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RESUMO

A planta Lippia dulcis, da familia Verbenaceae, ¢ conhecida como “erva dos astecas’ no México e
"capim doce" no Brasil. Seu cha ¢ utilizado no tratamento de tosse e bronquite, e devido seu sabor e
aroma adocicado também ¢ utilizado como adogante natural. Apesar do uso tradicional, ha escassez de
estudos cientificos sobre suas potencialidades. A micropropagac¢ao in vitro ¢ uma técnica que permite
estudar o comportamento da L. dulcis, em condigdes laboratoriais controladas. Objetivou-se avaliar os
efeitos dos diferentes comprimentos de onda no crescimento in vitro da L. dulcis. O estudo, conduzido
no Laboratorio de Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa Amazodnia Oriental, utilizou
explantes de plantas micropropagadas in vitro. Os explantes (segmento nodal) foram inoculados em
tubos contendo 10 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962). Os meios foram suplementados com
sacarose (30,0 g.L "), o pH foi ajustado a 5,7 = 0,1 e em seguida gelificados com ‘Phytagel’ (3,0 g.L-
1. Apéds a inoculagio, os tubos foram acondicionados em sala, temperatura de 25 + 1°C em 4 diferentes
comprimentos de onda: LED branca: tratamento 1: 26 pmol.m?.s™!, LED verde: tratamento 2: 15
umol.m™2.s!, LED azul: tratamento 3: 23 umol.m™.s™!, LED amarelo: tratamento 4: 13 umol.m?.s™'. O
fotoperiodo foi de 12 horas/dia. Durante 90 dias, as alturas das plantulas e o nimero de brotos foram
mensalmente avaliados. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC). Apesar da
baixa diferenga estatistica, na altura dos brotos, os tratamentos branco, verde e amarelo se destacam
tendo maiores médias. Sobre as médias de brotagdo ndo ocorreu diferenca estatistica. Os diferentes
comprimentos de ondas também afetam os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides na espécie
avaliada. Para a clorofila total os tratamentos branco ¢ azul apresentaram as maiores concentragdes
ocorrida.

Palavras-chave: Cultura de tecidos vegetais. Plantas medicinais. Biotecnologia vegetal.
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1 INTRODUCAO

A familia Verbenaceae reune aproximadamente 36 géneros ¢ 1.000 espécies com distribui¢ao
pantropical (SOUZA; LORENZI, 2012). As espécies de Verbenaceae sdao bastante conhecidas
cientificamente por possuirem constituintes quimicos com importantes propriedades bioativas
(ROCHA et al., 2022). Dentre os géneros dessa familia, Lippia se destaca devido ao seu potencial
fitoquimico e uso medicinal (PINTO et al., 2005). No Brasil, tal importancia na medicina popular se
relaciona ao potencial uso das espécies de Lippia para o tratamento de dores estomacais, gastrites,
maléria, febre, anemia, hipertensdo, enxaqueca, intoxicagdo e como calmante e sedativo
(RODRIGUES; ANDRADE, 2014; VASQUEZ; MENDONCA; NODA, 2014; ARAUJO; LEMOS,
2015; MOURA et al., 2016).

Dentre estas espécies, a L. dulci Trevir se destaca como uma das plantas medicinais mais
antigas, da familia Verbenaceae, usadas pela humanidade (CONTRERAS-PUENTES et al., 2022). Em
termos botanicos, tal espécie ¢ morfologicamente classificada com habito herbaceo, medindo entre 15
e 60 cm de altura, quando adulta; as folhas tém peciolos de 1 a 2 cm, com ldmina oval; e a
inflorescéncia ¢ em espigas, do tipo oval ou oblongo; e o enraizamento ocorre nos nés (O'LEARY;
MULGURA, 2012). Ademais, trata-se de uma planta aromatica e medicinal, cujas folhas e flores
apresentam forte sabor adocicado em razao da presenga de um composto quimico sesquiterpenoide
chamado hernandulcina, além de outros, como os sesquiterpenos oxigenados do tipo bisabolano e pi-
a-bisabolol (GERMANO et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024), o que pode variar significativamente de
acordo com a origem geografica da planta, entre outros fatores (CASTILLO et al., 2024).

Na regido amazonica do Brasil, a planta L. dulcis ¢ conhecida popularmente como capim-doce,
sendo utilizada como tranquilizante e no tratamento de diabetes (RIBEIRO et al., 2024). Entretanto,
em outros estudos, L. dulcis teve uso reportado para o tratamento da tosse e bronquite e como anti-
inflamatério (COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN, 1986; PEREZ et al., 2005). Ressalta-se ainda
que, embora haja uso dessa espécie na medicina popular, existe a possibilidade do emprego de L.
dulcis, como adogante, com baixa propriedade cariogénica, e aditivo em alimentos e formulagdes de
produtos farmaceéuticos e produtos de higiene bucal (COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN, 1986).
Por sua vez, Castillo et al. (2024), ao verificarem a auséncia de canfora no 6leo essencial de
quimiotipos de L. dulcis, no Equador, sugeriram que isto seja indicativo promissor para o uso
sustentavel dessa espécie como adogante natural e ndo cariogénico.

Neste contexto, torna-se importante frisar que estudos sobre as técnicas de propagacdo de uma
espécie vegetal consistem em um dos pontos primordiais para a introducao de uma cultura para fins

comerciais, porém, sdao encontrados poucos trabalhos, na literatura, a respeito do processo de
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desenvolvimento e propagacdo de L. dulcis (RIBEIRO et al., 2022). Neste viés, evidencia-se a
importancia da micropropagacao como uma alternativa viavel no cultivo de plantas medicinais, visto
que permite a obtengdo de muitas plantas com autenticidade varidvel em qualquer época do ano
(NICOLOSO et al., 2001). Essa técnica trata de uma biotecnologia in vitro de multiplicagdo rapida de
plantas de elite, utilizando métodos modernos de cultura de tecidos vegetais, sendo muito aplicada nas
industrias agricola, horticola e florestal (MORAES; CERDEIRA; LOURENCO, 2021).

Apesar da relevancia dessa técnica, as informagdes cientificas sobre plantas medicinais
crescem em um ritmo pouco intenso em relacdo aos métodos de propagacao, manipulagdo in vitro e
producdo de metabolitos de interesse economico (MORALIS et al., 2012), inclusive para a espécie L.
dulcis. Entretanto, os esforcos para o desenvolvimento de protocolos de micropropagacdo visam
basicamente a superacdo de limitagdes nas variadas etapas do cultivo in vitro das plantas, que
dependem de varios fatores e precisam de estudos especificos para supera-los em cada espécie vegetal
cultivada (ALMEIDA et al., 2016). Dentre estes fatores, a intensidade de luz e a temperatura sio
determinantes para o sucesso do cultivo in vitro, os quais sao realizados de forma artificial com salas
fechadas e climatizadas, com iluminagao a partir de lampadas de Diodo Emissor de Luz (LED) ou
fluorescentes (SILVA et al., 2016; SILVA et al., 2023).

Neste sentido, cita-se o estudo de Rocha et al. (2022), que avaliou o efeito de diferentes
intensidades e comprimentos de onda de luz na morfogénese sobre mudas de L. dulcis cultivadas in
vitro, cujos resultados indicaram que as condi¢des ideais de cultivo in vitro para L. dulcis sdo
alcangadas sob maior intensidade de luz (139 umol m 2 s '), enquanto as combinagdes de espectros
de luz 50%Azul: 50%Vermelha e 30%Azul: 70% Vermelha resultaram na propaga¢do de mudas com
melhores condigdes para a fase de aclimatacdo. Por sua vez, Guedes et al. (2023) que, utilizando as
técnicas de micropropagagdo, verificaram que os tratamentos com diferentes irradidncias luminosas
(35, 45 e 75 pmol m s!) de 1ampada LED branca ndo inibiram a capacidade de desenvolvimento de
plantulas de L. dulcis, e consequentemente, nao afetando diretamente a altura das plantas conservadas
in vitro.

Diante do exposto, torna-se importante dar continuidade aos estudos sobre a técnica de
micropropagacdo de L. dulcis avaliando os diferentes efeitos da luz sobre o desenvolvimento in vitro
de espécies potenciais para processos biotecnoldgicos, como a L. dulcis. Neste caso, busca-se
preencher lacunas em relacdo as melhores condi¢des para a aclimatacdo de capim doce durante a
micropropagacao, utilizando LEDs com diferentes comprimentos de onda, pois de acordo com Stefanel

et al. (2020), os LEDs sdo considerados uma opg¢do bastante promissora em laboratorios de
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micropropagacao, resultando na qualidade das plantas cultivadas. Deste modo, o objetivo do presente

trabalho avaliou a influéncia de LEDs sobre o capim-doce (Lippia dulcis Trevir.) em cultivo in vitro.

2 METODOLOGIA
O estudo foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Recursos Genéticos (LBRG), da
Embrapa Amazoénia Oriental, localizada em Belém, estado do Para. Os explantes utilizados neste

estudo foram obtidos de plantas micropropagadas in vitro, pertencentes ao LBRG.

2.1 DIFERENTES COMPRIMENTOS DE ONDA

Foram realizados 4 tratamentos (diferentes comprimentos de onda). Os explantes foram
inoculados em tubos contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). Os meios foram
suplementados com sacarose (30,0 g.L™!), o pH foi ajustado a 5,7 + 0,1 e em seguida gelificados com
‘Phytagel’ (3,0 g.L"). Apés a inoculagio, os tubos foram acondicionados em uma sala com temperatura
de 25 + 1°C em 4 diferentes comprimentos de onda: LED branca: tratamento 1: 26 pmol.m?.s!, LED
verde: tratamento 2: 15 pmol.m?s?!, LED azul: tratamento 3: 23 pmol.m?.s?!, LED amarelo:
tratamento 4: 13 umol.m?.s™!. O fotoperiodo foi de 12 horas/dia.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos e 4
repeticoes, contendo um explante por tubos. Durante 90 dias, mensalmente, foram avaliados as alturas

das plantulas (medicdo direta com régua graduada) e o nimero de brotos.

2.2 QUANTIFICACAO DE CLOROFILA E CAROTENOIDES

Apos a 3% avaliagdo, foram realizadas analises para a quantificacao de clorofila e carotenoides,
e a quantificacdo foi realizada de acordo com o método de Lichthenthaler (1987). Foram utilizadas
uma amostra de cada tratamento com aproximadamente 100 mg do tecido foliar e 50 mg de CaCOs,
em seguida foi acrescentado 5 mL de acetona 80% como solvente para a maceragdo com ajuda do
almofariz e pistilo de porcelana.

Apoés a maceracdo, os extratos das amostras foram centrifugados a 6.000 rpm, durante 10
minutos a 10°C. Apds a centrifugag@o, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para tubetes
envoltos de papel aluminio, acrescentando mais acetona a 80% para completar o volume de 15 mL
(LICHTHENTHALER, 1987).

A leitura de absorbancia foi feita com um espectrofotometro em 3 comprimentos de onda

diferentes: 663 nm, 646 nm ¢ 470 nm. Para obter os valores reais das concentracdes de clorofila e
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carotenoide em mg L', foram necessarios realizar o célculo com as seguintes formulas

(LICHTHENTHALER., 1987).

Clorofila a = C, = 12,25 A¢63,2 — 2,79 Ac46,8
Clorofila b = Cp = 21,50 As46,8 — 5,10 Ase3,2
Clorofilas totais = C+p) = 7,15 As63,2 + 18,71 As46.8
Carotendides (xantofilas + carotenos) = (1000 A470 — 1,82 C, — 85,02 C;) / 198

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca das amostras foi calculada com a utilizagdo do software BioEstat versdo 5.3.
(AYRES et al., 2007). Para verificar a normalidade dos dados, foi usado o teste de Shapiro-Wilk. As
médias foram comparadas pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (Dunn). O valor do nivel de

significancia foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISE PARA ALTURA E NUMERO DE BROTOS DA ESPECIE LIPPIA DULCIS

As diferentes qualidades de luz afetaram o crescimento das plantulas de Lippia dulcis Trevir.
Em relagdo a altura média das plantulas, na avaliagdo de 30 dias, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos (Tabelal).

Na Tabela 1, para a avaliacdo de 60 e 90 dias, o tratamento verde apresentou maior média,
passando de 11,87 cm para 12,75 cm, enquanto o tratamento azul apresentou a menor media nesse
intervalo de tempo passando de 8,12 cm para 11,05 cm. Os tratamentos branco e amarelo ndo se
diferiram estatisticamente do tratamento verde.

Resultados obtidos por Rocha e colaboradores et al. (2022), usando diferentes comprimentos
de onda, tiveram efeito significativo no crescimento in vitro da L. dulcis e demonstraram que o

comprimento de luz verde houve maior estiolamento das plantulas no intervalo de 45 dias de cultivo.

Tabela 1. Valores médios da altura (cm) de Lippia dulcis os 30, 60 e 90 dias.
Altura (cm)

Tratamentos 30 dias 60 dias 90 dias
BRANCA 457+132a 9,92+1,69a 11,87+ 0,25 a
VERDE 6,10+2,27a 11,87+ 0,25 a 12,75+ 0,50 a
AMARELO 6,42+1,49a 11,62+ 0,48 a 12,25+ 0,28 a
AZUL 3,57+0,57 a 8,12+ 1,55b 11,05+ 1,46b

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis (Dunn) (p<0,05). Fonte: Autores (2024).
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Os diodos emissores de luz (LEDs), sdo vistos como uma 6tima opg¢ao, visto que apresentam
caracteristicas interessantes se comparadas as lampadas fluorescentes. Os LEDSs apresentam alta
eficiéncia na emissdo de luz com baixa emissao de calor, podendo controlar a sua intensidade e
composicao espectral (STEFFANEL, 2020).

Na Tabela 2, em relacdo ao nimero médio de brotos, os resultados nao apresentaram diferenca
estatistica significativa na avaliacdo dos tratamentos na formacgdo de brotagdes nas plantulas. Na
avaliacdo de 30 dias, todos os tratamentos apresentaram valores médios de brotos semelhantes
variando entre 1,75 a 2,25 brotos. Na avaliacao de 60 a 90 dias, os tratamentos apresentaram valores

médios entre 2,00 a 4,00 brotos.

Tabela 2. Valores médios do niimero de brotos de Lippia dulcis os 30, 60 e 90 dias.

Brotos
Tratamentos 30 dias 60 dias 90 dias
BRANCA 225+05a 2,25+0,5a 30+20a
VERDE 1,75+0,5a 25+1,0a 40+0,816a
AMARELO 1,75+0,5a 2,0+0,0a 35+£129a
AZUL 20+£0,0a 20+0,0a 20+0,0a

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis (Dunn) (p<0,05). Fonte: Autores (2024).

O uso de iluminagdo LED para a micropropagac¢ao rapida e em larga escala de plantas despertou
recentemente consideravel interesse. Pesquisas anteriores comprovaram o impacto positivo das
lampadas LED no desenvolvimento in vitro de espécies como Vaccinium corymbosum (HUNG et al.,

2016), Populus euroamericana (KWON et al., 2015) e Saccharum spp. (FERREIRA et al., 2017)

3.2 AVALIACAO DA QUANTIFICACAO DE CLOROFILA E CAROTENOIDES

Clorofila ¢ um pigmento responsavel por atuar no processo de fotossintese das plantas, e pela
Figura 1, os resultados de clorofila a que apresentaram maiores destaques foram os dos tratamentos
branco e azul, com médias respectivas de 7,53 g/Kg MF e 7,79 g/Kg MF. No que tange a clorofila b,
os tratamentos brancos e azlis tiveram os maiores resultados com médias respectivas de 1,95 g/Kg MF
e 2,00 g/Kg MF. No resultado de clorofila total foi possivel observar que a média dos tratamentos
branco e azul novamente prevalecem com destaque para as médias respectivas de 9,47 g/Kg MF e 9,44
g/Kg MF. Em uma avaliacdo geral para clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofila total, os
tratamentos branco e azul se mostraram os comprimentos de onda que resultaram em melhor
desempenho da espécie Lippia dulcis.

Os carotenoides exercem fungao fotoprotetora nas plantas contra possiveis danos oxidativos, €

pela Figura 1 € possivel observar que teve diferenga estatistica entre os tratamentos.
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Figura 1. Grafico do quantitativo de clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofilas totais para a espécie Lippia dulcis.
Branco Amarelo EAzul mVerde

10

- | I l[
0 I

Clorofila a (g/ Kg MF) Clorofila b (g/ Kg MF)  Carotenoides (g/ Kg MF) Total (g/ Kg MF)

Fonte: Autores (2024).

Uma observagao sobre os resultados obtidos € que os tratamentos branco ¢ azul sdo os mais
indicados quando se objetiva maior producdo de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides
para essa espécie

Um dos fatores que afetam o cultivo in vitro € a luminosidade (RIBEIRO et al., 2022). A luz ¢
fonte de energia para as plantas clorofiladas, essencial para a vida vegetal, interferindo nos processos
morfoldgicos, bioquimicos e anatdmicos. Aspectos de qualidade da luz ou comprimento de onda estdo

relacionados a luminosidade (AL MURAD et al., 2021).

4 CONCLUSAO

Diferentes comprimentos de onda ndo exercem boa influéncia tanto no crescimento quanto na
multiplicag@o das brotagdes da espécie Lippia dulcis. Apesar da baixa diferenca estatistica, a altura das
plantulas nos tratamentos branco, verde e amarelo se destacam apresentando maiores médias. Também
nao ocorreu diferenca estatistica nas médias das brotagdes.

Os diferentes comprimentos de ondas também afetam os teores de clorofila a, clorofila b e
carotenoides na espécie avaliada. Para a clorofila total, os tratamentos branco e azul resultam nas

maiores concentragdes encontradas.
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