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RESUMO

QUEGE, K. E. Micropropagagdo, morfologia dos tricomas foliares, analise quimica e
atividade larvicida do 6leo essencial de Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore. 2025. 90f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola
de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2025.1

Gymneia interrupta, espécie endémica dos dominios fitogeograficos Cerrado e
Amaz0nia, pertencente a familia Lamiaceae, apresenta potencial etnofarmacolégico
promissor, com propriedades antibacterianas, antifingicas e antirreumaticas. No entanto,
encontra-se vulneravel a extincdo devido a distribuicao restrita e ao extrativismo predatorio.
Com o objetivo de contribuir para sua conservacao e aproveitamento sustentavel, esta tese
desenvolveu um protocolo de micropropagacao para a producdo em larga escala de plantas
com qualidade fitossanitaria, avaliou a morfologia dos tricomas glandulares foliares,
analisou a composicdo quimica do 6leo essencial e testou sua atividade larvicida contra
larvas de Aedes aegypti. O protocolo de micropropagacao envolveu testes de germinacao in
vitro com aplicagao de acido giberélico (GAs), onde a concentragdo de 578 pM apresentou
os melhores resultados. Para o estabelecimento in vitro, os meios de cultura MS, % MS e
WPM foram testados, sendo o WPM considerado o mais adequado, tanto pelo desempenho
das plantulas quanto pelo custo-beneficio. Na fase de multiplicacdo, as concentracdes de
0,750 e 1,000 mg-L' de BAP promoveram o maior numero de brotos por explante. O
enraizamento foi mais eficiente com 1,0 e 1,5 mg-L™' de AIB. Na aclimatizagdo, a
combinacdo de mudas com raizes longas e substrato T3 (2:1:3 de Terral Solo®, terra de
barranco e areia) apresentou a maior taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento vegetativo. A
analise micromorfologica identificou tricomas glandulares do tipo capitado e peltado em
folhas de G. interrupta em diferentes condi¢cdes de cultivo. Testes histoquimicos revelaram
a presenca de lipidios, Oleos essenciais, terpenos e compostos fendlicos nos tricomas,
reforcando seu papel na producdo de metabdlitos bioativos. A composicdo quimica do 6leo
essencial, analisada por CG-EM, identificou p-cariofileno, germacreno D e
biciclogermacreno como constituintes majoritarios. Nos bioensaios larvicidas, o 6leo
essencial apresentou atividade significativa, com CLso inferior a 50 pg-mL™". A espécie
demonstrou, ainda, boa adaptacéo as condigdes ex vitro e manutencdo de suas caracteristicas
morfoquimicas. Os resultados deste estudo demonstram o potencial de G. interrupta como
fonte de compostos bioativos com acgdo inseticida natural, além de fornecer subsidios para
sua conservacao por meio da micropropagacdo. A pesquisa contribui para a valorizacdo e
uso sustentavel de espécies nativas, aliando estratégias de conservacdo da biodiversidade
com aplicacgdes biotecnoldgicas e farmacoldgicas.

Palavras-chave: Cerrado, cultura de tecidos vegetais, tricomas, larvicida, B-cariofileno.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. ICB-UFG.
ICoorientadora: Prof.2 Dr.2 Maria Tereza Faria. PPGGMP-UFG.
'Coorientador: Prof. Dr. José Realino de Paula. FF-UFG.



ABSTRACT

QUEGE, K. E. Micropropagation, leaf trichome morphology, chemical analysis and
larvicidal activity of the essential oil of Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore. 2025. 90 p. Thesis (PhD in Genetics and Plant Breeding) — School of
Agronomy, Federal University of Goias, Goiania, 2025.

Gymneia interrupta, an endemic species of the Cerrado and Amazon biomes and
a member of the Lamiaceae family, exhibits promising ethnopharmacological potential, with
antibacterial, antifungal, and antirheumatic properties. However, it is vulnerable to
extinction due to its restricted distribution and predatory harvesting. Aiming to contribute to
its conservation and sustainable use, this thesis developed a micropropagation protocol for
large-scale production of plants with phytosanitary quality, evaluated the morphology of leaf
glandular trichomes, analyzed the chemical composition of the essential oil, and tested its
larvicidal activity against Aedes aegypti larvae. The micropropagation protocol included in
vitro germination tests with gibberellic acid (GAs), with the 578 uM concentration yielding
the best results. For in vitro establishment, MS, %2 MS, and WPM media were tested, with
WPM considered the most suitable due to seedling performance and cost-effectiveness.
During the multiplication phase, BAP concentrations of 0.750 and 1.000 mg-L™" promoted
the highest number of shoots per explant. Rooting was more efficient with 1.0 and 1.5 mg-L™!
of IBA. During acclimatization, plantlets with long roots and substrate T3 (2:1:3 of Terral
Solo®, topsoil, and sand) showed the highest survival and vegetative development rates.
Micromorphological analysis identified capitate and peltate glandular trichomes in G.
interrupta leaves under different cultivation conditions. Histochemical tests revealed the
presence of lipids, essential oils, terpenes, and phenolic compounds in the trichomes,
reinforcing their role in the production of bioactive metabolites. The chemical composition
of the essential oil, analyzed by GC-MS, identified p-caryophyllene, germacrene D, and
bicyclogermacrene as major constituents. In larvicidal bioassays, the essential oil showed
significant activity, with LCso below 50 pg-mL™'. The species also demonstrated good
adaptation to ex vitro conditions and maintenance of its morphochemical characteristics. The
results of this study highlight the potential of G. interrupta as a source of bioactive
compounds with natural insecticidal action and provide support for its conservation through
micropropagation. This research contributes to the valorization and sustainable use of native
species, combining biodiversity conservation strategies with biotechnological and
pharmacological applications.

Keywords: Cerrado, plant tissue culture, trichomes, larvicide, p-caryophyllene.

LAdviser: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. ICB-UFG.
1Co-advisor: Prof.2 Dr.2 Maria Tereza Faria. PPGGMP-UFG.
1Co-advisor: Prof. Dr. José Realino de Paula. FF-UFG.



1 INTRODUCAO

Gymneia interrupta, pertencente a familia Lamiaceae, é nativa da Amazonia e
do Cerrado e tem atraido crescente interesse cientifico por suas propriedades bioativas, com
comprovada eficacia como antirreumatico, antibacteriano (Souza et al., 2003) e antiflingico
(Oliveira et al., 2004) (Flora e Funga do Brasil, 2024). A familia Lamiaceae, amplamente
utilizada em diversas areas, como alimentacdo, ornamentacdo, medicina e cosmeticos,
destaca-se por seu valor econdmico, especialmente pela producéo de 6leos essenciais, ricos
em compostos biologicamente ativos (Harley, 1974; Harley, 2012; Souza & Lorenzi, 2012
apud Martinelli et al., 2014; Antar et al., 2020; Karpinski, 2020; Napoli et al., 2020; Souza,
2020; Silva et al.,, 2021; Rattray & Wyk, 2021). Esses 6leos tém aplicacbes em
medicamentos e atividades antifungicas, além de apresentarem propriedades larvicidas
contra Aedes aegypti, sendo promissores como inseticidas naturais, ecologicamente corretos
e repelentes biodegradaveis (Souza et al., 2020; Luz et al., 2020; Silvério et al., 2020;
Karpinski, 2020; Silva et al., 2021).

A conservacdo de plantas medicinais e aromaticas ameacadas, como as da
familia Lamiaceae, é uma prioridade devido ao extrativismo predatorio e a degradacao dos
habitats naturais onde essas espécies ocorrem. Essas plantas possuem grande valor
econémico e etnofarmacoldgico, o que, aliado a perda de habitats resultante de atividades
humanas, reforca a necessidade de pesquisas que visem sua conservacgdo. Além de proteger
essas espécies, é importante desenvolver técnicas de propagacdo e iniciar o processo de
domesticacdo para garantir a sustentabilidade do uso dessas plantas (Rocha et al., 2022;
Bakhtiar et al., 2023; Duta-Cornescu et al., 2023).

Uma das estratégias mais eficazes de conservacao ex situ € o uso de técnicas de
cultura de tecidos vegetais. Essa abordagem permite a propagacdo de espécies ameacadas e
0 armazenamento de tecidos em bancos de germoplasma, assegurando a conservacdo do
material genético e facilitando sua recuperacdo futura, caso necessario (Santos et al., 2019).

Essas técnicas sdo especialmente importantes para espécies com risco de extingdo, pois
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criam condigdes para a manutencdo de populacBes saudaveis, longe das pressdes do
extrativismo.

O cultivo in vitro, por meio da micropropagacéo, € uma ferramenta fundamental
nesse contexto, pois viabiliza a producdo em larga escala de plantas com qualidade
fitossanitaria e caracteristicas genéticas uniformes. 1sso ndo s6 contribui para aumentar a
oferta de plantas com potencial farmacol6gico, como também reduz a pressdo sobre
populacgdes naturais. Dessa forma, a cultura de tecidos atua como uma aliada na conservagao
da biodiversidade e na protecdo de espécies que podem fornecer compostos valiosos para a
medicina e outras industrias (Bueno et al., 2021; Alves et al., 2022; Ferreira et al., 2023,;
Zhang et al., 2023a).

A produgdo de Oleos essenciais em plantas da familia Lamiaceae esta
intimamente ligada a presenca de tricomas glandulares, estruturas epidérmicas responsaveis
pela secrecdo de compostos bioativos. Esses tricomas, presentes nas folhas e em 6rgaos
aereos, desempenham um papel crucial na protecéo contra fatores abidticos e bioticos, alem
de serem essenciais para a sintese de substancias com valor terapéutico e econémico, como
0s Oleos essenciais (Metcalfe & Chalk, 1983; Ascensdo & Pais, 1998; Werker, 2000; Liu et
al., 2017; Wang et al., 2021; Simplicio et al., 2022; Tang et al., 2022). O estudo detalhado
da morfologia, densidade e secrecdo dos tricomas foliares é fundamental para otimizar a
producdo desses Oleos, pois seu desenvolvimento € influenciado por fatores genéticos,
ambientais e hormonais (Sanoj & Deepa, 2021; Simplicio et al., 2022; Brechu-Franco et al.,
2024). Nesse sentido, técnicas de cultura de tecidos oferecem uma ferramenta valiosa para a
propagacdo in vitro de plantas com elevado potencial de producdo de 6leos essenciais,
permitindo a selecdo e multiplicacdo de individuos com caracteristicas ideais de tricomas,
além de contribuir para a conservacao de espéecies ameacadas.

As Lamiaceae, conhecidas por produzirem substancias biologicamente ativas
com grande potencial terapéutico, tém uma relevancia crescente no desenvolvimento de
solucgdes naturais, como inseticidas contra Aedes aegypti. No entanto, a distribuicdo limitada
dessas espécies, particularmente em regibes ameacadas do dominio fitogeogréafico Cerrado,
as tornam mais vulneraveis a extin¢do. Nesse cendrio, o cultivo in vitro surge como uma
ferramenta essencial para garantir sua propagacdo sustentavel, reduzindo a exploracao
predatoria e auxiliando na conservacdo da biodiversidade. O presente trabalho propbe o
inicio de um processo de domesticacdo e pré-melhoramento de G. interrupta, por meio do

desenvolvimento de um protocolo de micropropagagdo que permita a producdo em larga
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escala de plantas com alta qualidade fitossanitéaria. Além disso, a anélise da micromorfologia
foliar, com foco nos tricomas glandulares, e a identificacdo dos componentes do Gleo
essencial, torna possivel avaliar sua eficacia como agente larvicida contra larvas de Aedes
aegypti em terceiro instar. Dessa forma, o estudo visa contribuir para a conservagéo e 0 uso
sustentavel dessa espécie, aliando conservacdo e exploracdo racional de seus recursos

bioativos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIE Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.) Harley & J. F. B. Pastore

A familia Lamiaceae, composta por 236 géneros e cerca de 7.100 espécies, esta
presente em regides tropicais e temperadas ao redor do mundo, exceto na Antartica. Essas
plantas, predominantemente ervas ou arbustos, frequentemente aromaticos, tém grande
importancia econdémica e etnofarmacoldgica (Souza & Lorenzi, 2012 apud Martinelli et al.,
2014; Antar et al., 2020; Stevens, 2017; Flora e Funga do Brasil, 2024). No Brasil, sdo
conhecidas cerca de 600 espécies, das quais 364 sdo endémicas, com destaque para o
Cerrado, que abriga 312 espécies, muitas delas ainda sendo descobertas (Antar et al., 2024).
A subtribo Hyptidinae, que inclui aproximadamente 400 espécies em 19 géneros, apresenta
um namero significativo de tdxons ameacgados e com potencial farmacologico, justificando
0 interesse crescente em sua domesticacao para exploracdo sustentavel (Bridi et al., 2021,
Rocha et al., 2022).

Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.) Harley & J. F. B. Pastore, anteriormente
conhecida como Hyptis ovalifolia Benth., & endémica do Brasil, com distribuicdo limitada
ao Cerrado e Amazonia (Figura 1E). Conhecida como "malva-do-cerrado™, € uma erva ou
subarbusto, com inflorescéncia em verticilastros semi-globosos ou hemisféricos e folhas que
formam rosetas na base dos ramos (Figura 1A-B) (Harley et al., 2015; Soares, 2023).
Apresenta morfologicamente folhas ovais e inflorescéncia com flores brancas, alem de
xilopddios subterraneos lenhosos (Figura 1C-D). Muitas espécies de Lamiaceae,
especialmente as do Cerrado, tém distribuicdo restrita e sdo valorizadas por suas

propriedades medicinais e biocompostos (Durigan et al., 2018; Antar et al., 2024).
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Figura 1. Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.) Harley & J. F. B. Pastore. A. subarbustos;
B. folhas formando rosetas na base dos ramos, seta; C. inflorescéncia tirso
composto por verticilastro interrompido (seta); D. detalhe do xilopddio, seta; E.
distribuicdo restrita nos dominios fitogeograficos do Cerrado e Amazonia. Foto:

Quege, K.E & Faria, M.T. 2023. Fonte: https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-
bie/species/320596?lang=pt_BR#overview (SiBBr).

Espécies de Lamiaceae sdo amplamente reconhecidas por suas atividades
bioldgicas, como propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias, antifingicas e inseticidas
(Uritu et al., 2018; Sedano-Partida et al., 2020; Bridi et al., 2021; Mishra et al., 2021; Martins
etal., 2021; Bonilla-Landa et al., 2022). Varias espécies de Hyptis sdo utilizadas na medicina
popular para tratar inflamacGes (Andrade et al., 2010; Botrel et al., 2010), enquanto muitas
possuem alto potencial antimicrobiano e larvicida (Meneses et al., 2021). A familia
Lamiaceae inclui mais de 7.000 espécies, das quais muitas, como alecrim, manjericdo e
horteld, sdo amplamente utilizadas em culinaria e medicina popular devido a presenca de
Oleos essenciais ricos em compostos bioativos (Harley, 1974; Souza, 2020; Rattray & Wyk,
2021; Flora e Funga do Brasil, 2024).

Pesquisas in vitro com espécies nativas brasileiras, como Hyptis leucocephala e
Gymneia platanifolia, demonstram que a micropropagacao é uma técnica importante para a
conservacdo dessas plantas, mas também pode causar alteracdes morfofisiologicas e
quimicas que afetam sua aclimatizacdo (Kapchina-Toteva et al., 2014; Botrel et al., 2015).
O estudo das caracteristicas morfofisioldgicas e quimicas de espécies nativas é fundamental
para avaliar o impacto da micropropagacéo em estruturas como tricomas glandulares, que
influenciam diretamente a producgédo de dleos essenciais e outros metabolitos secundarios
(Alves et al., 2022).


https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/320596?lang=pt_BR#overview
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/320596?lang=pt_BR#overview
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2.2 MICROPROPAGACAO DE PLANTAS MEDICINAIS

A micropropagacdo é uma técnica amplamente utilizada na cultura de tecidos
vegetais, permitindo o desenvolvimento de novas plantas em condigdes assépticas a partir
de explantes. Os principais processos de regeneracdo envolvidos sdo a organogénese e a
embriogénese somatica (Andrade, 2002; Quisen, 2008; Santos et al., 2019a). Essa técnica é
essencial para a multiplicacdo réapida e em larga escala de plantas, especialmente aquelas
com interesse medicinal.

A micropropagacdo é uma ferramenta eficaz para a conservagdo ex situ de
espécies ameacadas, com populacdes reduzidas, baixa germinacéo ou producao de sementes.
Também é valiosa para a multiplicacdo de gendtipos economicamente importantes. A
técnica facilita a reintroducdo de espécies nativas em habitats ameacados (Sarropoulou &
Maloupa, 2019; Sarropoulou et al., 2022; Duta-Cornescu et al., 2023), garantindo um
fornecimento continuo de mudas e superando problemas de baixa concentracdo de
metabolitos (Mitra et al., 2020). Além disso, favorece o aumento da biomassa e a producéo
de substancias biologicamente ativas livres de patdgenos (Santos et al., 2018; Duta-Cornescu
et al., 2023).

O estabelecimento in vitro comeca com a assepsia do material vegetal para evitar
contaminacdo, 0 que pode ser desafiador em Lamiaceae devido ao nimero de tricomas
(Nepomuceno et al., 2014). Os meios basais, compostos por nutrientes essenciais, vitaminas
e minerais, sdo fundamentais, assim como as condi¢des fisicas de cultivo (Mitra et al., 2020).
Diversas espécies de Lamiaceae, como Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare, e
Ocimum basilicum, tém mostrado resultados promissores com micropropagacdo (Manan et
al., 2016; Mitra et al., 2020; Villegas-Sanchez et al., 2021), o que pode ser aplicado a
Gymneia interrupta.

A producdo de metabdlitos secundarios in vitro, essenciais para 0 USO
farmacolégico e biotecnoldgico, pode ser aumentada com o uso de elicitores. Elicitores sdo
agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que estimulam o metabolismo secundario nas
plantas, promovendo a sintese de compostos bioativos, como alcaloides, flavonoides e
terpenoides (Ramirez-Estrada et al., 2016; Halder et al., 2019). No cultivo in vitro, tanto
elicitores bidticos (como fungos e bactérias) quanto abidticos (como luz, temperatura e
compostos quimicos) sdo aplicados para aumentar a producdo de metabdlitos. Essa

abordagem tem se mostrado eficaz em varias espécies de plantas medicinais, permitindo a
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obtencdo de produtos com alto valor agregado em condic6es controladas (Verma & Shukla,
2015; Ozyigit et al., 2023).

A micropropagacdo envolve dois desafios principais: a manutencdo da
fidelidade genética para a perpetuacao de elites e a exploracéo de variagcdes somaclonais que
podem resultar em caracteristicas Gteis. O equilibrio entre essas variacGes e a estabilidade
genética é importante, exigindo a identificacdo da variabilidade somaclonal em niveis
fenotipicos e moleculares (Duta-Cornescu et al., 2023). Embora ainda haja desafios, como a
necessidade de protocolos especificos e o controle da variagdo somaclonal, a

micropropagagao continua a evoluir com novas abordagens e tecnologias.

2.3 TRICOMAS GLANDULARES

Os tricomas glandulares sdo estruturas epidérmicas especializadas que variam
em forma, tamanho e funcdo, desempenhando um papel importante na producdo e secre¢ao
de metabolitos secundarios. Em muitas espécies de Lamiaceae, sdo encontrados dois tipos
principais de tricomas glandulares, classificados de acordo com o formato da cabeca
secretora: capitados e peltados (Fahn, 1979; Gupta & Bhambie, 1980; Werker, 1993;
Ascensdo & Pais, 1998; Werker, 2000; Maleci & Giuliani, 2006; Bhatt et al., 2010; Zuzarte
et al., 2010; Silva et al., 2011; Tiago et al., 2017; Marques et al., 2020; Tang et al., 2022;
Zhang et al., 2023b). As Lamiaceae geralmente possuem dois tipos de tricomas capitados:
de pedunculo curto e de pedunculo longo (Evert, 2006). A secrecdo desses tricomas inclui
uma variedade de substancias como polissacarideos, lipidios, 0leos essenciais e resinas,
dependendo da espécie (Werker, 2000; Maleci & Giuliani, 2006; Tang et al., 2022).

Tricomas glandulares estdo fortemente associados a sintese de 6leos essenciais
e outras substancias volateis com propriedades medicinais e defensivas. Em Plectranthus
verticilattus, por exemplo, a presenca de tricomas glandulares em ambas as faces das folhas
destaca seu valor medicinal (Aoyama et al., 2020). Testes histoquimicos revelam compostos
de interesse medicinal, como alcaloides e fendis, em tricomas (Ascensdo et al., 1999). Em
Thymus albicans, a alta densidade de tricomas glandulares nos 6rgaos vegetativos e
reprodutivos sugere uma funcdo defensiva contra agentes bioticos e condi¢fes ambientais
adversas, além de contribuir para o rendimento de 6leo essencial (Marques et al., 2020).
Estudos recentes mostram que a micromorfologia dos tricomas em Lamiaceae tem sido

crucial para entender suas estratégias adaptativas a diferentes ambientes, incluindo
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condigdes in vitro (Zuzarte et al., 2010; Tozin & Rodrigues, 2017; Liu et al., 2019; Schuurink
& Tisser, 2020; Tang et al., 2022). A densidade dessas estruturas também pode indicar a
capacidade de producdo de metabolitos secundarios, especialmente dleos essenciais (Ashrafi
et al., 2022).

Espécies de Lamiaceae, como o género Hyptis, sdo amplamente estudadas pela
relacdo entre a morfologia dos tricomas glandulares e a producdo de compostos bioativos.
Em Hyptis villosa, foram identificados lipidios, terpenos, alcaloides e fendis em quatro
morfotipos de tricomas glandulares (Tozin & Rodrigues, 2017). Fajri (2013) também
observou tricomas glandulares em Hyptis capitata, Hyptis brevipes e Hyptis suaveolens,
presentes nas superficies adaxial e abaxial das folhas. J& Hyptis pycnocephala apresentou
tricomas peltados e capitados em folhas cultivadas in vitro, ex vitro e em campo (Chaga,
2023). A caracterizagdo dos tricomas é feita por técnicas como microscopia eletronica de
varredura (MEV) e anélise histoquimica, possibilitando a identificacdo detalhada de suas
estruturas e funcbes (Ascensdo & Pais, 1998).

Em G. interrupta, o estudo dos tricomas glandulares € importante para entender

a producdo de 6leo essencial e sua relagdo com as propriedades larvicidas observadas.

2.4 ANALISE QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos volateis
produzidos por plantas em resposta a diversos estimulos ambientais, como protecédo contra
herbivoros, patogenos e condicdes adversas. Eles sdo encontrados em diversas familias
boténicas, sendo especialmente abundantes em Lamiaceae, Myrtaceae e Apiaceae, e Sao
sintetizados em estruturas especializadas como tricomas glandulares, canais secretorios ou
células especializadas (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Compostos como terpenoides,
fenilpropanoides e acidos graxos volateis sdo os principais constituintes, conferindo aos OEs
suas propriedades aromaticas e bioativas. Devido as suas atividades antimicrobianas, anti-
inflamatdrias e antioxidantes, os OEs tém grande importancia na medicina tradicional,
cosmética e na industria farmacéutica (Bakkali et al., 2008).

A composicdo dos Oleos essenciais pode variar significativamente entre
espécies, ou até mesmo dentro de uma mesma espécie, dependendo de fatores como
ambiente, método de extracdo e época de coleta, 0 que impacta diretamente suas

propriedades bioldgicas (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).0s Oleos essenciais (OEs) sdo
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extraidos de matéria-prima vegetal por métodos convencionais, como prensagem a frio,
hidrodestilacdo e destilagdo a vapor. Técnicas inovadoras, como hidrodestilacdo assistida
por micro-ondas, destilacdo a vapor assistida por micro-ondas e hidrodestilagao assistida por
aquecimento 6hmico, também séo utilizadas. O método de extragdo € importante, pois
influencia a composicéo final do éleo (Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Murti et al., 2023).

A identificacdo dos componentes dos OEs é feita por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), uma técnica amplamente usada ha mais de
50 anos em investigacOes de produtos herbais (Santos, 2018; Santos et al., 2018; Abraham
et al., 2023). Estudos em Lamiaceae mostram que os OEs sdo compostos principalmente por
monoterpenos e sesquiterpenos, metabdlitos secundarios amplamente presentes nos tricomas
glandulares (Tang et al., 2022). Em Salvia desoleana, os compostos a/B-pineno, p-cimeno,
linalol e 1,8-cineol sdo responsaveis por sua funcédo terapéutica (Rapposelli et al., 2015). No
género Vitex (Lamiaceae), os sesquiterpenos [-cariofileno, 6xido de cariofileno e a-
humuleno sdo os mais representativos (Barreto et al., 2021). Em varias espécies de Hyptis,
o0 sesquiterpeno majoritario ¢ o B-cariofileno, seguido por germacreno D, biciclogermacreno
e germacreno B (Rios, 2019).

A composicao quimica dos OEs varia de acordo com fatores como sazonalidade,
ambiente de cultivo e método de extracdo, o que afeta suas propriedades terapéuticas. A
variacdo de metabolitos secundarios reflete a interacdo entre as plantas e o ambiente. Por
exemplo, a concentracdo de eugenol no OE de Ocimum gratissimum varia até 80% ao longo
do dia, atingindo um pico de 98% ao meio-dia (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Fatores
abidticos, como a textura do solo, também influenciam a composicdo quimica, como
observado em Salvia desoleana, onde fragdes de a-pineno foram correlacionadas com teores
de argila e areia (Rapposelli et al., 2015). A analise dos OEs de G. interrupta visa identificar
seus principais componentes e relaciona-los as suas propriedades bioldgicas, especialmente

sua atividade larvicida.

2.5 ATIVIDADE BIOLOGICA DE OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais (OEs) possuem uma ampla gama de atividades biolégicas,
como propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias e larvicidas, sendo
usados em diversas aplicacBes terapéuticas e agricolas. Esses 06leos contém

monoterpenoides, sesquiterpenoides e fenilpropanoides, produzidos por plantas aromaticas



22

de diferentes familias boténicas, incluindo Lamiaceae. Os OEs sdo compostos ideais para
formulagdes inseticidas contra larvas e adultos de mosquitos como Anopheles, Aedes e Culex
(Aradjo et al., 2003; Silva et al., 2008; Maggi & Benelli, 2018; Santos et al., 2019b; Lima et
al., 2019; Silva et al., 2021; Duque et al., 2023). O OE de vérias espécies da Lamiaceae
demonstrou alta eficacia larvicida contra Aedes aegypti (CL50<10,00 mg.L™), como em
Hyptis martiusii, que induziu 100% de mortalidade em larvas de Aedes aegypti (Araujo et
al., 2003). Outras espécies, como Hyptis dilatata (Duque et al., 2023), Hyptis pectinata
(Silva et al., 2008), Medusantha martiusii (Silva et al., 2016) e Pogostemon cablin (Santos
et al., 2019b), também apresentaram atividade larvicida.

Os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais variam conforme sua composicao
quimica, interagindo com membranas celulares, inibindo enzimas e interferindo na
sinalizacdo celular. O OE e as fragOes obtidas das folhas de Hyptis ovalifolia mostraram
atividade antifungica contra dermatofitos como Microsporum canis, M. gypseum,
Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes (Souza et al., 2003). Hyptis ovalifolia (sinbnimo
de Gymneia interrupta) também é conhecida por produzir argentilactona, um composto
antifangico eficaz contra Paracoccidioides brasiliensis (Aradjo et al., 2016; Silva et al.,
2018). Ja Hyptis suaveolens € utilizada na medicina tradicional para tratar doencas
respiratorias, febres, doencas de pele, dores e caimbras, com relatos de atividade antifingica,
antimicrobiana, anti-inflamatoria e inseticida (Andrade et al., 2017). Hyptis verticillata é
tradicionalmente usada como agente anti-inflamatdrio e antimicrobiano, além de apresentar
atividades anticancerigenas e inseticidas (Picking et al., 2013).

A eficécia larvicida dos OEs foi amplamente demonstrada no controle de vetores
de doencas, como Aedes aegypti, oferecendo uma alternativa promissora aos inseticidas
sintéticos. O eugenol, um monoterpeno presente no 6leo essencial de manjericdo, mostrou-
se eficaz como larvicida em bioensaios realizados conforme o protocolo da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), sugerindo seu potencial para o controle de Aedes aegypti
(Adhikari et al., 2022). Diversos OEs, como os de Cymbopogon citratus e Ocimum
basilicum, demonstraram significativa atividade larvicida, servindo de base para investigar
o potencial de G. interrupta (Albuquerque et al., 2019).

A avaliacdo da atividade larvicida do 6leo essencial de G. interrupta €
importante para explorar seu uso como agente natural no controle de vetores, contribuindo

para o desenvolvimento de solucdes sustentaveis.
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O Brasil é um importante ator no mercado global de 6leos essenciais com
balanca comercial superavitaria para Oleos essenciais. O Brasil estd em uma posicao
consideravel e exporta uma relevante variedade de 6leos essenciais. H& poucos dados sobre
a producdo interna de OE e uma caréncia generalizada de dados sobre tendéncias do mercado
nacional. No setor privado é possivel aperfeicoar a producgdo dos bleos essenciais qualitativa
e quantitativamente, agregando, assim, maior valor de mercado ao produto brasileiro e
aumentando a arrecadacdo com sua exportacao. Ha expectativa de crescimento estavel do
mercado de OE ao longo da década de 2020 e o setor de aromaterapia tem se destacado, com
um incremento meédio anual de 10% (Bizzo & Rezende, 2022; Bieski et al., 2021).

2.6 CONSERVACAO DE ESPECIES VEGETAIS

A conservagdo de plantas medicinais é fundamental para garantir a
sustentabilidade dos recursos naturais e a continuidade do uso de plantas de importancia
cultural, medicinal e econdbmica. A conservacdo ex Situ protege 0S recursos geneticos
ameacados de extin¢do ou vulnerabilidade, preservando tanto o material genético quanto o
conhecimento tradicional associado a essas plantas (Medeiros, 2014; Silva, 2015). A
exploracdo comercial de 6leos essenciais (OEs) € uma forma sustentavel de extrativismo
vegetal, pois geralmente ndo requer o abate das plantas, uma vez que os OEs podem ser
extraidos de folhas, flores, frutos ou cascas (Medeiros, 2014).

As especies nativas enfrentam ameacas como destruicdo de habitats, mudancas
climaticas e coleta excessiva, 0 que torna urgente a ado¢do de estratégias de conservacao.
Para espécies ameacadas do Cerrado, o desenvolvimento de técnicas de micropropagacéo €
importante, pois aumenta rapidamente o nimero de plantas e contribui para protocolos de
conservacdo in vitro (Sousa, 2015). A micropropagacdo, juntamente com bancos de
germoplasma e jardins botanicos, desempenha um papel essencial na conservacdo da
diversidade genética e na reintroducdo de plantas em seus habitats naturais (Hernandez-
Teran et al., 2019; Bettoni et al., 2021; Ren & Antonelli, 2023).

A micropropagacdo € uma ferramenta valiosa para a conservacdo de plantas
ameacadas, permitindo a producdo de individuos geneticamente idénticos e saudaveis para
reintroducdo. A aplicagdo dessas técnicas em G. interrupta é uma estratégia promissora para
preservar a espécie e estudar seus compostos bioativos em condigdes controladas. Este

estudo pode gerar resultados positivos, com o desenvolvimento de protocolos de germinacéo
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in vitro e avaliacdo do crescimento em casa de vegetacdo, contribuindo diretamente para o

melhoramento de espécies aromaticas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(labCulTive — ICB/EA), Laboratério de Anatomia Vegetal (LabAv), Laboratdrio
Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic) e Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo (CRTI), da Universidade Federal de Goids. No
labCulTive, nos experimentos de estabelecimento in vitro, as condi¢cbes da Sala de
Crescimento foram constantes ao longo dos experimentos e seguiram 0S seguintes
parametros: temperatura de 25°C +/- 1°C, umidade relativa de 60%, iluminag@o por meio de
lampadas 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

Sementes e 0o material propagativo de G. interrupta foram coletados em trés
localidades: Chécaras de Recreio Samambaia, Goiania-GO (16°34°18”’S, 49°17°07”W),
Parque Estadual Serra de Jaragua, Jaragua-GO (15°45°54”S, 49°20°45”W) e¢ Morro
Cabeludo, Serra dos Pireneus, Pirendpolis-GO (15°48°34”S, 48°49°46”W). Dois espécimes
foram identificados pelo taxonomista Heleno Dias Ferreira, processados segundo Fidalgo &
Bononi (1989) e encaminhados, em 06 de julho de 2023, ao Herbario da UFG. Vouchers:
35996 (Jaragua) e 35997 e 35998 (Pirendpolis). Parte das folhas foi fixada conforme
Marques & Soares (2021) para analises micromorfoldgicas e histoquimicas no Laboratério
de Anatomia Vegetal da UFG. As coletas ocorreram entre 8h e 10h da manhd. As
inflorescéncias foram separadas das folhas, armazenadas em sacos de papel Kraft, e
mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. Apés limpeza, as sementes foram
extraidas por friccdo e peneiradas para remogao de residuos. As sementes selecionadas foram
armazenadas em tubos Falcon de 50 mL e refrigeradas em geladeira, a 5°C, até o uso nos

experimentos (Ferraz, 2016). O projeto esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
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Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o ndmero
A820866.

3.2 PROTOCOLO DE MICROPROPAGAGAO

3.2.1 Testes de Germinacao in vitro

Para a realizacdo dos testes de germinacdo foram separadas 1.200 sementes, que
posteriormente foram distribuidas em seis tratamentos com 200 sementes para cada
tratamento. Para o procedimento de descontaminagdo, as sementes selecionadas foram
distribuidas num infusor de polipropileno 100,00% (5,5 x 7,0 cm). Os infusores foram entao
lavados, sempre com agitacdo, em agua com detergente por 15 min. Em seguida, foram
mergulhados em solucdo de alcool 70,00% por um min e transferidos para solugdo de
hipoclorito de sodio comercial (2,50% de cloro ativo) por 40 min. Em cadmara de fluxo
laminar, os infusores foram lavados em agua destilada autoclavada por cinco a seis vezes e
as sementes foram utilizadas nos seis tratamentos. Em cada placa de Petri utilizam-se 50
sementes, sendo 6 tratamentos com 4 repeticdes. As sementes apds serem lavadas e
desinfectadas s&o colocadas em cada tratamento. As sementes do tratamento T1 séo
colocadas diretamente no papel de germinacédo na placa Petri. As sementes do tratamento T2
ficam imersas em agua destilada por 24 h e depois transferidas para o papel de germinacao
em placas Petri. As sementes dos tratamentos T3 a T6 ficam imersas em &cido giberélico
(GA3) nas respectivas concentragdes (144,50 pM, 289,00 pM, 578,00 uM e 1156,00 pM)
por 24 h e depois transferidas para o papel de germinacdo em placas Petri.

Durante 15 dias, as placas permaneceram em Sala de Crescimento, com o papel
de germinacao sendo mantido sempre umido. Foram feitas avaliac6es diarias sobre o nimero
de sementes com protrusdo radicular, sendo as sementes germinadas retiradas da placa. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey
(o = 0,05). Foram calculados: porcentagem de germinagdo e contaminagdo; indice de
velocidade de germinacdo (IVG), velocidade de germinacdo (VG); e tempo médio de
germinacdo (TMG).

A porcentagem de germinacdo final foi calculada segundo a seguinte equacéo:
100X/Y;

Em que:
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+ X =quantidade de sementes germinadas por placa;

+ Y = quantidade total de sementes.

Os indices de velocidade de germinacdo (IVG), velocidade de germinacdo (VG),
e 0 tempo médio de germinacdo (TMG) foram calculados com as seguintes equacfes
(respectivamente):

IVG=G1l/T1 +G2/T2 +...Gn/Tn;

VG =(T1 Gl + T2 G2 + Tn Gn)/ (G1 + G2 +...+ Gn);

TMG=(G1T1+G2T2...+GnTn)/ (Gl + G2+...+ Gn).

Em que:

e T1, T2, Tn=Numero de dias ap6s a semeadura no primeiro, segundo e ultimo
dia;

* G1, G2, Gn = NUmero de sementes germinadas na primeira, segunda e
respectivas contagens.

Né&o foram realizados testes visando a determinacédo da qualidade fisioldgica das
sementes (determinacdo da viabilidade). As sementes de G. interrupta sdo muito pequenas
e o teste de tetrazolio, neste caso, ndo é um método confiavel para a determinagéo do vigor

destas sementes.

3.2.2 Teste de meios para o estabelecimento in vitro

Para o estabelecimento in vitro seguiu-se 0s mesmos procedimentos de
descontaminacdo indicados no item 3.2.1, utilizando-se cerca de 500 sementes acomodadas
em infusores de polipropileno. Apds a descontaminacdo, os infusores com as sementes foram
transferidos para uma solucdo de 100,00 mL de GAsz a 1156,00 uM, por 24 h. Apds este
periodo, e em camara de fluxo laminar, as sementes foram transferidas para frascos de 40,00
mL., contendo 5,00 mL de meio de cultura basico MS (Murashige e Skoog, 1962) modificado
por conter metade da concentracdo recomendada dos macronutrientes (2MS), suplementado
com 30,00 g.L de sacarose, 0,20 g.L* de mio-inositol e 4,00 g.L? de Gellex® (agente
gelificante). O pH do meio foi ajustado em 5,70 + 5,80 antes de ser esterilizado em autoclave
a120°C a 1 atm por 20 min. Os frascos foram fechados com tampa metalica sendo utilizado
de 5-10 sementes por frasco e mantidos em Sala de Crescimento.

Apos 40 dias de germinacéo, as plantas foram transferidas individualmente para

frascos com capacidade para 375,00 mL em quatro tratamentos: T1 (controle): Gellex® com
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agua e 10,00 ml de solugdo de sulfato de magnésio a 0,15 M ou mol.L; T2: Gellex® e meio
de cultura MS com metade das concentrag0es de macronutrientes (Y2MS); T3: Gellex® e
meio de cultura MS completo e T4: Gellex® e meio de cultura WPM (Lloyd & McCown,
1980). Em todos os meios de cultura, foi adicionado o biocida PPM™ (Plant Preservative
Mixture) na concentracdo de 1,00% (1,00 mL de PPM por litro de meio). Apés a
transferéncia, os frascos foram fechados com tampa rigida de polipropileno (TP); TP
contendo um furo de 5,00 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 0 meio
externo (Saldanha et al., 2012). Os frascos foram protegidos, ainda, com uma camada de
filme PVC em torno da base da vedacdo principal. Foram utilizados 40 frascos com 50,00
mL de meio, para cada tratamento, totalizando 160 unidades experimentais. As culturas
foram mantidas em Sala de Crescimento por aproximadamente 40 dias. Foram avaliados a

altura das plantas e o nimero de folhas.

3.2.3 Multiplicacéo in vitro

Para a multiplicacdo in vitro e inducdo de novas brotacdes foram utilizadas
plantas oriundas da germinagdo in vitro. A inducdo de brotos foi realizada a partir de
fragmentos intermodais caulinares, com aproximadamente 5,0 cm de comprimento, e
contendo duas gemas laterais localizadas nos entrends. Os explantes foram inoculados
individualmente em meio de cultura WPM, suplementado com diferentes concentracdes de
6-benzilaminopurina (BAP): 0,000; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750 e 1,000 mg.mL (0,000;
0,555; 1,110; 2,220; 3,330; 4,440 uM), ¢ 1,00% de PPM™, 6,50 g.L* Agar, 30,00 g.L™* de
sacarose, 0,20 g.L™ de mio-inositol e o pH do meio foi ajustado em 5,7 + 5,8 antes de ser
esterilizado em autoclave a 120°C a 1 atm por 20 min. O material vegetal foi mantido em
Sala de Crescimento durante 30 dias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado totalizando seis tratamentos. Cada tratamento foi constituido de 40 repeticdes
contendo um explante em cada frasco. Os tratamentos foram avaliados semanalmente,
durante quatro semanas sendo quantificadas as seguintes variaveis: sobrevivéncia,
frequéncia de explantes responsivos, isto €, a porcentagem de explantes que formaram brotos
e numero de novos brotos, porcentagem de explantes com formacdo de calos na base do

explante, porcentagem de contaminagéo e altura do explante.
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3.2.4 Enraizamento in vitro

Para a inducdo de raizes em G. interrupta foram utilizadas plantas provenientes
do melhor tratamento das brotacdes. Os brotos foram individualizados e transferidos para
frascos de 375,00 mL, com 50,00 mL de meio de cultura WPM, suplementado com
diferentes concentragdes de &cido indolbutirico (AIB), de &cido naftalenoacético (ANA) e
acido indol acético (AlA), separados ou combinados, suplementados com 1,00% de PPM™,
Os meios do tratamento com AIA foram inicialmente autoclavados e apenas apds esse
processo foi adicionado o regulador de crescimento, em camara de fluxo laminar, e ap6s
filtragem utilizando filtro de 0,22 um. Os tratamentos com os reguladores ANA e AIB foram
autoclavados, nao necessitando de filtracdo. Foram realizados testes com diferentes
concentracdes de ANA: 0,00; 1,00; 2,00 e 4,00 mg.L (0,00; 5,37; 10,74; 21,48 uM);
diferentes concentragdes de AIB: 0,25; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 mg.L ™ (1,23; 2,46; 4,92; 7,38;
9,84 uM); diferentes concentragdes de AIA: 0,50; 1,00 e 2,00 mg.L ™ (2,86; 5,71 e 11,42uM);
diferentes concentragcdes de AIB combinado com ANA: Controle; 0,30+0,30; 0,60+0,60;
0,90+0,90; 1,20+1,20 mg.L™* (1,71+1,61; 3,43+3,22; 5,14+4,83; 6,85+6,44 uM). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cada tratamento constituido de
40 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um explante por frasco. Foram avaliados:
frequéncia de explantes responsivos, isto é, a porcentagem de explantes que formaram raizes,
namero de raizes por explante, porcentagem de explantes com formacéo de calos na base do

explante e porcentagem de contaminacéo.

3.2.5 Aclimatizacao

Para a aclimatizacdo das plantas obtidas in vitro, apos o enraizamento, foram
testados trés substratos diferentes em vasos plasticos: T1 (50,00% de substrato comercial
Terral Solo®, 25,00% de terra de barranco e 25,00% de areia, ou proporcao 2:1:1), T2
(40,00% de Terral Solo®, 20,00% de terra de barranco e 40,00% de areia, ou proporcao
2:1:2) e T3 (33,00% de Terral Solo®, 17,00% de terra de barranco e 50,00% de areia, ou
proporg¢do 2:1:3). Apos o plantio, os substratos foram umedecidos e 0s vasos foram cobertos
com sacos plasticos transparentes e mantidos na Casa de Vegetacdo do labCulTive

(ICB/UFG), em condicao de umidade de aproximadamente 60,00%, sempre observando se
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0 substrato estava imido. Apos dez dias nessas condi¢des, 0s sacos plasticos foram retirados,
mantendo-se as plantas por mais quinze dias na casa de vegetacdo. As avaliagdes ocorreram
semanalmente, durante 4 semanas, perfazendo quatro avaliagdes. Sendo avaliada a taxa de
sobrevivéncia das plantas e a altura da planta. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (3x3) com estabelecimento de 3 intervalos de comprimento
de raiz em: pequena (P) < 1,5 cm, média (M) > 2-4,5 cm e grande (G) > 5-18 cm para cada
um dos 3 tipos de substrato. Cada tratamento foi constituido de 20 repeti¢cdes, sendo cada

repeticdo composta por uma planta enraizada, totalizando 180 unidades experimentais.

3.2.6 Andlise estatistica

Para os testes de germinacéo, os dados foram submetidos a Analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05) ou pelo teste de Scott-
Knott (o = 0,05). Quando os dados nao atenderam as pressuposicdes da ANOVA, estes
foram submetidos a transformacéo Box-Cox. Foi utilizado o programa R (Versédo 4.0.3) para
a analise dos dados, e 0 GraphPad Prism para graficos. A analise de regresséo utilizando a

distribuicdo de Weibull pelo programa R.
3.3 MICROMORFOLOGIA E HISTOQUIMICA DOS TRICOMAS FOLIARES
3.3.1 Obtencéo e identificacdo do material vegetal e local dos experimentos

Parte das folhas coletadas foram fixadas conforme técnicas usuais de anatomia
vegetal (Marques & Soares, 2021) para a caracterizacdo micromorfolégica e histoquimica no
Laboratdrio de Anatomia Vegetal (LabAv), no Laboratorio Multiusuario de Microscopia de

Alta Resolucdo (LabMic) e no Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e

Inovacdo (CRTI), da Universidade Federal de Goias.

3.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

Foram coletados fragmentos da regido mediana de folhas de G. interrupta,

provenientes de trés condigbes de cultivo: cultivo in vitro (CV), ex vitro (plantas
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aclimatizadas (PA) e plantas cultivadas no solo, ap6s 30 dias de aclimatizadas (CS) e coletas
em campo (plantas nativas - PN). As amostras, foram fixadas com solucdo de Karnovsky
(Bozzola & Russel 1992, adaptado). Apds 24 h, o fixador foi substituido por uma solugédo
de acetona 70% e alcool 70% (1:1). Em seguida, as folhas foram levadas ao sonicador a 37°C
por 1 h para retirar o excesso de cera presente nas laminas foliares. Posteriormente, o
material vegetal foi desidratado em série acetbnica crescente até a saturacao, seco ao ponto
critico de CO2 (Leica EM — CPD 300 — Germany), recobertas por ouro no metalizador por 2
min (Leica — EM — SCD 050) com 15 nm de espessura. As imagens foram obtidas em um
microscépio eletrdnico de varredura por efeito de campo (MEV-FEG) Tescan AmberX com
tensdo de aceleracéo de elétrons de 5 kV no modo de detec¢do de elétrons secundarios (SED),
e transferidas para 0 CRTI/UFG. Para classificagdo dos tricomas utilizou-se Werker (2000,

adaptado).

3.3.3 Histoquimica

Para investigacdo das principais classes de metabolitos produzidos pelos
tricomas glandulares as amostras foram submetidas a diferentes reagentes (Tabela 1). A
confeccdo das laminas histologicas foi realizada a partir de secgdes transversais de amostras
ndo fixadas, e seccionadas a mao livre. Secc¢des controle foram realizadas simultaneamente,
segundo as técnicas usuais em Microtécnica Vegetal (Marques & Soares, 2021), no LabAv.
As observacdes e documentacdes fotograficas foram realizadas em microscépio 6ptico com
luz polarizada modelo LEICA DM 500, os desenhos em fotomicroscépio modelo ZEISS-
AXIOSKOP acoplado a camera clara. As escalas que acompanham as ilustracGes foram

obtidas nas mesmas condi¢des dpticas.

Tabela 1. Testes histoquimicos aplicados para detectar as principais classes de metabdlitos
secundarios presentes em Gymneia interrupta.

Grupos de metabolitos Reacdo positiva Reagente

Sudan 1V

Lipidios Lipidios totais Vermelha (Brundrett et al.,
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Laranja

Cinza a negro

1991)
Sudan 111
(Johansen, 1940);
Steinmetz (Costa,
2001)
Sudan Slack B
(Jensen, 1962)

Lipidios neutros e Azul (&cidos) Sulfato Azul do
acidos rosa (neutros) Nilo (Cain, 1947)
Reagente de Nadi
Terpenos Oleos essenciais Azul (6leo essencial) (David & Carde,

1964).

Dicromato de
Potéassio (Gabe,

Castanho- avermelhada 1968)
Steinmetz (Costa,

Compostos Compostos 2001)

fendlicos fendlicos gerais Cloreto férrico

Verde, purpura, azul (Johansen, 1940);
’ ’ ’ Sulfato ferroso e

negro .

Formalina
(Johansen, 1940).
Silica Luz polarizada

3.4 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

3.4.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Produtos

Naturais (LPPN), localizado na Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Goias.

3.4.2 Obtencéo do dleo essencial

O oleo essencial das amostras foliares de G. interrupta foram obtidas das coletas

em campo, cultivo in vitro, 30 dias apds aclimatizacao e 30 dias apds plantio no solo. O dleo

essencial foi extraido por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por 2 h (Farmacopeia

Brasileira, 2019). O 6leo essencial foi purificado particdo liquido-liquido com éter. A fase

organica foi reunida e tratada com sulfato de sédio anidrido durante 15 min. Apds esse

periodo, a solucéo foi filtrada e o solvente evaporado em temperatura ambiente. O volume
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de 6leo essencial foi medido no tubo graduado do préprio aparelho e o rendimento, em
porcentagem, foi calculado em relagdo a quantidade inicial de material botanico empregado
na extracdo. O Oleo essencial obtido foi acondicionado, identificado e armazenado em
freezer para andlises subsequentes. A armazenagem e a avaliagdo dos constituintes
identificados por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
seguiram metodologia descrita por Santos et al. (2020). O 6leo essencial obtido no
procedimento foi dessecado com sulfato de sddio anidro e armazenado em frasco &mbar, sob
refrigeracao a -22,00 °C.

3.4.3 Composicao quimica do 6leo essencial

O dleo essencial obtido foi submetido a analise cromatografica, em 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’;
280,00°C a 10°C.min! e finalmente 10 min a 280,00°C. Gas transportador Hélio a taxa de
fluxo de 1 mL.min%, modo dividido na proporc¢do de 1:20. A porta de injecdo foi ajustada a
225,00°C. Parametros operacionais do espectrémetro de massa quadripolar significativos:
temperatura da interface 240,00°C; ionizacdo por impacto de elétrons a 70,00 eV com faixa
de massa de varredura de 40-350,00 m.z! a uma taxa de amostragem de 1 varredura.s™.

Os componentes quimicos do 6leo essencial foram identificados por comparagéo
dos espectros de massas e indices de retencdo com os relatados na literatura para 0s
componentes mais comuns de 0leos essenciais (Adams, 2017) e a porcentagem de cada
componente identificada pela area (%) obtida no relatério de pico. Os indices de retencédo
foram calculados através da coinjecdo de uma mistura de hidrocarbonetos, C9 — C28, e
calculo do indice de Kovatz pela equacio de Van Den Dool & Kratz (Dool e Kratz, 1963;
Adams, 2017).

3.4.4 Atividade larvicida
Para investigar o potencial larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti,

aliquotas do 6leo essencial de G. interrupta (de plantas coletadas em campo, PN, e

aclimatizadas, PA) foram solubilizadas com Tween 20 (p/p) em agua, formando uma solugdo
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de 100,00 ng.mL1. Um total de 20 larvas de Ae. aegypti em terceiro instar foram expostas a
20,00 mL de solucdo teste em dilui¢des seriadas de 100,00 a 20,00 ng.mL*. Como controle
negativo foi empregada solucéo de dgua + tensoativo e o controle positivo, Temefos (Abate®
- Basf Chemical Group) a 0,012 ug.mL™. Os eventos de mortalidade foram quantificados apds
24 h de exposicdo aos tratamentos e confirmados por auséncia de resposta ao estimulo
mecéanico. Foram realizadas trés réplicas para cada ensaio. A Contracdo Letal (CL)
responsavel por 50 ¢ 90% de mortalidade foi estimada por Probit (0=0,05) com auxilio do

software Statistica 12.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAO

4.1.1 Germinagao in vitro

A aplicacao de acido giberélico (GAs) promoveu melhorias significativas na
germinacdo in vitro de sementes de Gymneia interrupta, conforme indicado na Tabela 2.
Dentre os tratamentos testados, a concentragdo de 578,00 uM (T5) apresentou o melhor
desempenho geral, com a maior taxa de velocidade de germinacdo (6,81), 0 menor tempo
médio de germinacdo (7,99 dias) e germinagdo consistente (61,50%). As Figuras 2 e 3
ilustram claramente a superioridade dos tratamentos com GAs em relagao aos controles,
destacando a influéncia positiva do regulador de crescimento tanto na porcentagem como na
uniformidade da germinacao. Esses resultados confirmam que o GAs atua de forma eficaz
na superacdo da dorméncia fisiologica, acelerando o processo germinativo em condicdes in
vitro.

Tabela 2. Porcentagem de germinacao, indice de velocidade de germinagéo (IVG), velocidade
de germinacao (VG) e tempo médio de germinacdo (TMG) / dias de G. interrupta
com as concentragdes de 144,50 pM (50,00 mg.L?), 289,00 uM (100,00 mg.L™2),
578,00 uM (200,00 mg.Lh) e 1156,00 uM (400,00 mg. L") de GAa.

Tratamento Germinacao /g VG T™G
(%)
T1 (Somente descontaminacao) 56,00ab 2,30b 39850a 14,38a
T2 (Imersdo em agua por 24 h) 4350 b 1,77b 303,00ab 14,32a
T3 (144,50 uM de GAs por 24 h) 60,00ab 4,20a 321,80ab 10,54 b
T4 (289,00 uM de GAs por 24 h) 64,50ab 6,17a 271,30ab 8,40 b
T5 (578,00 uM de GAs por 24 h) 61,50ab 6,8l1a 24400 b 7,99 b

T6 (1156,00 uM de GAs por 24 h) 73,00a 6,60a 33750ab 9,35 b
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IMG),
Velocidade de germinacédo (VG) e Tempo de velocidade de germinacéo (TMG)/
dias de Gymneia interrupta apds descontaminacdo das sementes (T1) apos
descontaminacdo e imersdo em agua por 24h (T2) e ap0s descontaminacdo e
imersdo, por 24h, em solu¢bes com diferentes concentracGes de acido giberélico
(GA3): 144,50 uM (T3), 289,00 pM (T4), 578,00 uM (T5) e 1156,00 uM (T6).
*Qs dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo de Gymneia interrupta ap0s descontaminagdo das
sementes (T1), apds descontaminacao e imersdao em agua por 24h (T2) e apos
descontaminacdo e imersdo, por 24h, em solu¢des com diferentes concentracfes
de 4cido giberélico (GAs): 144,50 uM (T3), 289,00 pM (T4), 578,00 uM (T5) e
1156,00 uM (T6). *Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Do ponto de vista fisiologico, o GAs atua promovendo a ativagdo de vias
metabolicas envolvidas na mobilizacdo de reservas, especialmente por meio da inducéo de
enzimas hidroliticas, como a a-amilase, que facilitam a utilizacdo de amido e outros
nutrientes essenciais ao crescimento do embrido. Além disso, ha uma acao sinérgica entre o
GAs e a reducdo da atividade do 4cido abscisico (ABA), hormoénio responsavel pela
manutencdo da dorméncia. De acordo com Nelson et al. (2023), a perda de dorméncia por
pOs-maturacdo a seco em Arabidopsis thaliana esta associada ao aumento progressivo dos
niveis endogenos de GAs. Xu et al. (2020) também demonstraram que a germinagao envolve
uma rede de sinalizag¢do integrada em que o GAs desempenha papel central, estimulando a
protrusdo da radicula e o crescimento inicial da plantula.

Diversos estudos confirmam o papel central do acido giberélico (GAs) na
superacdo da dorméncia e no estimulo & germinacdo de sementes de espécies da familia
Lamiaceae. Aoyama et al. (1996) observaram aumento expressivo na taxa de germinagao e

no desenvolvimento inicial das plantulas de Lavandula angustifolia ap6s aplicagdo de GAs.
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Resultados semelhantes foram reportados por Chetouani et al. (2017), com taxas de 67,00%
para Lavandula dentata e 27,00% para Thymus satureioides apos tratamentos com GAs.
Elhindi et al. (2016) também relataram ganhos significativos em Mentha piperita (de 22,30%
para 74,00%) e Ocimum basilicum (de 33,30% para 65,60%) utilizando 100,00 mg-L™ de
GAs. Em Thymus algeriensise Marrubium vulgare, Mehalaine et al. (2023) demonstraram
que a associagdo do GAs ao escuro favoreceu a germinagdo, alcangando 93,30% em M.
vulgare. No entanto, Rosmarinus officinalis apresentou baixa sensibilidade, com apenas
6,70% de germinacdo mesmo com doses elevadas (Mehalaine et al., 2023; Suarez et al.,
2011).

Evidéncias mais recentes reforcam que o efeito do GAs pode ser potencializado
por meio de tratamentos combinados. Ekren et al. (2024) demonstraram que a associagao de
priming e revestimento polimérico com GAs elevou a germinagao de Lavandula stoechas e
Ocimum basilicum para 92,00% e 94,00%, respectivamente. Em contraste, Minthostachys
mollis ndo respondeu ao hormoénio, sendo a luz o principal fator para a inducdo da
germinacéo (Suéarez et al., 2011). No caso de Origanum acutidens, Karagdz (2023) registrou
92,00% de germinagdo e bom vigor inicial com o uso de GAs. Esses dados corroboram as
conclusdes de Thompson (1969), que destacou a ampla variabilidade de resposta entre
espécies da familia Lamiaceae, com eficacia do GAs variando de 1,00 a 1000,00 mg-L™".
Assim, embora o GAs seja uma ferramenta promissora, seu uso deve ser cuidadosamente
ajustado as exigéncias fisiologicas de cada espécie, incluindo fatores como luz, temperatura

e tratamentos pré-germinativos, para garantir resultados eficientes e reprodutiveis.

4.1.2 Teste de meios

A avaliacdo de diferentes meios de cultura para o estabelecimento in vitro de
Gymneia interrupta revelou diferencas significativas no crescimento inicial das plantulas,
conforme apresentado na Tabela 3. Apds 40 dias de cultivo, observou-se que 0s trés meios
nutritivos testados — MS, %2 MS e WPM — foram significativamente superiores ao controle
(dgua + Gellex®), tanto em termos de altura quanto no nimero médio de folhas. O meio %
MS apresentou a maior média de altura (0,83 c¢cm), seguido de WPM (0,81 cm) e MS
completo (0,80 cm), todos estatisticamente superiores ao controle (0,43 cm). Em relacéo ao
namero de folhas, o meio MS apresentou a maior média (7,26 folhas), seguido de WPM
(6,66) e ¥2 MS (6,65), com o controle sendo inferior (5,57 folhas).
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Tabela 3. Resultado da avaliacdo dos meios de cultura com as médias da altura da planta (cm)
e nimero de médio de folhas em G. interrupta para o estabelecimento in vitro em
diferentes meios (*2MS, MS, WPM) e com o controle (somente agua e Gellex®).

Tratamento Altura N° de folhas
Controle 043 b 557 b
MS 1/2 0,83 a 6,65 a
MS 0,80 a 7,26 a
WPM 0,81a 6,66 a

Embora os resultados entre os trés meios nutritivos tenham sido semelhantes em
termos quantitativos, a avaliagdo visual das plantulas revelou diferengas qualitativas
importantes. Tanto o meio ¥ MS quanto o WPM apresentam menor custo e menor forga
ibnica em comparacdo ao MS completo. Porem, plantulas cultivadas no meio WPM
apresentaram-se mais vigorosas, com colora¢do mais intensa e aspecto geral mais saudavel.

O meio MS, desenvolvido por Murashige e Skoog (1962), possui alta
concentracdo de sais minerais e € indicado para plantas herbaceas de crescimento rapido. O
meio ¥ MS, com metade da forca ibnica do MS, reduz o estresse osmotico, sendo mais
adequado para o enraizamento e crescimento moderado. Ja 0 WPM, formulado por Lloyd e
McCown (1980), possui menor salinidade e foi desenvolvido especificamente para o cultivo
de especies lenhosas. Embora o MS seja 0 meio mais versatil e frequentemente eficiente, a
escolha da formulacéo ideal depende das caracteristicas fisioldgicas da espécie e do estagio
de desenvolvimento em cultura (Fadel et al., 2010; Pradhan et al., 2013; Al-Mizory, 2014;
loannidis & Koropouli, 2024).

Na familia Lamiaceae, o meio MS em forca total mostrou-se eficaz para a
multiplicacdo de brotos em Lavandula latifolia e Ocimum basilicum (Al-Bakhit et al., 2007;
Dode et al., 2004). Por outro lado, o0 meio ¥2 MS favoreceu o enraizamento e a organogénese
em Mentha spicata e Prunella vulgaris (Fadel et al., 2010; Rasool et al., 2009). Embora
menos citado, o0 meio WPM apresentou bons resultados para o enraizamento e manutencao
de Satureja thymbra (Sarropoulou & Maloupa, 2019). A escolha adequada do meio de
cultura e a combinacdo de reguladores de crescimento sdo determinantes para o sucesso da
propagacao in vitro de espécies dessa familia.

Al-Bakhit et al. (2007) relataram alta proliferacdo de brotos em Lavandula
angustifolia com o uso de cinetina e ANA. Em Mentha spicata, Fadel et al. (2010)

observaram melhor organogénese e maior acimulo de compostos fenélicos com %2 MS. Para
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Melissa officinalis, Reis et al. (2008) destacaram melhores taxas de germinacdo e
multiplicagcdo com ¥ MS suplementado com BAP. De forma semelhante, Miclea & Chifor
(2018) confirmaram bons resultados para Lavandula angustifolia com meio %% MS,
reforcando a eficécia de formulacGes menos concentradas para germinagao e multiplicacéo
de Lamiaceae.

Diante do desempenho equilibrado nas variaveis analisadas (Tabela 3), do bom
aspecto visual das plantulas cultivadas nesse meio e do suporte bibliografico com espécies
relacionadas, o meio WPM foi definido como o mais indicado para o estabelecimento in
vitro de Gymneia interrupta, unindo desempenho técnico, compatibilidade fisioldgica e

custo acessivel.

4.1.3 Multiplicacéo in vitro

O uso de diferentes concentragdes do regulador de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP) influenciou significativamente o desenvolvimento in vitro de
Gymneia interrupta, conforme os dados apresentados na Tabela 4. Foram testadas seis
concentragdes (0,00 a 1,00 mg-L™"), incluindo o controle sem adi¢do de BAP. A adicdo da
citocinina ao meio MS resultou em aumento expressivo do nimero médio de brotos por
explante, especialmente nos tratamentos com 0,75 mg-L™" (8,61 brotos) e 1,00 mg-L* (9,56
brotos), ambos estatisticamente superiores aos demais. Em contrapartida, o controle (T1)
apresentou média de apenas 3,71 brotos por explante, com menor altura e menor nimero de
folhas, indicando que a presenca de BAP € essencial para a multiplicacdo eficiente da

espécie.

Tabela 4. Resultado da avaliacdo da multiplicacdo in vitro em diferentes concentracGes de
BAP (0,000; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000 mg.L™) para verificar a média da
altura (cm), sobrevivéncia, nimero de brotos de Gymneia interrupta com o
controle (somente agua, Gellex® e Mg+).

Concentracdo Média Media NUmero L
Tratamento 1 . de Contaminacéo
BAP mg.L altura  sobrevivéncia b
rotos
Tl 0,000 0,63 b 0,86a 3,71 ¢ 0,07 ¢
T2 0,125 0,99 0,72a 6,40 b 0,16 b
T3 0,250 0,88a 0,64a 6,76 b 0,28a
T4 0,500 0,81a 0,78a 6,98 b 0,18 b
T5 0,750 0,83a 0,83a 8,61a 0,05 ¢

T6 1,000 0,82a 0,77a 9,56a 0,08 c




41

No que se refere a altura dos brotos, o tratamento com 0,125 mg-L™! resultou na
maior média (0,98 cm), embora sem diferenca estatistica significativa em relacdo as demais
concentragdes com BAP, exceto o controle (0,63 cm). A sobrevivéncia dos explantes foi
elevada em todos os tratamentos, com variacéo entre 63,80% e 86,50%, sendo 0 maior valor
registrado no controle. Ja a contaminagdo permaneceu baixa, destacando-se o tratamento
com 0,75 mg-L™' como o de menor incidéncia (5,00%), reforcando sua viabilidade para
multiplicacéo.

Esses achados estdo de acordo com estudos prévios sobre o papel da BAP na
propagacao in vitro de plantas. Segundo Dilshad et al. (2021), em Solanum tuberosum, o0 uso
de 0,25 mg-L' de BAP produziu até 25 brotos por explante. Tolera et al. (2014) observaram
que em Saccharum officinarum, a concentragdo de 1,00 mg-L! foi ideal para alcangar mais
de 30 brotos por explante, confirmando que BAP estimula intensamente a brotacdo. Mossi
et al. (2000) e Nemati et al. (2011) também destacaram a superioridade da BAP em relacéo
a outras citocininas, como cinetina, especialmente quando aplicada de forma isolada.

Diversos estudos demonstram que a 6-benzilaminopurina (BAP) é altamente
eficaz na inducdo de brotos em espécies da familia Lamiaceae, grupo ao qual pertence
Gymneia interrupta. Em Ocimum basilicum, Asghari et al. (2012) e Rasool et al. (2009)
registraram taxas de regeneracdo acima de 90,00% e producao de até 30 brotos por explante
com 11,00 a 15,00 uM de BAP. Em Scutellaria alpina, Grzegorczyk-Karolak et al. (2015)
relataram acumulo de biomassa e até 25 brotos por explante com 2,00 a 4,00 uM de BAP,
enquanto Weremczuk-Jezyna et al. (2018) mostraram que esse regulador também estimula
a producao de metabdlitos como o acido rosmarinico. Enkhbileg et al. (2019) observaram
variacOes entre cultivares de O. basilicum frente a BAP e TDZ, com alta calogénese, mas
baixa regeneracdo de brotos radiculares. Protocolos com folhas cotiledonares propostos por
Dode et al. (2003, 2004) também se mostraram eficazes. Além disso, a combinacdo de BAP
com ANA em Satureja hortensis (Navroski et al., 2014) e o uso de 0,50 mg.L™* em O.
gratissimum (Sheelu et al., 2014) reforcam sua versatilidade. Em Prunella vulgaris e Thymus
leucotrichus, os efeitos da BAP foram potencializados com outras citocininas, evidenciando
a necessidade de ajustes especificos conforme o gendtipo e o objetivo do cultivo.

Portanto, considerando os dados obtidos para G. interrupta (Tabela 4), os
resultados de outras espécies vegetais e 0s relatos especificos para a familia Lamiaceae,

conclui-se que as concentragoes de 0,75 a 1,00 mg-L™' de BAP sao as mais adequadas para
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promover a multiplicagdo in vitro da espécie. Dentre essas, a concentragdo de 0,75 mg-L™
se destaca por combinar alta taxa de brotagdo com menor indice de contaminagéo, sendo a

mais indicada para os protocolos subsequentes de propagac¢do da espécie.

4.1.4 Enraizamento in vitro

O uso de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB) influenciou
significativamente a inducdo de raizes em plantulas de Gymneia interrupta cultivadas in
vitro em meio WPM, conforme os dados apresentados na Tabela 5. As concentracfes
testadas variaram de 0,00 a 2,00 mg-L™!, correspondendo a 0,00 a 9,84 uM. A analise
estatistica revelou que os tratamentos com 1,00 mg-L™" (4,92 uM) e 1,50 mg-L™" (7,38 uM)
de AIB promoveram as maiores meédias de raizes por explante, com 0,82 e 0,90,
respectivamente. Além disso, o tratamento com 1,50 mg-L' foi o que apresentou a menor
incidéncia de contaminacdo (0,00%) e uma baixa formacdo de calos (0,03), indicando sua

superioridade para a fase de enraizamento.

Tabela 5. Avaliacdo do nimero, presenca de raizes e calos conforme os testes (T1 a T6)
realizados com diferentes concentragdes de AlB: 0,00; 0,25; 0,50; 1,00; 1,50 e
2,00 mg.L? (0,00; 1,23; 2,46; 4,92; 7,38; 9,84uM respectivamente) em Gymneia
interrupta (outubro de 2023).

Tratamento AIB (UM) Média n° de raizes Média n° de calos
0,00 (T1) 0,18 b 0,00 b
1,23 (T2) 0,13 b 0,00 b
2,46 (T3) 0,42a 0,00 b
4,92 (T4) 0,82a 0,00 b
7,38 (T5) 0,90a 0,03a
9,84 (T6) 0,36a 0,09a

Esses resultados estdo de acordo com a literatura sobre o papel das auxinas no
enraizamento in vitro. O AIB é amplamente reconhecido por estimular a iniciacdo de raizes
adventicias, influenciando positivamente a divisdo celular e a diferenciacdo dos tecidos
radiculares. Carmen et al. (2012) observaram que em Alnus glutinosa, a aplicacao de apenas
0,10 mg-L™' de AIB aumentou a média de raizes e antecipou sua formacao em dois dias.
Justamante et al. (2022) relataram que concentra¢des de 0,90 mg-L™!' em hibridos de Prunus
induziram entre 7,00 e 8,80 raizes por explante. Gongalves et al. (2008) destacaram que o0

AIB também estimula o acumulo de AIA enddgeno, potencializando 0s processos
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morfogenéticos envolvidos na formacao de raizes. Tonon et al. (2001) acrescentaram que 0
AIB acelera a sequéncia de eventos celulares desde a ativacdo meristematica até a
emergéncia radicular.

Ao focar na familia Lamiaceae, da qual G. interrupta faz parte, diversos estudos
reforcam a eficacia do AIB para o enraizamento in vitro. Dimitrova et al. (2012) observaram
efeito positivo de 0,70 mg-L™' de AIB em Lamium album, enquanto Dolatabadi et al. (2012)
reportaram que entre 1,00 e 4,00 mg-L" de AIB aumentaram significativamente o nimero
e 0 comprimento das raizes em Mentha piperita e Thymus vulgaris. Rodrigues et al. (2020)
também verificaram a eficiéncia de baixas concentrag¢des (0,00 a 0,10 mg-L ') em Lavandula
angustifolia. Gudeva et al. (2017) confirmaram que o AlIB promoveu maior porcentagem de
enraizamento do que outras auxinas em Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis, e
Machado (2013) demonstrou resultados semelhantes em lavanda.

Diante desses dados experimentais e da literatura disponivel, conclui-se que a
concentragdo de 1,50 mg-L! de AIB ¢ a mais indicada para o enraizamento in vitro de
Gymneia interrupta, por promover maior numero de raizes, baixa formacédo de calos e
elevada sanidade dos explantes. Essa concentracao se mostra consistente com os achados em
outras espécies da Lamiaceae, validando sua adocdo nos protocolos de propagacdo da

espécie.

4.1.5 Aclimatizacao

A aclimatizacdo das plantulas enraizadas in vitro de Gymneia interrupta foi
realizada em trés formulagdes de substrato: T1 (2:1:1), T2 (2:1:2) e T3 (2:1:3), compostas
por substrato comercial Terral Solo®, terra de barranco e areia, respectivamente. As
avaliac@es incluiram altura das plantas, sobrevivéncia e interacdo com o tamanho das raizes
(pequenas, médias ou grandes), ao longo de quatro semanas.

A andlise de variancia revelou que o tamanho da raiz e o tempo (semana)
influenciaram significativamente o crescimento das plantas (p < 0,0001), enquanto o
substrato isoladamente ndo apresentou diferenca significativa (p = 0,1308). No entanto, a
interacdo entre tamanho da raiz e substrato foi significativa (p = 0,0092), indicando que o

desempenho do substrato depende do desenvolvimento inicial da muda (Tabela 6).

Tabela 6. Médias ajustadas da altura média de plantulas de Gymneia interrupta aos 40 dias
de aclimatizacdo, em funcdo da interagcdo entre o tamanho da raiz (pequena,
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média, grande) e o tipo de substrato (T1: 2:1:1, T2: 2:1:2, T3: 2:1:3 de Terral
Solo®, terra de barranco e areia, respectivamente).

Tamanho da raiz Substrato Altura média (cm)

Grande (G) Tl 7,20a

Grande (G) T2 7,45a

Grande (G) T3 8,33a

Média (M) T1 412 b
Média (M) T2 395 b
Média (M) T3 4,36 b
Pequena (P) Tl 0,80 ¢
Pequena (P) T2 1,05 c
Pequena (P) T3 1,31 c

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com os dados da Tabela 7, as plantulas com raizes grandes
apresentaram maior crescimento (7,77 cm), seguidas pelas médias (4,14 cm) e pequenas
(1,05 cm), com diferencas estatisticamente significativas. Apesar da auséncia de diferenca
estatistica entre os substratos (Tabela 8), a maior altura média foi observada no tratamento
T3 (4,94 cm), sugerindo que a maior proporcao de areia pode ter favorecido a drenagem e a
aeracdo, aspectos importantes na adaptacdo inicial das mudas. Os melhores resultados de
interacdo entre tamanho da raiz e substrato foram obtidos no tratamento com raizes grandes

em substrato T3, que alcancaram 8,33 cm de altura (Tabela 6).

Tabela 7. Médias ajustadas da altura média de plantulas de Gymneia interrupta em funcéo
do tamanho das raizes (pequena, média e grande), aos 40 dias de aclimatizacdo.

Tamanho da raiz Altura média (cm) + EP
Grande (G) 7,77 £0,37a
Média (M) 4,14+0,37 b
Pequena (P) 1,05+0,37 ¢

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). EP:
erro padro.

Tabela 8. Médias ajustadas da altura média de plantulas de Gymneia interrupta cultivadas
em trés formulagcOes de substrato (T1: 2:1:1, T2: 2:1:2, T3: 2:1:3 de Terral Solo®,
terra de barranco e areia, respectivamente), aos 40 dias de aclimatizacéo.
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Substrato Altura média (cm) + EP
1.AREIA (T1: 2:1:1) 4,04 +0,37a
2.AREIA (T2: 2:1:2) 3,99 £0,37a
3.AREIA (T3: 2:1:3) 4,94 +0,37a

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). EP:
erro padréo.

Esses resultados sdo consistentes com dados da literatura que destacam a
importancia da composicdo do substrato na fase de transi¢do entre o ambiente in vitro e ex
vitro. Substratos que equilibram retencdo de agua e aeragdo, como misturas contendo areia,
turfa, himus ou carvdo vegetal, favorecem o enraizamento e a adaptagéo das plantulas (Villa
et al., 2006; Pérez-Pazos et al., 2023; Abishay et al., 2023). A utilizacdo de misturas
organicas e inorganicas também promove maior producdo foliar e maior taxa de
sobrevivéncia (Schuck et al., 2012; Silva et al., 2020; Stefanello et al., 2009).

Especificamente em espécies da familia Lamiaceae, substratos porosos como
turfa:perlita (3:1), musgo:areia (1:2) e coco-peet mostraram ser altamente eficazes na
aclimatizacdo, com taxas de sobrevivéncia superiores a 75,00% em espécies como Ocimum
basilicum, Mentha x piperita, Lavandula angustifolia e Salvia officinalis (Begum et al.,
2002; Manushkina et al., 2022; Miclea & Chifor, 2018). Os autores destacam ainda a
influéncia do ambiente (temperatura e umidade) sobre a resposta das espécies.

Dessa forma, a combinacdo do substrato T3 (2:1:3 — maior proporc¢do de areia)
com plantulas apresentando raizes grandes revelou-se a condicdo mais eficiente para a
aclimatizacdo de Gymneia interrupta. Essa formulacdo proporcionou melhor
desenvolvimento inicial, baixa mortalidade e é compativel com os principios recomendados

na literatura para espécies lenhosas da Lamiaceae.

4.2 MICROMORFOLOGIA DOS TRICOMAS FOLIARES

Ndo foram observadas diferencas significativas na micromorfologia dos
tricomas foliares de G. interrupta entre amostras de folhas de plantas de cultivo in vitro (CV),
aclimatizadas ex vitro (PA), cultivadas no solo apés 30 dias de aclimatacdo (CS) e plantas
nativas coletadas em campo (PN). Identificaram-se dois tipos de tricomas: ndo glandulares

e glandulares.
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Os tricomas ndo-glandulares presentes nas folhas de G. interrupta, sdo simples,
unicelulares, bicelulares, tricelulares, tetracelular e multicelulares, com superficie lisa ou
Verrucosa, e, por vezes, apresentam células basais expandidas formando um pedestal em
forma de roseta. Foram descritos seis tipos de tricomas ndo-glandulares nas amostras de
folhas de G. interrupta, ocorrendo em todas as amostras de folhas (PN, CV, PA e CS), em
ambas as superficies, adaxial e abaxial, exceto o Tipo VI, para amostras de folhas de cultivo
in vitro (Tabela 9).

Tabela 9. Ocorréncia de tricomas ndo-glandulares, nas amostras de folhas, provenientes de
coletas no campo (PN), do cultivo in vitro (CV), ex vitro: plantas aclimatizadas
(PA) e plantas cultivadas no solo, apds 30 dias de aclimatizadas (CS) de Gymneia

interrupta.
Amostras Tricomas ndo-glandulares Localizacéo
Tipo | Tipo Il Tipo 111 TipolV | TipoV | TipoVI AD AB
PN + + + + ++ ++ ++ ++
cVv + + + + + - + +
PA + + + + + + ++ ++
CS + + + ++ ++ ++ ++ ++

Legenda: Auséncia: —; Presenca: +; maior ocorréncia ++. AD- face adaxial; AB- face abaxial.

Os tricomas ndo-glandulares aqui descritos (Tabela 10) assemelham-se aos
relatados para varias espécies de Lamiaceae (Fajri et al., 2013; Tozin et al., 2016; Ramborger
etal., 2020; Talebi & Ghorbanpour, 2023; Gostin, 2023). Convencionalmente, estes tricomas
sdo considerados como tricomas que ndo participam da producdo, armazenamento e/ou
liberacdo de compostos quimicos biologicamente ativos (Werker, 2000). Entretanto em
estudos recentes, com Aegiphila verticillata e Hyptis villosa, foram identificados sintese e
acumulo de diferentes metabdlitos secundarios com valor ecofisiolégico, atuando na
interacdo quimica destas espécies com o ambiente, com exemplo, os compostos fendlicos,
complementando assim, a acdo dos tricomas glandulares (Tozin et al., 2016). Karabourniotis
et al. (2020), afirmam que os tricomas ndo-glandulares acumulam grandes quantidades de
compostos fendlicos, principalmente nos estagios iniciais de sua ontogenia, sem aparente

capacidade de secregéo.
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Tabela 10. Descricdo dos tipos de tricomas foliares ndo-glandulares de Gymneia interrupta

presentes nas amostras provenientes de coletas no campo (PN), do cultivo in
vitro (CV), ex vitro: plantas aclimatizadas (PA) e plantas cultivadas no solo, ap6s
30 dias de aclimatizadas (CS).

Tipo

Tricomas néo glandulares

Descricao

unicelular (UNC), consiste em uma célula curta, apice agudo, superficie com
ornamentacao verrucosa; presente em todas as amostras, tanto na face adaxial
quanto abaxial (Figuras 4-A, B).

bicelular (BC), consiste em duas células, apice agudo, superficie com
ornamentacdo verrucosa, células epidérmicas basais, volumosas, radialmente
arranjadas, formando uma roseta, parede celular espessa e silicificadas; presente
em todas as amostras, tanto na face adaxial quanto abaxial (Figuras 4-C, D).

bicelular (BC), consiste em duas células, célula basal curta, expandida formando
um pedestal, superficie com ornamentacgéo verrucosa, apice agudo, parede celular
espessa e silicificadas; presente em todas as amostras, tanto na face adaxial
quanto abaxial (Figuras 4-E, F; 7-J, seta curta verde).

tricelular (TC), consiste em trés células articuladas, célula basal silicificada,
superficie lisa, apice acuminado, parede celular espessa e silicificadas; presente
em todas as amostras, tanto na face adaxial quanto abaxial (Figuras 4-G, I, seta
branca; 5-A, B).

tetracelular (TT), consiste em quatro células articuladas, célula basal silicificada,
superficie com ornamentacgdo verrucosa, apice agudo, parede celular espessa e
silicificadas; presente em todas as amostras; tanto na face adaxial quanto abaxial
(Figuras 4-H, 1, seta amarela; 5-A, B; 7-H, seta curta branca).

Vi

multicelular (MC), consiste em cinco a mais células articuladas, superficie com
ornamentacao verrucosa, apice agudo, parede celular espessa e silicificadas.
Presente em todas as amostras, exceto nas amostras oriundas do cultivo in vitro
(Figuras 4-J, K; 5-A, B; 7-G, H, seta azul, 7-J, seta curta branca).

Diversas pesquisas tém sido conduzidas para elucidar as funcdes dos tricomas

ndo- glandulares. Atualmente sabe-se que, a presenca destes tricomas nas folhas podem estar

relacionadas a diversas funcdes, como por exemplo, influenciando na difusdo do vapor de

agua na superficie das folhas, evitando a transpiragdo excessiva quando estas estdo

submetidas a ventos e radiacdo UV (Tozin et al., 2016; Simplicio et al., 2022), formando

uma densa cobertura, podendo servir de barreira mecanica contra varios fatores abidticos e

bidticos, protecdo fisica, quimica e mecénica, além da protecdo contra herbivoros e
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patdgenos (Tozin et al., 2016; Ramborger et al., 2020; Simplicio et al., 2022; Tang et al.,
2022; Gostin, 2023), além de potencialmente controlar a perda excessiva de agua em altas
temperaturas, como ocorre no Cerrado. Pode-se observar também uma grande silicificacdo
destes tricomas (Figura 5B), o que pode ser uma adaptacdo de G. interrupta ao clima do
Cerrado. De acordo com Dias et al. (2022), a presenca de silicio nas paredes das células dos
tricomas, potencializa a resisténcia da planta a acdo de fungos e insetos, evita a perda
excessiva de agua, diminuindo a taxa de transpiracdo (Santos et al., 2021). Em relacdo a
estudos com micropropagacéo, os tricomas ndao-glandulares, auxiliam no ajuste da planta as
mudancas drasticas do ambiente in vitro para ex vitro (Zuzarte et al., 2010; Karabourniotis
et al., 2020; Wang et al., 2021; Simplicio et al., 2022) e atuam na absorc¢éo e translocacdo de
nutrientes (Li et al., 2021; Otto et al., 2021).
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Figura 4. A- C- E-G- H-J. Ilustragdo e eletromicrografias dos tricomas ndo-glandulares que
ocorrem em folhas de Gymneia interrupta. A. Tricoma ndo-glandular Tipo [; C.
Tricoma ndo-glandular Tipo II. E. Tricoma ndo- glandular Tipo III; G. Tricoma
nao-glandular Tipo IV; H. tricoma ndo-glandular Tipo V; J. tricoma ndo-glandular
Tipo VI. B- D- F-I- K. Eletromicrografia-Tricomas ndo-glandulares. B. Tricoma
nado glandular Tipo I; D. Tricoma nao-glandular Tipo II; F. tricoma ndo-glandular
Tipo III; I. tricoma ndo glandular Tipo IV, seta branca, Tipo V, seta amarela; K.
Tricoma nado- glandular Tipo VI.
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Figura 5. A-B. Fotomicrografia das secgdes transversais da lamina foliar de Gymneia
interrupta, Tricomas ndo- glandulares. A. Tipo IV ( tricelular), Tipo V
(tetracelular), VI (multicelular). B. Tipo IV, V, VI, presenca de silica nas paredes
celulares dos tricomas indicada pela luz polarizada.

Ja, os tricomas glandulares foram registrados dois tipos: peltados e capitados.
Ambos apresentam o mesmo padrdo morfolégico que consiste em trés zonas: uma base, um
pedunculo, e /ou uma célula pescoco e, na extremidade distal dilatada, a cabeca secretora
(Werker et al., 1985). Os dois tipos estdo presentes em todas as amostras de folhas analisadas
(PN, CV, PA e CS) em ambas as superficies foliares, tanto adaxial quanto abaxial, com
maior ocorréncia para a amostra de plantas coletas em campo, entretanto se diferenciaram

quanto a morfologia, densidade visual e localizagdo da secrecdo (Tabela 11).

Tabela 11. Ocorréncia de tricomas glandulares capitados nas amostras provenientes de
coletas no campo (PN), do cultivo in vitro (CV), ex vitro (plantas aclimatizadas
(PA) e plantas cultivadas no solo, apds 30 dias de aclimatizadas (CS) de
Gymneia interrupta.

Amostras Tipos de tricomas glandulares capitados Localizagiio
I II 11 v v VI Vil AD AB
EN + e 4o 4t s s 4t s ++
cv 4t e + + + + - - +
PA + + + + e e 4 e ++
G 4 + + + e e 4 e ++

Legenda: Auséncia: —; Presenga: +; maior ocorréncia ++. AD- face adaxial; AB- face abaxial.
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Os tricomas glandulares peltados, foram registrados em todas as amostras de
folhas (PN, CV, PA e CS) de G. interrupta e caracterizaram-se pelo amplo espaco
subcuticular no qual o produto de secrecdo é acumulado conferindo, aos mesmos, cabeca
secretora com quatro células em forma globosa e/ou ovoide (Figuras 6A-B; 8A-H).). Essas
caracteristicas foram registradas em espécies de diferentes géneros de Lamiaceae, como no
género Hyptis onde séo essencialmente com quatro células (Werker et al.,1985; Svidenko et
al., 2018). Ressaltando que o género Gymneia (Benth.) Harley & J. F. B. Pastore, foi
recentemente erigido, com base em estudos filogenéticos macromoleculares alocando parte
das espécies anteriormente incluidas em Hyptis subsect. Gymneia (Harley & Pastore, 2012).

Esses tricomas podem estar parcialmente aprofundados em sulcos ou depressoes
na epiderme ou no mesmo nivel das células epidérmicas, corroborando os dados encontrados
nas amostras analisadas por Werker et al. (1985); Werker (2000); Zuzarte et al. (2010);
Kalicharan et al. (2018); Tozin & Rodrigues (2017); Nizar (2018); Abdelraheem et al. (2019);
Muravnik (2020); Machado et al. (2021); Wang et al. (2021); Naidoo et al. (2021); Turkay
& Ozturk (2023); Talebi & Ghorbanpour (2023). Estes tricomas sdo considerados o local de
biossintese dos metabolitos secundarios nas espécies de Lamiaceae, principalmente os 6leos
essenciais (Wink, 1999; Fahn, 2000; Crang et al., 2018; Jongedijk et al., 2020; Silva et al.,
2023; Hussin et al., 2024).

Nos tricomas glandulares capitados, embora, 0 seu tamanho, densidade e
localizagdo, estejam relacionadas com fatores ambientais (Metcalfe & Chalk, 1979), a sua
morfologia pode apresentar varias possibilidades (Ascensdo et al., 1995; Werker et al., 1985;
Hussin et al., 2024), sendo comum a ocorréncia de diferentes versdes dos mesmos (Hussin
et al., 2024), como observado para Gymneia interrupta. Sabe-se que ao contrario dos
tricomas peltados, nos capitados o material segregado ndo permanece no espaco subcuticular,
e, é expelido para o exterior, através de poros na cuticula, sendo possivel observar pequenas
gotas de produto segregado sobre a cabeca destes tricomas (Werker et al., 1985; Hussin et
al., 2024). Caracterizam-se morfologicamente pela presenca de peddnculo, com uma, duas,
trés, quatro a mais células, eventualmente, ocorre entre a cabeca glandular e o pedicelo, uma
porcdo glandular esférica denominada de pescoco, e a cabeca secretora, globosa, ovoide,
eliptica com no maximo quatro células (Figuras 61-J).

Foram descritos sete tipos de tricomas glandulares capitados nas amostras de
folhas de Gymneia interrupta, ocorrendo em todas as amostras de folhas (PN, CV, PA e CS),

em ambas as superficies, adaxial e abaxial (Tabela 12). Sendo estes similares
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morfologicamente aos ja reportados para outras espécies da familia, como em Hyptidendron

canum (Fiuza et al., 2010), Ocimum selloi (Gongalves et al., 2010), Hyptis capitata e Hyptis

brevipes (Fajri et al., 2013), Vitex agnus-castus (Braga et al., 2014), Hyptis villosa (Tozin &

Rodrigues, 2017), Mesosphaerum suaveolens (Chatri et al., 2018), Coleus ssp. (Sulistyowati

et al., 2018), Cantinoa althaeifolia (Almeida et al., 2020), Ocimum ssp. (Sanoj & Deepa,
2021), Plectranthus ornatus (Silva et al., 2023).

Tabela 12. Descricdo dos tipos de tricomas glandulares capitados nas amostras de folhas,

provenientes de coletas no campo (PN), do cultivo in vitro (CV), ex vitro: plantas
aclimatizadas (PA) e plantas cultivadas no solo, ap6s 30 dias de aclimatizadas
(CS) de Gymneia interrupta.

Tipo

Tricomas glandulares capitados

Descricao

Consiste pedunculo unicelular curto e cabeca uni ou bicelular globosa, presente
em todas as amostras analisadas, em ambas as faces (Figuras 6-C, D, O, cabeca
de seta; Figuras 7-F, H, seta, I, J, seta; Figuras 8-1, M).

Consiste pedunculo unicelular curto, sem célula de pescoco e cabeca bicelular,
com amplo espaco subcuticular na fase secretora, presente praticamente em
todas as amostras, em ambas a face da lamina foliar com maior abundancia na
face abaxial (Figuras 6-E, F; Figuras 8-N, R).

Consiste pedunculo unicelular longo, sem célula de pescoco e cabeca
tetracelular, com amplo espaco subcuticular na fase secretora presente em todas
as amostras, em ambas a face da lamina foliar com maior abundéncia na face
abaxial (Figuras 6-G, H; Figura 7-C, seta amarela; Figuras 8-A, J).

Consiste pedunculo bicelular, com célula de pescoco, cabeca bicelular globosa e
ou ovoide, presente em todas as amostras, com maior ocorréncia nas amostras
coletadas em campo, em ambas as faces (Figuras 6-1, J; Figuras 9-K, L).

Consiste peddnculo tricelular, relativamente longo, com célula de pescoco e
cabeca unicelular globosa ou ovoide pequena, presentes em todas as amostras
em ambas as faces (Figuras 6-K, L; 7-C, seta azul; E, seta amarela; H, seta
branca; Figuras 9-M).

Vi

consiste em pedunculo pentacelular, relativamente longo, com célula de
pescoco e cabeca unicelular ovoide ou globosa pequena, presente em todas as
amostras, principalmente nas nervuras principais (Figuras 6-M, O, seta curta;
Figuras 7-A, C, E, seta branca; Figuras 9-N).

Vi

consiste em pedunculo pluricelular (seis ou mais células), relativamente longo,
com célula de pescoco e cabeca unicelular ovoide ou globosa pequena, presente
nas amostras de PN e , principalmente nas nervuras principais, ambas as faces
(Figuras 6-N, O, seta branca; Figura 7-B; Figuras 9-0).

Os tricomas glandulares capitados Tipo I, Il e 11l observados em G. interrupta,

sdo semelhantes aos descritos por Werker et al. (1985), sdo comuns nas espécies de nativas
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do Brasil, e apresentam 0 mesmo padrdo de liberacdo de secrecdo, observado nos tricomas
glandulares peltados como em Hyptis villosa (Tozin & Rodrigues, 2017) Mesosphaerum
suaveolens (Chatri et al., 2018), Cantinoa althaeifolia (Almeida et al., 2020).

Os tricomas glandulares capitados Tipo 1V, V, VI, VI, estdo distribuidos por
toda lamina foliar, mais densamente nas nervuras da face adaxial das folhas (Figura 7-A),
sendo observado em todas as amostras, formando uma densa cobertura. A alta incidéncia de
tricomas com peddnculo com mais de cinco células, pode ser considerada como mecanismo
de defesa fisica e protecdo contra radiacdo ultravioleta, caracteristicas importantes para
plantas de ocorréncia restrita no Cerrado, como Gymneia interrupta. Werker (2000) e Wang
et al. (2021), indicam em seus trabalhos que os tricomas com peddnculo com mais de cinco
células estdo associados a protecdo quimica e fisica, pois proporcionando uma maior
interacdo da planta com o ambiente, interferindo de forma eficaz contra herbivoros,
patdgenos e, na protecdo contra alta intensidade luminosa.

O tricoma glandular capitado Tipo VII, ndo foi observado na amostra de folha
cultivada in vitro, inferindo que esta auséncia, esteja relacionado ao ambiente controlado das
salas de crescimento no processo de micropropagacao.

Nota-se que nas amostras foliares analisadas de G. interrupta, que o0s tricomas
ndo-glandulares e os glandulares, ocorrerem em maior abundéancia na face abaxial,
confirmando dados encontrados em Hyptidendron canum (Fiuza et al., 2010), Vitex agnus-
castus (Braga et al., 2014), Hyptis villosa (Tozin & Rodrigues, 2017), Mesosphaerum
suaveolens (Chatri et al., 2018) e Cantinoa althaeifolia (Almeida et al., 2020), todas espécies

nativas do Brasil.
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Figura 6. A-C-E-G-I-K-M-N. Ilustragéo e eletromicrogafias dos tricomas glandulares que
ocorrem nas folhas de Gymneia interrupta. A. Tricoma glandular peltado; C.
Tricoma capitado Tipo I; E. Tricoma capitado Tipo II; G. Tricoma capitado Tipo
III; 1. Tricoma capitado Tipo I'V; K. Tricoma capitado Tipo V; M. Tricoma capitado
Tipo VI; N. Tricoma capitado Tipo VII. B-D-F-H-J-L-O. Eletromicrografia-
Tricomas glandulares. B. Tricoma glandular peltado; D. Tricoma capitado Tipo I;

F. Tricoma capitado Tipo II; H. Tricoma capitado Tipo III; J. Tricoma capitado
Tipo IV (P: pedunculo ; CP: célula de pescogo ; CS: célula secretora.); L. Tricoma
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capitado Tipo V; O. Tricoma capitado Tipo I, cabeca de seta branca; Tipo VII, seta
branca.

O @2t o

Figura 7. A-K. Eletromicrografias da lamina foliar dos tricomas ndo-glandulares e glandulares nas
amostras de folhas de Gymneia interrupta. A-B. Amostras (PN) - A. TGC, Tipo IV (seta
amarela), Tipo V (seta curta, branca), Tipo VI (seta longa, branca); face adaxial. B. TGC
Tipo VII, face abaxial. C-F. Amostras (CV)- C.TNG, Tipo V (seta azul), TGC, Tipo IlI
(seta amarela), TCG, Tipo VI, face adaxial (seta branca); D. TNG, Tipo V, face adaxial;
E. TGC, Tipo V (seta amarela), TGC, Tipo VI (seta branca), face abaxial; F. TGC, Tipo
I, face abaxial; G-1. Amostras (PA) - G. TNG, Tipo VI, face adaxial; H.TNG, Tipo VI
(seta azul), TNG, Tipo V (seta curta, branca), TGC, Tipo I (seta longa, branca), face
adaxial; 1. TGC, Tipo I, face abaxial; J. Amostras (CS) - J. TNG, Tipo VI (seta curta,
branca), TNG, Tipo Il (Seta curta, verde), TGC, Tipo |, face adaxial; K. TNG, Tipo IlI;
L. TNG, Tipo VI. Legenda: TNG: tricoma ndo-glandular; TGC: tricoma glandular
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capitado. PN: coletas em campo- plantas nativas; CV: cultivo in vitro; PA: plantas
aclimatizadas; CS: plantas no solo, ap6s 30 dias de aclimatizadas.

4.3 HISTOQUIMICA DOS TRICOMAS FOLIARES

As andlises histoquimicas confirmaram a presenca de substancias hidrofilicas e
lipofilicas, caracteristica comum a tricomas glandulares de diferentes espécies de Lamiaceae.
Os resultados dos testes histoquimicos aplicados nas amostras de folhas de G. interrupta

encontram-se resumidos na Tabela 13.

Tabela 13. Histoquimica dos tricomas glandulares presentes nas amostras de folhas de
Gymneia interrupta, provenientes de coletas de campo, cultivo in vitro, plantas
aclimatizadas e plantas nos solos, apos 30 dias de Aclimatizagéo.

Grupos de metabolitos Reagente Tricomas glandulares
Peltados Capitados

Sudan IV + ++
e P .
S . .
= Lipidios totais Sudan TI i -
;% Steinmetz ++ ++
Sudan Black B + ++
Lipidios neutros Sulfato Azul do Nilo + +
g
S
2, : - Reagente de Nadi + ++
5 Oleos essenciais
B~
Dicromato de potassio + ++
8
= Sulfato ferroso e formalina + ++
?
S :
R o1 . Steinmetz + +
S Compostos fendlicos gerais
=
2, Cloreto férrico + ++
E
3
U .
Steinmetz + +

Legenda: Auséncia: —; Presencga: +; maior ocorréncia ++.

Nos tricomas glandulares peltados das folhas de G. interrupta, obteve-se
resultado positivo para substancias lipofilicas, através de testes com Sudan 1V (Figura 8-A),
Sudan 11 (Figura 8-B) e Sudan Black B (Figura 8-C). Reagdo positiva para terpenos (6leos

essenciais) com reagente NADI (Figura 8-D).
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Para compostos fendlicos, com os reagentes, Dicromato de potassio (Figura 8-
E), Cloreto Férrico (Figura 8-F), Stenmeitz (Figura 8-H) e Sulfato Ferroso e Formalina
(Figura 8-H).

Nos tricomas glandulares capitados Tipo I, reacdo positiva para substancias
lipofilicas como os reagentes, Sudan IV (Figura 8-1) e Sudan Black (Figura 8-J). Reacéo
positiva para compostos fendlicos com os reagentes, Dicromato de Potassio (Figura 8H-L);
reacdo positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI (Figura 8-M).

Nos tricomas glandulares capitados Tipo I, reacdo positiva para substancias
lipofilicas como os reagentes, Sudan Il (Figura 8-N) e Sudan Black (Figura 8-0); reacdo
positiva para lipidios acidos (azul), reagente Sulfato Azul do Nilo (Figura 8-P); reacdo
positiva para compostos fenolicos, reagente Cloreto férrico (Figura 7-Q); reacdo positiva
para terpenos (6leo essencial), reagente NADI (Figura 8-R).

Nos tricomas glandulares capitados Tipo Ill, reacdo positiva para substancias
lipofilicas como os reagentes, Sudan 1V (Figura 9-A), Sudan 11l (Figura 9-B), Stenmeitz
(Figura 9-C), Sudan Black (Figura 9-D); reacéo positiva para lipidios neutros (rosa) (Figura
9-E, seta), acidos (azul), reagente Sulfato Azul do Nilo (Figura 9-E); reacdo positiva para
compostos fendlicos com os reagentes, Dicromato de Potassio (Figura 9-F), Cloreto férrico
(Figura 9-G), Stenmeitz (Figura 9-H), Sulfato ferroso e formalina (Figura 9-1). Reacao
positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI (Figura 9-J).

Os tricomas glandulares Tipo IV, reagiram com substancias lipofilicas, fenolicos
e terpenos (0leo essencial), reagente NADI (Figura 9-K, L), o0 mesmo ocorrendo para 0s
tricomas glandulares capitados Tipo V (Figura 9-M), Tipo VI (Figura 9-N) e Tipo VII
(Figura 9-0).

Recorrer, a testes histoquimicos, pode nortear estudos sobre a natureza quimica
do contetdo dos diferentes tipos de tricomas glandulares (Silva et al., 2023) e complementar
os dados micromorfoldgicos e, as espécies de Lamiaceae, tem sido alvo preferencial desses
estudos. Dados similares ao encontrados nos tricomas glandulares de G. interrupta, foram
observados para Hyptis villosa (Tozin & Rodrigues, 2017) e Mesospharerum suaveolens
(Chatri et al., 2018), plantas nativas do Brasil. Para as espécies ndo nativas, mas muito
cultivadas no Brasil: Thymus algeriensis (Guesmi et al., 2019), Plectranthus ssp. (Machado
et al., 2021), Lavandula angustifolia (Saunier et al., 2022); Ocimun basilicum (Turkay &

Ozturk, 2023), mostrando a adaptabilidade das espécies de Lamiaceae aos diferentes cultivos.
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Os lipidios totais, compostos fendlicos e Terpenos (6leos essenciais), podem
desempenhar diferentes papéis bioldgicos na interagdo da planta com o meio ambiente
(Wang et al., 2021; Simplicio et al., 2022; Tang et al., 2022). Nas folhas estdo associados a
defesa quimica contra patdgenos e herbivoros (Simplicio et al., 2022) e como ja mencionado,
sdo importantes na manutencéo do potencial hidrico das células protegendo os 6rgdos contra
a dissecacdo (Ascensdo et al., 1999; Werker, 2000), papel importante em ambientes com
baixa umidade, como no Cerrado (Tozin et al., 2015a; Borghetti et al., 2023) .

Estudos detalhados das caracteristicas micromorfoldgicas dos tricomas, somadas
aos dados histoquimicos, sdo fundamentais para se conhecer o processo adaptativo das

espécies em ambientes com condicGes adversas.
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Figura 8. A-R. Fotomicrografias mostrando o resultado dos testes histoquimicos aplicados na lamina

foliar de Gymneia interrupta. A-H. Tricomas capitados peltados. A-C. Reacdo positiva
para compostos lipofilicos; A. reagente Sudan 1V; B. reagente Sudan IlI; C. reagente
Sudan Black. D. Reacao positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI. E-H.
Reacdo positiva para compostos fenolicos; E. reagente Dicromato de potéssio; F. reagente
Cloreto ferrico; G. regente Stenmeitz; H. reagente Sulfato ferroso e formalina. I-M.
Tricomas capitados Tipo I. I. Reagdo positiva para compostos lipofilicos, reagente
Sundan 1V; J. Reacdo positiva para compostos lipofilicos, reagente Sundan Black; L.
Reacdo positiva para compostos fendlicos, reagente Dicromato de potassio. M. Reacéo
positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI. N-R. Tricomas capitados Tipo
1. N. Reacdo positiva para compostos lipofilicos, reagente Sundan I11; O. Reacao positiva
para compostos lipofilicos, reagente Sundan Black. Reacdo positiva para lipidios acidos,
reagente Sulfato azul do Nilo. Q. Reacdo positiva para compostos fenolicos, reagente
Cloreto férrico; R. Reagdo positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI.
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Figura 9. A-O. Testes histoquimicos aplicados na lamina foliar de Gymneia interrupta. A-J.

Tricomas glandular capitados Tipo Ill. A-D. reacdo positiva para compostos
lipofilicos; A. reagente Sudan IV; B. regente Sudan IlI; C. reagente Stenmeitz; D.
reagente Sudan Black; E. reacdo positiva para lipidios neutros (rosa, seta), lipidios acidos
(azul), reagente Sulfato azul do Nilo. F-I. reagdo positiva para compostos fenélicos;
F. reagente Dicromato de potassio; G. reagente Cloreto férrico; H. reagente Stenmeitz;
l. reagente sulfato ferroso e formalina. J. Reacdo positiva para terpenos (6leo essencial),
reagente NADI. K-L. Tricomas glandulares capitado Tipo IV, reacdo positiva para
terpenos (6leo essencial), reagente NADI. M. Tricoma glandular capitado Tipo V, reacédo
positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI. N. Tricoma glandular capitado
Tipo VI, reacdo positiva para terpenos (6leo essencial), reagente NADI. O. tricoma
glandular capitado Tipo VII, reacdo positiva para terpenos (6leo essencial), reagente
NADI.



61

4.4 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

As analises dos cromatogramas dos 6leos essenciais das amostras foliares de G.
interrupta, coletadas em campo (PN), cultivo in vitro (CV), plantas aclimatizadas (PA) e
plantadas no solo ap6s 30 dias de aclimatizagdo (CA), obtiveram os seguintes rendimentos:
0,07% para amostras (PN), 0,02%, em (CV), 0,08% em PA e 0,03% (CS), respectivamente.
Observa-se com esses resultados, que os melhores rendimentos foram para as amostras de
PA e PN, respectivamente e, o menor rendimento nas amostras (CV). As variacdes
observadas no rendimento dos dleos essenciais das amostras foliares de G. interrupta, podem
ser interpretadas como uma resposta adaptativa da planta frente as condigcdes de cultivo,
associado a outros fatores ambientais como por exemplo, incidéncia de luz e temperatura.

Foram identificados 48 compostos, descritos detalhadamente na Tabela 14. Foi
observado o predominio de sesquiterpenos nas amostras (CV)(67,44%), sesquiterpenos
oxigenados nas amostras (PA) (53,06%); nos monoterpenos e monoterpenos oxigenados nas
amostras (CV), (7,42% e 3,32%, respectivamente). Observa-se uma diferenca incomum
entre as amostras de sesquiterpenos (CV) e amostras (PN), onde o teor de sesquiterpenos das
amostras (CV), aumentou quando comparando com as (PN) (34,48%). O mesmo ocorrendo
com 0s monoterpenos, as amostras (CV), teve um aumento significativo comparado com as
(PN) (1,22%). Estes resultados demonstram, que estes compostos em G. interrupta, sao
diretamente influenciados pelas condic¢des do local e 0 modo de conducdo da cultura. Essas
alteracdes na composicdo quimica e rendimento do Gleo essencial ocorrem devido aos
mecanismos de defesa realizados pelas plantas medicinais e aromaticas. Ageel et al. (2023),
demonstraram, que a producdo de 6leos essenciais e dos seus metabdlitos secundarios sao
influenciados por fatores bidticos e principalmente abi6ticos, como temperatura, radiacdo
UV-B, composicdo do solo (com alta ou baixa salinidade ou metais pesados) e estresse por
seca, que sdo fatores suscetiveis de serem controlados, no caso do cultivo in vitro (Taiz et
al., 2017; Alves et al., 2022). Ao se adaptarem as condi¢des ambientais adversas, as plantas
modificam sua composi¢cdo quimica sem afetar seu fendtipo, dando origem a uma grande
variedade genética entre as espécies com compostos bioativos diferentes (Mccioni et al.,
2021).

Neste viés, Botrel et al. (2010), verificaram diferencas significativas no

rendimento e na composicdo volatil de Hyptis marrubioides (planta nativa), cultivadas no
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campo e em casa de vegetacdo. O constituinte quimico majoritario do 6leo das plantas de
campo foi o germacra-4 (15),5,10(14)-trien-1a-ol, enquanto e das plantas de casa de
vegetacdo o y-muuroleno. Essa explicita diferenca revela que o ambiente de cultivo é um
fator importante para o teor e a composi¢do quimica do 6leo volatil de plantas de H.
marrubioides. Em Salvia ssp., Tibaldi et al. (2022), demonstraram que a propagacao in vitro
e 0 processo de pds-colheita nestas espécies interferiram no teor da composicdo do 6leo
essencial destas espécies.

Para atender a crescente demanda de matéria-prima das inddstrias farmacéuticas,
ha necessidade de melhorar o cultivo das plantas in vitro com abordagens biotecnoldgicas
com objetivo de aumentar o conteGdo de metabdlitos secundarios com potencial
farmacéutico. Em G. interrupta houve aumento significativo na producdo de Germacreno
D no cultivo in vitro. Varias técnicas de cultivo in vitro (por exemplo, micropropagacéao)
com diferentes elicitores bidticos (por exemplo, Aspergillus flavus) e abidticos (por exemplo,
luz, temperatura, radiacdo, suplementacdo de meios basais com diferentes tipos de
Reguladores de Crescimento Vegetal como 6-benzilaminopurina (BAP) isoladamente ou em
combinacdo com &cido indol acético (AlIA) ou acido indolbutirico (AIB), aumentam o
rendimento de metabolitos secundarios (Shasmita et al., 2023; Asadollahei et al., 2022). O
OE de Vitex ferruginea é rico em Germacreno D o que exibiu atividade antifingica

(potencial farmacéutico) (Cabral et al., 2008).

Os trés componentes majoritarios para amostras foram as seguintes:

v' Plantas nativas: Espatulenol (8,31%), a-cadinol (7,54 %), Shyobunol (6,77%).

v Cultivo in vitro: Germacreno D (26,96%), B-cariofileno (12,01%), Biciclogermacreno
(8,47%).

v" Plantas aclimatizadas: Germacreno D (12,24%), Shyobunol (9,22%), Argentilactona
(8,41%).

v" Plantadas no solo, 30 dias ap6s aclimatizagédo: Shyobunol (14,85%), &-cardineno
(8,64%), Germacreno D (7,85%).
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Tabela 14. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de partes aéreas de Gymneia interrupta
obtidos de folhas coletadas em campo (PN), cultivada in vitro (CV),
aclimatizadas (PA) e 30 dias plantadas no solo apos aclimatizagéo (CS).

Substancias IK % (PA) : %(CV) : % (PA) (CS)

Octen-3-ol 979 1,18 - 1,14 1,81
Limoneno 1029 1,22 7,42 0.57 2,83
Linalol 1096 1,92 3,32 0,61 0,70
Isoborneol 1160 0,43 - - -

Mirtenol 1195 0,25 - 1,06 0,36
Carvona 1243 0,22 - - -

J-Elemene 1338 0,82 1,23 1,14 0,97
a-Copaeno 1376 0,84 1,43 0,89 0,37

B-Bourboneno 1388 0,90 - 0,49 0,21

B-Elemeno 1390 2,47 1,77 2,64 2,20

Cipereno 1398 - 0,78 . )

a-Gurjuneno 1409 11,33 - 0,72 0,68

p-Cariofileno 1419 4,73 12,01 7,61 3,35

B-Copaeno 1432 :0,33 - 0,48 0,17

a-trans-Bergamoteno 1434 0,68 i 0,60 0,21

a-Humuleno sesquiterpeno 1454 145 3,39 2,50 1,05

Allo-Aromadendreno 1460 1,03 1,10 1,62 0,64

v-Muuroleno 1479 0,41 0,61 0,32 0,20

Germacreno D 1481 6,04 26,96 12,24 7,85

y-Amorfeno 1495 0,16 1,43 - -

Biciclogermacreno 1500 ;4,87 8,47 7,00 6,37

a-Muuroleno 1500 1,12 0,97 0,56 0,64

y-Cadineno 1513 1,15 0,68 0,90 0,82

7-epi-a-Selineno 1522 - 0,57 - -

0-Cadineno 1523 5,90 6,04 5,31 8,64
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a-Cadineno 1538 0,25 - - -
Germacreno B 1561 - - - 0,36
Palustrol 1558 11,32 - 0,50 0,55
Germacreno-D-4-ol 1575 - 0,50 4,97 5,56
Espatulenol 1578 1831 - - -
Oxido de cariofileno 1583 16,56 - 2,24 -
Globulol 1590 3,06 0,89 1,38 1,63
Ledol 1602 : 2,97 - 1,03 1,43
Epoxido de humuleno 11 1608  : 1,80 - - -
1,10-di-epi-Cubenol 1619 : 0,30 - - 0,32
1-epi-Cubenol 1628 10,76 - 0,27 0,53
epi-a-Muurolol 1642 15,78 - 391 5,45
a-Muurolol (=Torreyol) 1646 1,52 7,51 1,02 1,37
a-Cadinol 1654 17,54 5,61 8,11
Argentilactona 1666 3,29 - 8,41 -
14-hidroxi-9-epi-(g)Cariofileno 1669+ 1,57 2,96 - -
Mustakone 1677 0,64 - - -
Khusinol 1680 - - - 2,71
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-g-ol : 1686 0,64 - - -
Eudesma-4(15),7-dien-1p-ol 1688 - - 0,81 -
Shyobunol 1689 (6,77 - 9,22 14,85
Amorfa-4,9-dien-2-ol 1700 0,49 - - -
Op|opanona 1740 0,28 - - -
Monoterpenos 1,22 7,42 0,57 2,83
Monoterpenos oxigenados 2,82 3,32 1,67 1,06
Sesquiterpenos 34,48 67,44 45,02 34,73
Sesquiterpenos oxigenados 53,06 1186 3937 4251
6,69 9,95 12,21 17,06

Nao identificados (NI)
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Total 99,45 99,99 99,5 100

Rendimento 0,07 0,02 0,08 0,03

Nota: 2 compostos quimicos listados de acordo com o tempo de retencdo. Percentual obtido por CG-EM.
*NI=Composto ndo identificado. IK = indice de Kovat da literatura (ADAMS, 2017).

Os componentes encontrados simultaneamente em as amostras foliares de G.
interrupta, foram, limonemo, linalol, 3-clemene, a-copaeno, B-elemeno, B-cariofileno, a-
humuleno, allo-aromadendreno, y-muuroleno, germacreno D, biciclogermacreno, a-
muuroleno, y-cadineno, 7-epi-a-selineno, 4-cadineno, globulol e a-muurolol. A literatura
traz, que alguns destes componentes, apresentam atividades biolégicas, como o0s
monoterpenos, limonemo, linol e carvona, com acdo anti-inflamatoria, antinociceptiva,
vasorrelaxante, ansiolitica, antidepressiva, sedativa e anti-hipertensiva (Brito et al., 2023),
aléem de propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antifungicas, anti-inflamatorias,
anticancerigenas e inseticida (Alves et al., 2022). Enquanto, 0s sesquiterpenos como
biciclogermacreno, y-muuroleno, p-carofileno e allo-aromadendreno, atividades
antifangicas, antimicrobianas, antioxidante, anti-inflamatéria e potencial antipsicético e
bioherbicida (Karpinski, 2020; Bridi et al., 2021; Tambeli et al., 2023).

Os compostos como limoneno, linalol, pinenos (a-B), borneol, Isoborneol,
cariofileno podem ser comuns ao perfil quimico de espécies Lamiaceae (Mena et al., 2020).
Dentre eles, pelo menos trés sdo encontrados nos 6Oleos essenciais de Thymus vulgaris,
Lavandula spp. e Rosmarinus officinalis (Nunes et al., 2021; Mendes et al., 2022).

Os compostos B- elemeno, 6-elemeno e a-humoleno, foram identificados no 6leo
essencial de outras espécies do género Hyptis spp., com atividades antimicrobiana e
anticancerigena (Sedano-Partida et al., 2020). Varios autores tém proposto em seus estudos
ao longo de décadas, que os monoterpenos e sesquiterpenos sao 0s componentes principais
dos 0leos essenciais desta familia (Harley & Reynolds, 1992; Falcdo & Menezes, 2003;
Sedano-Partida et al., 2020; Zhang et al., 2020; Bridi et al., 2021; Zahid et al., 2021; Plugatar
et al., 2023).

Para 0s componentes quimicos majoritarios totais, Germacreno D (26,00%),
Shyobunol (14,85%), B-cariofilene (12,01%) e &-cardineno (8,64%), foram encontrados na
literatura atividades biologicas de interesse farmacol6gico como atividades antioxidante,
anti-inflamatorio, antimicrobiano, antiemético, antifingico, inseticida (contra Aedes
aegypti) (Saraiva Filho et al., 2020; Silva et al., 2021).
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Outros componentes minoritarios como, epdxido de humuleno 11, mustakone,
mirceno e f-bourboneno podem promover atividade antibacteriana, ansiolitica, analgésica e
antitumoral (Costa, 2017; Wang et al., 2018; Santos et al., 2021).

Os componentes, isoborneol, carvona, a-cadineno, espatulenol, epoxido de
humuleno 1, mustakone, 54(15),5,10(14) -trien-1-a-ol-germacra, 4,9-dien-2-ol-amorfo e
oplopanona, foram identificados apenas nas amostras coletadas em campo (PN). Cabe
destaque, o espatulenol, com atividade larvicida (Magalhdes et al., 2010), atividade
neuroprotetora recuperando células danificadas e membranas mitocondriais, potencial
farmaco para doencas como neuroblastoma e Parkinson (Mahalakshmi et al., 2021).
Enguanto, o sesquiterpeno cipereno e 7-epi-a-selineno, apenas nas amostras cultivadas in
vitro, khusinol, nas amostras de plantadas no solo, apos 30 dias de aclimatizacdo. Seguindo
este panorama, alguns trabalhos avaliaram o potencial das atividades antifungicas |,
inseticida, antidiurética destes componentes (Zaki & Salleh, 2020; Silva et al., 2021; Nur et
al., 2022).

Ensaios bio-guiados em patégenos humanos como Trypanosoma cruzi,
Plasmodium falciparum, Leishmania amazonensis e Leishmania panamensis, levaram a
identificacdo do composto argentilactona, isolado a partir do 6leo essencial de H. ovalifolia
Benth (syn. Gymneia interrupta), o qual foi identificado como sendo responsavel pela
atividade antifingicas da espécie (Oliveira et al., 2004). O Argentilactona, foi encontrado
nas amostras de PN (3,29%) e PA (8,41%).

Lima et al. (2023), relataram que 0s Gleos essenciais extraidos de diferentes
Orgaos e de Hyptis crenata Pohl ex Benth., coletadas na Amaz6nia, tem como principais
compostos quimicos identificados, os monoterpenos, 1,8-cineol, limoneno, pinano (o-
pineno, B -pineno), seguidos pelos sesquiterpenos, cariofilano e (E)-cariofileno. Amostras
coletada na ilha do Marajo - Para, os monoterpenos pinano (a-pineno ¢ -pineno) , 1,8-
cineol, canfora, e limoneno, seguido dos sesquiterpenos E-cariofileno e a-longipineno,
foram os de maior abundancia. Souza et al. (2021), relataram que o 6leo de H. crenata do
nordeste do Brasil foi rico em canfora, 1,8-cineol (19,80%) ¢ a-pineno (15,40%). Em comum
todos esses dleos apresentaram potencial antimicrobiano, fungicida, citotéxico, anti-HIV,
inseticida, larvicida e antidepressiva.

Esses dados mostram a diversidade de compostos quimicos presente em G.
interrupta e na familia Lamiaceae. Sinalizam ainda, a necessidade de ampliar o

conhecimento cientifico sobre as espécies nativas do Brasil. Nota-se que a dificuldade de
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pesquisas que investiguem os possiveis potenciais das plantas medicinais e a valorizagdo do

conhecimento em torno de espécies nativas as torna cada vez mais vulneraveis.

4.5 ATIVIDADE LARVICIDA

A Concentragao Letal 50 (CLso) representa a dose necessaria de uma substancia
para provocar a mortalidade de 50% de uma populacdo-alvo, sendo amplamente utilizada
em estudos toxicoldgicos para avaliar a eficacia de compostos larvicidas. Quanto menor o
valor de CLso, maior a toxicidade do composto, indicando sua eficacia biologica em baixas
concentragdes. De acordo com Komalamisra et al. (2005), 6leos essenciais com CLso inferior
a 100,00 pg-mL"! sdo considerados biologicamente ativos, e altamente ativos quando o valor
¢ inferior a 50,00 pg-mL™".

Conforme os dados apresentados na Tabela 15, os 6leos essenciais extraidos das
partes aéreas de Gymneia interrupta, provenientes tanto de plantas nativas coletadas em
campo (PN) quanto de plantas aclimatizadas oriundas da micropropagacédo (PA),
apresentaram CLso de 46,76 pg-mL™" e 48,10 ug-mL™, respectivamente. Esses valores
caracterizam ambos 0s extratos como altamente ativos contra larvas de terceiro instar de
Aedes aegypti, vetor de doengas como dengue, zika e chikungunya. A auséncia de diferenca
estatistica significativa entre as amostras reforca a manutencéo da atividade biologica ap6s

o cultivo in vitro e aclimatizacao.

Tabela 15. Resultados do teste larvicida dos 6leos essenciais extraidos das partes aéreas de
Gymneia interrupta, provenientes tanto de plantas nativas coletadas em campo
(PN) quanto de plantas aclimatizadas oriundas da micropropagacéo (PA).

AMOSTRAS CLso (+ IC 95%) pg.mL™ CLgo (= IC 95%) pg.mL™
PN 46,76 (42,94 —50,59) 83,03 (77,26 — 88,90)
PA 48,10 (42,92 - 53,23) 79,51 (72,15 - 86,88)

* IC 95%: intervalo de confianca da [CLso] e [CLgo] a 95% de significancia. CL: Concentracao Letal.

Estudos prévios reforcam o expressivo potencial larvicida de espécies da familia
Lamiaceae. Martins et al. (2021) relataram uma CLso de 40,60 pg-mL™" para microparticulas
do 6leo essencial de Melissa officinalis, enquanto Pereira et al. (2018) reportaram CLso de
28,00 pg'mL™! para Vitex gardneriana, cujos constituintes majoritarios incluiram cis-

calameneno, 6,9-guaiadieno e 6xido de cariofileno. Hypenia irregularis, espécie endémica
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do Cerrado, também demonstrou atividade larvicida significativa (Possel et al., 2020). De
forma semelhante, Origanum vulgare (CLso = 37,50 ug-mL™!) e Thymus vulgaris (CLso =
38,90 ug-mL™") apresentaram resultados promissores, conforme demonstrado por Oliveira
et al. (2021), enquanto Origanum majorana obteve CLso de 62,81 pg-mL™! apos 24 horas de
exposicédo (Chaves et al., 2020).

RevisGes recentes também destacam compostos-chave com acgdo larvicida
presentes em espécies de Lamiaceae. Zaki & Salleh (2020), ao analisarem o género Vitex,
apontaram B-cariofileno, germacreno D, limoneno, 1,8-cineol e espatulenol como principais
metabolitos com atividades larvicida e inseticida. Resultados semelhantes foram obtidos por
Marques et al. (2021) em espécies da Caatinga, e por Gupta & Gupta (2022), que
identificaram CLso entre 11,97 e 76,61 pg-mL™ em cinco espécies de Lamiaceae. Moola et
al. (2023) e Salifou et al. (2020) evidenciaram a eficacia de diferentes quimiotipos de
Mesosphaerum suaveolens, com CLso variando entre 1,55 ¢ 66,49 pg-mL™'. Rattan (2023)
revisou os géneros Mentha, Ocimum, Stachys, Thymus e Vitex, apontando CLso de 20,11 a
40,60 ng-mL™! para Stachys. Adicionalmente, estudos com Tetradenia riparia relataram
CLso entre 29,31 e 40,76 ug-mL™' (Oliveira et al., 2022) e até 1,56 ug'mL™' com f-
cariofileno entre os principais constituintes — composto este também identificado no 6leo
essencial de G. interrupta.

A consisténcia dos dados obtidos para G. interrupta, mesmo entre plantas
oriundas de diferentes condi¢bes (campo e aclimatizadas), sugere que a biossintese de
compostos volateis com acgdo larvicida ndo foi comprometida pelo cultivo in vitro, o que
reforca a viabilidade de sua multiplicacdo via micropropagagdo com fins biotecnologicos.
Ademais, o perfil quimico do 6leo essencial, rico em B-cariofileno, germacreno D e
biciclogermacreno, coincide com 0s compostos majoritarios descritos em diversas espécies
com comprovada acao larvicida. O ineditismo deste estudo e a elevada atividade observada
colocam G. interrupta como uma promissora candidata para o desenvolvimento de larvicidas
naturais, contribuindo com alternativas sustentaveis no combate ao Aedes aegypti e

fortalecendo estratégias de conservacdo da biodiversidade do Cerrado e Amazonia.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu a consolidagdo de um protocolo eficiente de
micropropagacdo para Gymneia interrupta, espécie endémica dos dominios
fitogeograficos Cerrado e Amazdnia, com reconhecido potencial etnofarmacoldgico.
A germinacéo in vitro foi favorecida pela aplicagdo de acido giberélico (GAs), com
destaque para a concentragdo de 578,00 uM. O meio de cultura WPM demonstrou
melhor desempenho para o estabelecimento inicial das plantulas, sendo também
economicamente viavel.

Durante a fase de multiplicacdo, as concentragdes de 0,75 e 1,00 mg-L' de BAP
promoveram maior numero de brotacbes por explante. O enraizamento foi
significativamente incrementado com o uso de AlIB nas concentracfes de 1,00 e 1,50
mg-L'. Na etapa de aclimatizagdo, a maior taxa de sobrevivéncia e o melhor
desenvolvimento vegetativo foram observados na combinacdo de mudas com raizes
longas cultivadas no substrato T3 (2:1:3 de Terral Solo®, terra de barranco e areia).
A anélise micromorfoldgica revelou a presenca de tricomas glandulares do tipo
peltado e capitado nas folhas, tanto de plantas nativas quanto de plantas
micropropagadas. Os testes histoquimicos indicaram a presenca de lipidios, 6leos
essenciais, terpenoides e compostos fendlicos nos tricomas, evidenciando seu papel
na producdo e armazenamento de metabdlitos secundarios.

A composi¢do quimica do 6leo essencial, determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), apresentou como constituintes
majoritarios o [-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno. A atividade
larvicida frente a larvas de terceiro instar de Aedes aegypti foi classificada como
altamente ativa, com CLso inferior a 50 pg-mL™', tanto nas amostras provenientes de
plantas coletadas em campo quanto nas aclimatizadas.

De forma inédita, o estudo confirma o potencial biotecnoldgico de G. interrupta
como fonte de compostos naturais com atividade inseticida, além de demonstrar a

viabilidade de sua propagacdo em larga escala por meio da cultura de tecidos



70

vegetais. Os resultados contribuem significativamente para estratégias de
conservacéo ex situ e para o desenvolvimento de produtos naturais com aplicacéo no

controle vetorial, aliando conservagdo da biodiversidade a inovagao cientifica.
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