espécies
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dessa familia (Rinnert, 2010; Evert & Esau, 2013; Taiz et al., 2017). Na farmacologia atuam
como antisséptico, anestésico, anti-inflamatorio e antioxidante (Bridi et al., 2021).

As plantas produzem diversos compostos lipofilicos, uma vez que ja foi
verificada atividade bioldgica bactericida, fungicida, antiviral, antiparasitaria, inseticida e
analgésica. Dentre a diversidade de funcdes importantes sdo ainda, responsaveis pelas
caracteristicas aromaticas e condimentares da grande maioria das plantas (Taiz et al., 2017).
A presenca de compostos lipofilicos corrobora com estudos realizados com Pogostemon
cablin Benth. por Guo et al. (2013). Os testes histoquimicos indicaram resultados positivos
para lipidios totais por meio da coloracdo de Sudan Black B. Lima e Martins (2011) também
verificaram resultados semelhantes nos tricomas glandulares de Ocimum gratissimum L.

De acordo com Fahn (2000), dentre as diversas substancias lipofilicas secretadas
pelas plantas estdo os 6leos essenciais com uma ampla variedade de terpenos e constituem
um dos principais metabolitos secundarios secretado por Lamiaceae (Bridi et al., 2021). Sua
importancia a espécies do género Hyptis ja ¢ conhecida, estudos mostram a presenga de
terpenoidicos incluindo diferentes monoterpenos, diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos.
Além disso, substincias como hidrocarbonetos, acidos graxos, esteroides, entre outros
compostos, podem estar presentes nos Oleos essenciais de espécies deste género. As
atividades Dbioldgicas variam entre antisséptica, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifungica, antinociceptiva, antiulcerogénica, inseticida, antimicrobiana, larvicida, dentre
outras (Falcao & Menezes, 2003; Bridi et al. 2020; Caldas et al. 2020; Alves et al., 2022;
Prato et al., 2022).

A secregdo desses tipos de compostos pode estar vinculada a presenca abundante
de organelas como reticulo endoplasmatico liso e complexo de Golgi nessas estruturas
secretoras (Tozin et al., 2016). Em H. villosa Pohl ex Benth., tricomas capitados Tipos I e
Tipo II demonstraram reagao positiva para lipidios totais além disso, o tricoma Tipo I foi
positivo para terpenos, o Tipo II para compostos fenolicos concordando com os resultados

obtidos em H. pycnocephala (Figura 9 G-K) (Tozin & Rodrigues, 2017).
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Figura 9. Analises histoquimicas dos tricomas glandulares peltados (A-F) e glandulares
capitados morfotipos I, Il e VI (G-M) presentes na lamina foliar de Hyptis
pycnocephala Benth. A. Reagdo positiva para compostos fenolicos; B. Reacgao
positiva para compostos fendlicos; C. Reagao positiva para compostos fendlicos;
D. Reacgdo positiva para lipidios totais; E. Reagdo positiva para lipideos totais;
F. Reacdo positiva para 6leos essenciais; G. Tricoma capitado tipo I, positivo
para lipidios totais; H. Tricoma capitado tipo I, positivo lipideos totais; I.
Tricoma capitado tipo I, positivo para 6leos essenciais; J. Tricoma capitado tipo
I1, positivo para compostos fendlicos; K. Tricoma capitado tipo II, positivo para
lipidios totais; L. Tricoma capitado tipo II, lipideos totais; M. Tricoma capitado
tipo VI, positivo para lipidios totais. Fonte: Faria, M. T., 2022.
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4.3 OLEOS ESSENCIAS

4.3.1 Obtencao e rendimento

O ¢6leo essencial demonstrou aspecto amarelo-pardo, aroma agradavel e foi
acondicionado em frasco de vidro fosco, envolvido em papel aluminio, identificado e
refrigerado. Quanto ao rendimento de um 6leo em relagdo a quantidade de material vegetal
empenhado na sua extragdo, ele pode variar de 0,05 a 10% a depender da espécie, mas esse
fator ainda sofre influéncia do 6rgdo vegetativo determinado, fase de desenvolvimento
vegetal, condi¢cdes do ambiente e fertilidade do solo (Teuscher, 1979; Teske & Trentini,
2001). O peso das drogas vegetais de Hyptis pycnocephala utilizadas nas extragdes do 6leo

(apos taragem do frasco) e seus respectivos rendimentos estdo compilados na Tabela 12.

Tabela 12. Peso das folhas de Hyptis pycnocephala Benth. destinadas a extracdao do dleo
essencial e os respectivos rendimentos associados a diferentes locais de coleta.

Fonte da coleta Droga vegetal (g) Peso bruto do dleo (g) Rendimento
In situ (Inverno) 928,00 3,400 0,366 %
In situ (Primavera) 1436,00 2,172 0,151 %
In vitro 11,99 0,027 0,228 %
Aclimatizada 122,00 0,139 0,115 %
Aterrada 131,00 0,096 0,074 %

Fonte: os autores.

O rendimento de 0,168% alcangado pelo o6leo extraido de Cochlospermum
regium Mart. Ex Schrank (algoddo-do-Cerrado) foi semelhante ao encontrado em H.
pycnocephala coletada in situ durante a primavera, dado este que ressalta o fato de ambas
nao serem domesticadas (Menezes Filho et al., 2020a). Justicia nodicaulis (Nees) Leonard
e J. pectoralis Jacq. coletadas no Cerrado do Estado de Goids revelaram 6leos com diferentes
rendimentos, 0,05% e 0,14%, respectivamente elucidam comportamentos distintos mesmo
que em géneros concordantes (Domingues et al., 2018; Rocha et al., 2019).

A capacidade biossintética dos tricomas glandulares estd relacionada com o
rendimento do 6leo, todavia, algumas espécies comerciais podem demonstrar esses niveis
um pouco melhores (Deschamps et al., 2008; Almeida et al., 2020). Oleos essenciais de
Lavandula dentata L., Rosmarinus officinalis € Mentha arvenses L., por exemplo, podem
atingir rendimentos de 2,4%, 2,9% e 3,39% respectivamente (Gongalves et al., 2009; Chagas

et al., 2011; Mambri et al., 2018). As folhas sdo os 6rgaos vegetais de uso mais frequente e,

54



a depender da espécie, revelam rendimentos melhores que flores ou ramos (Menezes Filho
et al., 2020b; Menezes Filho et al., 2020c). Alguns trabalhos correlacionam o aumento do
rendimento a adubagdo com matéria organica, outrossim o déficit de nitrogénio, fésforo,
potassio e magnésio pode promover queda de compostos (Morais, 2009; Rosal et al., 2011;
Bufalo et al., 2015).

As estagdes do ano também influenciam, resultados obtidos no inverno
(08/2021) e primavera (11/2021) revelaram queda de rendimento na primavera cuja
intensidade luminosa ¢ maior no Cerrado, devido ao clima seco e sem nuvens. Tal fato pode
ser atribuido ao aumento da fotossintese que consequentemente prioriza o metabolismo
primério, estudos ainda revelam uma correlacdo negativa entre niveis de radia¢do solar e
rendimento (Alonso et al., 2021; Morais, 2009; Schindler et al., 2018). Além disso, a menor
incidéncia luminosa no inverno contribui para que os compostos sensiveis a altas
temperaturas ndo evaporem. Outro ponto, ¢ o estresse hidrico dessa estagdo, a baixa
precipitagdo no inverno do Cerrado melhorou o rendimento do 6lveo essencial de Mentha
arvenses (Morais, 2009; Chagas et al., 2011).

A escolha da metodologia de extracdo ¢ capaz de promover muita interferéncia
no rendimento. O 6leo obtido de Cymbopogon citratus (DC) Stapf (capim-limao), utilizando
folhas frescas, promoveu melhor teor de rendimento em comparagao com o obtido de folhas
desidratadas. Entretanto, a secagem prévia do material favoreceu o rendimento no caso do
6leo extraido de Hyptis marrubioides Epl. (Borges et al., 2019; Silva et al., 2021a). Tal dado

fortalece a influéncia da espécie sobre teor de producdo de seu 6leo essencial.

4.3.2 Identificacdo e quantificacdo dos compostos quimicos

Dentre os compostos do 6leo de plantas coletadas in situ (duas épocas distintas),
in vitro, aclimatizadas e plantadas no solo alguns foram constantes e, portanto, foram
considerados como parte do perfil quimico (Tabela 13). As amostras de H. pycnocephala
compiladas identificaram os terpenos majoritarios endo-fenchol, a-pineno e B-cariofileno.
Embora suas concentragdes variem, foram os mais predominantes em todas as analises,
configurando um padrao consistente ilustrado na Tabela 13.

O composto em maior predominancia, o fenchol, ¢ um derivado do fenchone
responsavel por atrair insetos (Benabdelkader et al., 2015). Encontrado no 6leo de Ocimum

spp, Lavandula angustifolia L., L. stoechas L., L. dentata, em Cannabis Sativa L., é o
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terpeno mais abundante. Por proteger da neurodegeneragdo provocada pela doenga de
Alzheimer, tem sido relatado como um composto natural capaz de melhorar a abordagem
terapéutica dessa patologia (Sudria et al., 1999; Bona et al., 2012; Al Bakain et al., 2020;
Razazan et al., 2021). Em L. pedunculata (Miller) pode compreender 48% das substancias
volateis o que explica o uso popular frequente de espécies de Lavandula como neuroprotetor
(Benabdelkader et al., 2015; Butas et al., 2021; Zahid et al., 2021). O composto possui ainda
propriedade antibacteriana (Soyot et al., 2020) e biolarvicida (Brandao et al., 2020), além de

um potencial para perfumaria (Mammen & Daniel et al., 2013).

Tabela 13. Concentracdo dos compostos que compdem o perfil quimico do 6leo essencial
de Hyptis pycnocephala Benth. a partir de material botanico coletado em
diferentes ambientes.

Concentracao do composto (%) e local da coleta

Composto In situ In situ In vitro  Aclimatizada Cultivo
ago/21 nov/21 no solo
Endo-fenchol 27,44 25,79 40,43 24,07 25,55
a-pineno 23,03 30,34 14,55 26,05 15,68
B-carifileno 11,89 7,33 15,79 11,31 8,63
B-pineno 7,51 10,07 3,64 9,17 7,51
Mirceno 4,52 7,46 1,31 6,05 9,72
Limoneno 4,00 5,55 4,12 5,58 8,9
Fenchone 3,27 2,72 1,05 2,65 1,70
Linalol 1,68 1,20 1,23 2,21
B-copaene 1,46 0,84 0,58 1,22 1,19
Camphene 0,46 0,55 0,29 0,48
Spathulenol 0,86 0,67 0,61 0,86
Germacrene D 2,60 1,10 3,56 1,89
y-cadinene 0,80 1,57 0,63 0,55
d-cadinene 0,81 2,26 0,54 0,70
1,8 cineol 0,42 0,54 0,43
Viridiflorene 1,79 1,48 1,90
y-himachalene 0,56 0,41 0,56
y-muurolene 0,54 0,54 0,36
Borneol 0,99 1,69 1,94
B-ocimene <E> 0,31 0,28 0,43
B-bourbonene 0,92 0,54 0,33
6-methylheptan-2-ol 0,31 0,22 0,25
Camphor 0,66 0,35
o-humulene 0,46 0,48 0,73
B-ocimene <Z> 0,28 0,36
Isoborneol 0,81 0,87

Fonte: os autores.
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O segundo composto pertence a classe dos pinenos que sdo comuns em pinheiros
e apresentam isomeros na forma o e B. Em H. crenata Pohl ex Benth, o a-pineno ¢ tido
como composto principal do dleo essencial apresentado concentragdes proximas a 20%
(Rebelo et al., 2009; Sedano-Partida et al., 2020). No entanto, ele foi constatado como
majoritario em 6leos de espécies, que assim como H. pycnocephala, sdo utilizadas como
expectorante para bronquite (Maggioni et al., 2018). Essa molécula, juntamente ao limoneno
€ mirceno, sao conhecidas por contribuir na regulagdo do sono o que pode corroborar com o
uso popular de H. pycnocephala como tranquilizante (Silva et al., 2022).

Bem como os pinenos, o cariofileno também se destaca entre os constituintes
mais comuns em 6leos essenciais de Hyptis spp. (Sedano-Partida et al., 2020). Ele esta dentre
os compostos majoritarios de H. brachiata Briq. e H. crenata Pohl ex Benth.. Similar ao que
foi encontrado em H. pycnocephala coletada no inverno, sua conformagao f revelou teores
estimados em 12,8% no 6leo extraido de folhas de H. dilatada Benth. (Chacon et al., 2004;
Tafurt-Garcia et al., 2014). O B-cariofileno ¢ considerado o Unico terpeno, dentre a classe,
capaz de interagir com o sistema endocanabiddide e inibir citocininas pro-inflamatdrias,
elucidando uma acdo no sistema nervoso € um potencial antipsicético para disturbios de
esquizofrenia (Andrade et al., 2022; Soares et al., 2022; Tambeli et al., 2023).

Os compostos B-pineno, mirceno e limoneno foram considerados integrantes
secundarios ao perfil quimico do 6leo de H. pyccnocephala, o que foi demonstrado na Figura
10. No ¢6leo extraido de H. crenata foi encontrado teores de limoneno muito proximos ao de
H. pyccnocephala micropropagada, evidenciando interferéncia do estressor ambiente
(Rebelo et al., 2009). B-pineno e B-cariofileno também recebem destaque para composi¢cao
quimica do 6leo de H. conferta Pohl ex Benth. (Tafurt-Garcia et al., 2014).

Um comparativo dentre destacou qual dentre eles tem sua produ¢do priorizada
pela planta a depender do ambiente cultivado. Aparentemente, o B-pineno demonstra maior
relevancia para a planta, em contrapartida, o limoneno que costumava apresentar
concentragdes menores que 0 mirceno, superou a concentragao desse composto quando H.
pycnocephala fora cultivada in vitro (Figura 10). Vale ressaltar que essas alteragdes podem
ter sofrido influéncia do estresse, evidenciando necessidade de estabelecer protocolo padrao.
Adicionalmente, a sazonalidade interferente ndo apenas nas plantas coletadas in situ, mas

também nas aclimatizadas e plantadas no solo.
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Figura 10. Variacdo entre os principais compostos secundarios presentes no 6leo essencial
de Hyptis pycnocephala Benth. cultivada em diferentes ambientes. Fonte:
Chaga, L.T., 2022.

Os demais terpenos identificados foram tidos como compostos terciarios uma
vez que apresentaram concentragdes proximas ou menores que 3%. Sao considerados 1,8
cineol; B-ocimene, fenchona, linalol, B-copaene, spathulenol, camphene, camphor, borneol,
B-bourbonene, a-humulene, Germacrene D, y-himachalene, viridiflorene, y-cadinene e o-
cadinene. Todos esses compostos ja foram identificados em 6leos essenciais de pelo menos
uma espécie do género Hyptis spp. por Sedano-Partida et al. (2020), todavia os autores
destacaram, dentre estes, os derivados do cadinene como os compostos de maior frequéncia.

A molécula de 1,8 cineol foi encontrada no 6leo essencial de H. leucocéfala Mart
ex Benth. em teores tdo baixos quanto em H. pycnocephala (Prado & Prado, 2022), esse
terpeno somado a camphor, a-pineno e B-pineno compoe o 6leo extraido de H. crenata (Lima
et al., 2023). O 6leo de H. umbrosa Salzm. também demonstra semelhancas ao revelar -
ocimene, linalol, a-humulene e d-cadinene em sua composicao quimica em quantidades tao
reduzidas quanto o 6leo extraido de H. pycnocephala (Chacon et al., 2004).

Por ndo ter sido identificado em todas extracdes, acredita-se que o borneol tenha
adquirido a conformacgdo de isoborneol. Esse composto foi identificado no 6leo de H.

pycnocephala extraido de amostras coletadas durante a primavera e aclimatiza¢do. Por
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vezes, constatou-se presenca de 6-methyl-heptan-2-ol e y-muurolene, mas ndo em todas as
amostragens. O primeiro esteve em folhas coletadas no periodo de primavera in situ e de
aclimatizagdo (0,31 e 0,25% respectivamente) ja o y-muurolene, foi verificado em plantas
coletadas in situ durante primavera e em fase de aterramento (1,10 e 0,36% respectivamente).

Compostos como linalol, pinenos, 1,8 cineol, borneol, limoneno, cariofileno
podem ser comuns ao perfil quimico do 6leo obtido de Lamiaceae (Mendonga et al., 2009;
Passos et al., 2009; Mena et al., 2020). Isso ndo infere que as espécies contenham sempre
esses terpenos, contudo presume-se certa frequéncia em seus oleos. Esse dado pode ser
sustentado por meio da andlise dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris L. (Nunes et al.,
2021), Origanum vulgare (Vilanova et al., 2018), Lavandula spp, Mentha piperata L. e
Rosmarinus officinalis (Mendes et al., 2022), que contém pelo menos trés das substincias
citadas, em sua composicao quimica.

As plantas cultivadas in vitro e plantadas no solo revelaram terpenos
considerados “excepcionais” ao perfil quimico do 6leo. Em plantas micropropagadas ndo foi
constatado P-ocimene, germacreno, linalol, spathulenol e 1,8 cineol, compostos
aparentemente constantes. Outros alteraram consideravelmente a concentragdo, como o
mirceno, que reduziu para 1,31% e foi superado por terpenos atipicos como Dauca-4(11),7-
diene, a-Santalene e B-Guaiene. J4 em plantas plantadas no solo, os compostos totais
passaram de 20 para 30, entretanto, alguns deles apenas produziram mais de seus isdmeros.
O y-muurolene, comum ao perfil, foi identificado nas conformag¢des muurolol e muurolene,
0 mesmo aconteceu com f-copaene, que apresentou além desta, a sua conformagao a (Tabela

14).

Tabela 14. Concentracdo dos compostos identificados no o6leo essencial de Hyptis
pycnocephala Benth. considerados atipicos ao perfil quimico da planta.

Tipo de cultivo Compostos novos Concentracio
Dauca-4(11),7-diene 4,39%
B-Santalene 2,20%
B-Guaiene 2,05%
Amorpha4,7(11) diene 1,42%
In vitro Modheph-2-ene 0,61%
o-Guaiene 0,58%
Cyclosativene 0,53%
10-epi-y-Eudesmol 0,52%
0-3-Carene 2,70%

Cultivadas em solo Oxido de cariofileno 1,85%
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Cadionol 0,78%

a-Terpineol 0,64%
B-Elemene 0,45%
Terpinen-4-ol 0,41%
Muurolol 0,39%
Acetato de fenetila 0,37%
B-Atlantol 0,36%
a-Copaene 0,25%
14-Hidroxy-o-Muurolene 0,23%

Fonte: o autor.

O nivel de incidéncia luminosa exerce evidente influéncia, o efeito do sombrite
sobre o 6leo extraido de H. pycnocephala aclimatizada corroborou com os dados de Mentha
arvensis analisados por Assis et al. (2022). O horério ¢ outro fator, mesmo que padronizado
nesta obra, salienta-se que o 6leo extraido de fonte vegetal coletada até 12h pode nao conter
0os mesmos compostos que aquele obtido de coletas feitas no final do dia (Ribeiro et al.,
2018). O linalol, por exemplo, pode ter a concentragao variada em até 10% dependendo do
horario em que a droga vegetal foi coletada. Ademais, essa alteragdo pode prevalecer
conforme for o 6rgdo vegetal, localizacdo geografica, periodo de floracdo e de frutificagdo
(Silva et al., 2020).

Em contrapartida houve queda de teores de pinenos e do mirceno no o6leo
extraido de H. pycnocephala cultivada in vitro. Esse tipo de cultivo promoveu o aumento de
endo-fenchol em 48%. Contrapondo a baixa producdo de a-pineno por plantas no solo,
observou-se um aumento nos niveis de mirceno e, em especial, de limoneno, ambos
atingindo teores proximos a 9%, que em outras andlises ndo ultrapassaram 7 e 5,5%
respectivamente. Os dados em questdo reforcam a influéncia do estresse e do ambiente na
produc¢do dos compostos metabolitos (Passinho-Soares et al., 2017; Radomir et al., 2022).

Temperaturas elevadas promoveram interferéncia direta em Hyptis
marrubioides fazendo com que o teor de rendimento aumente, diferentemente do que
aconteceu com Oleo de H. pycnocephala coletada durante a primavera. Nao obstante,
temperaturas consideradas mais amenas viabilizaram alteracdo do principal componente
majoritario em ambas espécies. Em H. radicans Pohl, ao invés de mudanga na composi¢ao
quimica do dleo, a queda de temperatura promoveu reducdo no niimero total de compostos.
Sabe-se que a sazonalidade pode ser responsavel por aumentar o percentual de um composto,
outrossim, ela ndo necessariamente aumenta o teor de rendimento do 6leo essencial (Botrel

et al., 2010b; Chagas et al., 2011; Santos et al., 2018).
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A composicdo quimica dos metabdlitos secundérios ¢ mais influenciada pelo
microambiente que a planta estd inserida do que pelo dominio fitogeografico, a
disponibilidade de agua e o grau do estresse abidtico sdo fatores determinantes para a
resposta do vegetal. Tal fato pode ser elucidado pela elevagdo da producao de metabolitos
por plantas coletadas em época de seca, por outro lado, em estiagem, elas geram efeito
reverso ¢ diminuem a taxa desses compostos (Santos et al., 2018; Silva et al., 2020). No
cultivo convencional pode ser feita a reposicao de nutrientes com adubo para melhora da
producdo de compostos metabolitos, ja no in vitro, pode ser optado pelo uso de reguladores

de crescimento (Silva & Magalhaes, 2023; Sussa et al., 2023).

4.3.3 Perspectivas terapéuticas

Espécies de Hyptis sdo conhecidas por proporcionar forte capacidade
antioxidante, todavia algumas delas podem variar em seus efeitos terapéuticos (Santos et al.,
2018). Além de antioxidante, as espécies podem apresentar potencial antibacteriano como ¢é
o caso de H. dilatata, H. lacustres A.St.-Hill e H. rhomboidea Mart. O género se destaca
também quanto a atividade antifingica que pode ser promovida por H. atrorubens Poit., H.
brevipe Poit., H. crenata, H. lanceolata Poit., H. passerina Mart., H. rhomboidea Mart. e H.
saxatilis A.St.-Hill. (Sedano-Partida et al., 2018).

Por se difundirem na parede celular de fungos, os 6leos essenciais impedem a
permeabilidade da membrana e inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas (Shao et al.,
2013; Karpinski, 2020). Velasquez & Bustamante (2020) citam o 6leo de Mentha spp,
Ocimum sanctum Linn, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis € Thymus vulgaris. como
outras Lamiaceae de efeito antifungico demonstrando a relevancia dos terpenos no combate
desses micro-organismos.

A capacidade hidrofébica dos 6leos essenciais lesiona ainda a membrana das
bactérias, o que pode impedir a permeabilidade celular, alterar o gradiente de concentracao
ou perda de conteudo celular resultando em morte. Terpenos ligados a um grupo fenol
promovem desnatura¢do das proteinas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
incluindo aquelas responsdveis pela deterioracdo de alimentos, evidenciando assim,
aplicagdo até mesmo para seguranca alimentar (Smaoui et al., 2016; Nieto, 2017; Vazquez

etal., 2019).
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A diversidade entre oleos essenciais pode vir a elucidar suas diferentes
propriedades medicinais como antiviral, antidiabético, anti-inflamatdrio, antiprotozoario e
antimutagénica (Rault & Karuppayil; 2014; Silva et al., 2021b). A literatura ainda ndo ¢
categorica se a biotividade procede dos compostos de maior concentragdo ou do sinergismo
quimico entre as moléculas presentes no 6leo (Bueno-Sanchez et al., 2009). A associagdo
dos terpenos mentol e mentona ¢ capaz de sequestrar radicais livres e promover um efeito
antioxidante, por sua vez, isolar o composto eugenol pode dar origem a antissépticos e

analgésicos eficazes (Cruz & Bezerra, 2017; Ramos et al., 2017).
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5 CONCLUSOES

Para micropropagacao de H. pycnocephala, o meio WPM ¢ o mais indicado e a
adi¢do de PPM™ (Plant Preservative Mixture) promove queda nos indices de contaminagio.
O uso de 144,5 uM de 4cido giberélico (GA3) melhora a taxa de germinagdo, entretanto, ¢
necessaria hidrata¢do prévia da niicula, imergindo-as em dgua 24h antes do contato com este
regulador. A adicdo de 6-benzilaminopurina (BAP) a 6,66 uM melhora os indices de
brotagdo, contudo, o enraizamento in vitro dispensa o uso de auxina. A aclimatizacio de H.
pycnocephala proveniente do cultivo in vitro, requer um comprimento minimo de raiz de 1,0
cm, enquanto o tipo de substrato, ndo exerce influéncia para o desenvolvimento.

Quanto aos tricomas glandulares analisados morfoldgica e histoquimicamente, a
micropropagacdo de H. pycnocephala ndo interfere na sua estrutura, local de sintese ou
acumulo de metabolitos. Dentre as morfologias, foram identificados tricomas glandulares
peltados e capitatos, sendo este ultimo subdividido em tipo I e II. No entanto, plantas
coletadas na natureza apresentaram maior incidéncia de tricomas peltados. Todos os
tricomas demonstraram reagdo positiva para presenga de lipideos, terpenos e compostos
fendlicos. Houve predominancia na face abaxial das folhas de plantas coletas in situ e ex
situ. Os dados corroboram com o esperado para espécies de Lamiaceae e o carater aromatica
desta familia.

O oleo essencial de H. pycnocephala revelou rendimento de 0,366% quando
extraido de plantas coletadas in situ durante o inverno. Foi constatado que o endo-fenchol,
a-pineno e B-cariofileno compdem majoritariamente seu perfil quimico uma vez que esses
compostos predominaram em todas as andlises. O cultivo in vitro promoveu novos
metabolitos como Dauca-4(11),7-diene e 8-3-Carene, além do mais, melhorou os indices de
B-cariofileno e endo-fenchol, em 32% e 48% respectivamente. Os 6leos extraidos de plantas
aterradas apresentaram melhora substancial nos teores de limoneno e mirceno, atingindo
niveis estimados em torno de 9%. Adicionalmente, essa condigdo também resultou em um
aumento no total de compostos. Os terpenos identificados elucidaram uso popular dessa

espécie para o tratamento de doengas respiratorias e dissuador de estresse.
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