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RESUMO

IAREMA, Lourdes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro, 2004.
Lippia filifolia Mart. (Verbenaceae) cultivada in vitro: anatomia foliar,
efeito de irradiancias e de fitorreguladores. Orientador: Wagner Campos
Otoni. Conselheiros: Renata Maria Strozi Alves Meira e Marilia Contin
Ventrella.

O género Lippia (Verbenaceae) possui importancia econdémica devido aos
diferentes usos do 6leo essencial presente em suas espécies, que ocorrem em
grande numero no Brasil. Lippia filifolia Mart. & Schau. é endémica da Cadeia
do Espinhaco, em Minas Gerais, e estd ameacada de extincdo. Plantas
estabelecidas in vitro demonstraram que a espécie é sensivel a mudancas de
ambiente, durante o processo de aclimatacdo. O primeiro objetivo deste
trabalho foi avaliar o cultivo in vitro de L. filifolia, analisando a influéncia de
niveis de irradiancia e de meios de cultivo suplementados com diferentes
reguladores de crescimento, visando subsidiar a producdo de plantas mais
tolerantes a aclimatacdo. Apices caulinares foram cultivados nos meios MSO,
MS + ANA (0,1 mg L"), MS + BAP (0,5 mg L), MS + ANA (0,1 mg L) + BAP
(0,5 mg L™) e, submetidos aos niveis de irradiancia 40, 104 e 172 umol m? s™.
Interacdes significativas entre as variaveis niveis de irradiancia e meios de
cultivo foram obtidas para as caracteristicas concentracdo de carotenodides,
crescimento em altura, numero de brotacdes e area foliar. As clorofilas a, b e
totais foram influenciadas somente pela irradiancia, diminuindo a concentracéo
de acordo com o aumento da irradiancia. O fator meio de cultivo influenciou o
namero e o tamanho das raizes, o peso de matéria fresca da parte aérea e a

concentracdo de antocianinas. Ndo houve interacdo para as caracteristicas
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peso de matéria fresca e seca do sistema radicular e peso de matéria seca da
parte aérea, no entanto, os fatores irradiancia e meio de cultivo, analisados
isoladamente, foram significativos para tais caracteristicas. Os niveis de
irradiancia e os meios de cultivos utilizados influenciaram no desenvolvimento
da parte aérea, mas, ndo comprometendo a sobrevida da planta no decorrer do
experimento. As variagdes nos niveis de irradiancia nao influenciaram a
biossintese de antocianinas, demonstrando que as condi¢des a que L. filifolia
foi submetida, ndo induziram elevados niveis de estresse para as plantas. O
segundo objetivo deste trabalho foi caracterizar anatomicamente, mediante
microscopia de luz e eletrbnica de varredura, a folha de L. filifolia cultivada in
vitro, e identificar por técnicas histoquimicas, as principais substancias
presentes no 6rgdo. As avaliacdes histoquimicas foram conduzidas em material
fresco e em amostras incluidas em resina sintética. A estrutura foliar segue o
padrdo descrito para outras espécies do género, todavia, apresentando
caracteristicas anatdbmicas, geralmente, relacionadas as plantas cultivadas in
vitro, como cuticula delgada, grandes espacos intercelulares, auséncia de
tecidos de sustentacdo e folhas finas. Em ambas as superficies epidérmicas
ocorrem um grande numero de tricomas tectores e secretores. Trés tipos de
tricomas secretores foram observados: o tipo |, caracterizado por 1-2 células
basais, pediculo de 2-3 células e uma cabeca secretora eliptica, constituida por
4-8 células; o tipo Il, possui base e pediculo unicelular e cabeca bicelular
globular; e o tipo Il possui base, pediculo e cabeca esférica todos unicelulares.
Os testes histoquimicos confirmaram a presenca de 6leos essenciais nos
tricomas secretores e por todo o mesofilo; de polissacarideos no tricoma
glandular tipo Il; e sugere a presenca de proteinas na substancia secretada
pelos tricomas glandulares. As reacdes para detectar alcaléides, compostos
fendlicos, amido e ligninas foram negativas. A presenca de substancias
lipofilicas, dentre elas os Oleos essenciais e as oleoresinas, evidencia a grande
importancia do género. A estrutura foliar segue os padrbes relatados para a
familia, contudo, apresentando as caracteristicas anatbmicas relacionadas ao
cultivo in vitro. Estes resultados podem contribuir para melhor compreensao do

comportamento da espécie durante o processo de aclimatacao.
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ABSTRACT

IAREMA, Lourdes, M.S., Universidade Federal de Vicosa, february 2004. In
vitro culture of Lippia filifiolia Mart. (Verbenaceae): leaf anatomy, and
effect of light irradiances and growth regulators. Adviser. Wagner
Campos Otoni. Committee Members: Renata Maria Strozi Alves Meira and
Marilia Contin Ventrella.

The genus Lippia (Verbenaceae) has great economical importance due
to different applications of the essential oils present in several species occurring
in Brazil. Lippia filifiolia Mart. & Schau. is an endemic species of the “Serra do
Espinhaco”, Minas Gerais State, Brazil, and is considered as an endangered
species. Following to the establishment and in vitro propagation of the species,
it proved to be sensitive to the environmental changes that acclimatization
process brings about. This way, the present study was conducted to evaluate
histological and histochemical aspects of in vitro grown plants, and the influence
of irradiance levels and growth regulators on in vitro culture performance of L.
filifolia, aiming to obtain plants more tolerant to the acclimatization process. For
anatomical studies leaf samples were characterized under photonic and
scanning electron microscopy. The histochemical analyses were carried out
using both fresh and hystoresin embedded samples. Apical segments were
cultured onto a semi-solid MS-based medium supplemented with either NAA
(0.1 mg L), BAP (0.5 mg L™), and NAA (0.1 mg L) plus BAP (0.5 mg L), and
submitted to three irradiance levels (40, 104, and 172 umol m? s™). Significant
interactions between irradiance levels and culture were achieved for carotenoid
content, plant height, average shoot number and leaf area. The contents of
chlorophylls ‘a’ and ‘b’ were affected only by irradiance, lessening their

concentrations with increasing irradiance levels. The growth regulator
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composition influenced the number and average size of the roots, the fresh
mass of the aerial parts, and the anthocyanin concentration. For fresh and dry
root weight and aerial fresh weight there was no interaction between irradiance
levels and growth regulator combinations, although when analyzed isolated they
influenced the measured characteristics. The irradiance levels did not affect
carotenoid biosynthesis as revealed by carotenoid contents with increasing
irradiance levels, suggesting that the species tolerates higher irradiance levels
without any prejudice to the development, and may reflect possible positive
effects during acclimatization. The leaf structure fits on the previously described
pattern for the family, however, presenting thin cuticle and mesophyll size, large
intercellular spaces, absence of supporting tissue, though consistent with those
induced by in vitro conditions. In both epidermis surfaces there are a great
number of tector and secretory trichomes. The latter presented three types: type
I, formed by 1-2 basal cells, 2-3 pedicel cells, and an elliptical secretory head
with 4-8 cells; type Il, posses unicellular base and pedicel, and a globular
bicellular head; type Ill, has base, pedicel, and a spherical head, all unicellular.
The histochemical tests confirmed the presence of essential oils within
secretory trichomes and spread throughout the mesophyll; polysaccharides in
glandular trichomes type Il; and suggest the presence of proteins in the
secreted substance by glandular trichomes. The specific reactions for alkaloids,
phenolic compounds, starch and lignins were negative. The presence of
lypophilic substances, among them, essential oils and oleoresins, evidenced the
great importance of the genus. The results may contribute for further work on

acclimatization attempts of the species.



INTRODUCAO GERAL

A familia Verbenaceae inclui, aproximadamente, 2.600 espécies reunidas
em 100 géneros com distribuicdo pantropical, sendo Lippia o quarto maior
género (Cronquist, 1988). Contudo, de acordo com Judd et al. (1999), séo
1.035 espécies distribuidas em 36 géneros, e Lippia € o segundo maior género
da familia. Ambos consideram a familia pertencente a ordem Lamiales. Na flora
dos campos rupestres a familia Verbenaceae se destaca com 0s géneros
Lippia e Stachytarpheta (Mendonca & Lins, 2000). Lippia € um dos principais
géneros da familia que inclui espécies medicinais (Di Stasi & Hiruma-Lima,
2002). O género compreende cerca de 200 espécies, muitas delas aromaticas,
podendo ser herbaceas, subarbustivas ou arbéreas de pequeno porte
(Terblanché & Kornelius, 1996; Pascual et al., 2001). Com ampla distribuicao,
sdo encontradas, principalmente, nas Américas do Sul e Central (Troncoso,
1952), e na Africa Tropical (Terblanché & Kornelius, 1996). O Brasil possui
cerca de 150 espécies, sendo o principal centro de diversidade a Cadeia do
Espinhaco em Minas Gerais e a Chapada Diamantina na Bahia, com algumas

espécies ocorrendo também em Goias (Salimena-Pires, 1991; Salimena, 2000).

Diversos estudos em farmacognosia tém sido realizados com espécies do
género Lippia, sendo os terpendides os principais fitoquimicos observados,
apresentando-se na forma de O6leos essenciais (Craveiro et al., 1981;
Terblanché & Kornelius, 1996; Pascual et al., 2001; Kunle et al., 2003).
Diferentes formas de utilizacdo do 6leo atribuem ao género grande importancia
econbmica (Salimena, 2002). Muitas espécies possuem propriedades
medicinais jA comprovadas (Pascual et al., 2001; Di Stasi & Hiruma-Lima,

2002). O género apresenta um perfil consistente de composicdo quimica,
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atividade farmacolégica e usos populares, sendo utilizadas principalmente as

folhas e flores (Pascual, 2001).

A espécie de Lippia mais estudada quimicamente é L. sidoides (Di Stasi &
Hiruma-Lima, 2002); j& o maior numero de referéncias sobre anatomia
encontrado no género esta relacionado a espécie L. alba (Corréa, 1992;
Ventrella, 2000; Castro, 2001; Tavares, 2003).

Lippia filifolia (Figs.1A-D), é endémica na Cadeia do Espinhaco, em Minas
Gerais. As plantas medem de 0,5 a 1 m de altura e, ocorrem na forma
herbacea, arbustos ou semi-arbustos. Os ramos sdo arométicos e lenhosos,
mas, muito frageis. O formato é tetragonal, com poucas ramificacfes restritas a
porcado superior. As folhas séo filiformes, ternarias ou verticiladas, sésseis,
subtetragonais-filiformes, inclinadas, aromaticas e com coloracdo verde-
brilhante. As flores apresentam calice piloso, bifido e pontiagudo, sendo a

corola amarela ou laranja (Moldenke, 1965).

A regido dos campos rupestres concentra o maior nimero de espécies de
distribuicdo exclusiva, sendo a flora composta, principalmente, de elementos
endémicos tanto para géneros quanto para espécies (Mendonca & Lins, 2000).
Neste local, muitas espécies estdo ameacadas (Salimena-Pires, 1991) ou em
vias de extincdo, em razdo da pequena area que ocupam e da forte acéo

antrépica e/ou do fogo (Mendoncga & Lins, 2000).

Lippia filifolia Mart. & Schau. apresenta potencial no estabelecimento in
vitro, com elevadas taxas de multiplicacdo (Peixoto et al., submetido), no
entanto, apresenta sensibilidade as mudancas ambientais. A cultura de tecidos
torna-se, assim, ferramenta de grande potencial na propagacéo e conservacao
de recursos genéticos, de modo especial, daquelas em vias de extingdo. No
entanto, as plantas cultivadas in vitro crescem em condi¢des especificas, como
elevadas concentracdes de fonte de carbono no meio de cultura, baixas
irradiancias, limitada concentracdo de CO, na fase gasosa e alta umidade
relativa (Galzy & Compan, 1992; Viia et al.,, 1999), resultando em baixo
desempenho fotossintético. Informacdes sobre fotossintese na cultura de
tecidos e os efeitos de alteragces das condi¢des ambientais in vitro podem ser

utilizadas na obtencéo de plantas mais tolerantes a aclimatacao (Lee et al., 1985).



Figura 1. Lippia filifolia em condicbes de campo (A-B) e de casa de

vegetacao (C-D); aspecto geral da planta (A e C); detalhe da parte aérea
(B) e da folha (D).



Os efeitos das variacdes nas condi¢cdes que prevalecem no cultivo in vitro,
em particular, a irradiancia, podem ser utilizados para determinar condi¢cdes de
cultura in vitro otimizadas (Marks & Simpson, 1999). No entanto, poucos
estudos tém sido conduzidos em culturas de Lippia, em resposta as diferentes

condicdes in vitro.

Plantas cultivadas in vitro, frequientemente, exibem peculiaridades no seu
desenvolvimento anatdmico, morfolégico e fisiolégico (Majada et al., 2000). A
anatomia e a ultra-estrutura dessas plantas sdo, geralmente, diferentes
daquelas crescidas em casa de vegetacdo ou de campo (Wetzstein et al.,
1981). Em geral, apresentam-se pouco lignificadas, com células de paredes
pouco espessadas, abundancia de espacos intercelulares, sistema vascular
pouco desenvolvido, e reduzida quantidade de tecidos de sustentacdo
(Donnelly et al., 1985). Apds sua transferéncia para casa de vegetacdo ou
campo, mudancas substanciais na morfologia e na anatomia sdo observadas,
sobretudo, nas caracteristicas epidérmicas, no espessamento da folha, na
diferenciacdo do mesofilo, no numero e na estrutura dos cloroplastos
(Pospisilova et al., 1999). O 6rgao que melhor reflete as variacdes estruturais
dos vegetais sdo as folhas, sendo o local de maior sintese de principio ativo
dentre as espécies estudadas do género Lippia (Corréa, 1992; Ventrella, 2000;
Castro, 2001; Tavares, 2003). Diante disso, a caracterizacdo anatdmica e
histoquimica de Lippia filifolia cultivada in vitro, buscou subsidiar posteriores
estudos comparativos da espécie em condicdes de campo e/ou casa de
vegetacdao, verificando possiveis alteracdes estruturais e histoquimicas. Além
disso, objetivou-se avaliar condi¢cdes de irradiancias associadas a reguladores
de crescimento visando-se aumentar a sobrevida das plantas no processo de

aclimatacéo.
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CAPITULO |

EFEITO DE IRRADIANCIAS E DE FITORREGULADORES NO
DESENVOLVIMENTO in vitro DE Lippia filifolia MART. & SCHAU.



RESUMO

Segmentos apicais do caule de Lippia filifolia Mart. & Schau. foram
cultivados em diferentes meios [MSO, MS + ANA (0,1 mg L™), MS + BAP
(0,5 mg LY, MS + ANA (0,1 mg L) + BAP (0,5 mg L] e submetidos a trés
niveis de irradiancia (40, 104 e 172 pmol m? s™). Apés 30 dias de cultivo,
foram avaliadas as influéncias dos niveis de irradiancia e dos meios de cultivo
no desenvolvimento da planta. As caracteristicas concentracdo de
carotendides, crescimento em altura, niumero de brotacdes e area foliar
apresentaram interacao significativa entre os fatores niveis de irradiancia e
meios de cultivo. Os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e clorofilas
totais) foram influenciados somente pelo fator irradiancia, diminuindo a
concentracdo de acordo com o aumento da irradiancia. O fator meio de cultivo
influenciou o nimero e tamanho das raizes, peso de matéria fresca da parte
aérea e a concentracdo de antocianinas. Ndo houve interacdo para as
caracteristicas peso de matéria fresca e seca do sistema radicular e peso de
matéria seca da parte aérea, no entanto, os fatores irradiancia e meio de
cultivo, quando analisados isoladamente, foram significativos para tais
caracteristicas. As condi¢cfes a que foram submetidas, no determinado periodo
de tempo, induziram diferencas na fisiologia e no desenvolvimento da planta.
Considerando as variacdes especificas para cada meio de cultivo, os explantes
apresentaram maior uniformidade na irradiancia 104 umol m? s™. As folhas de
L. filifolia apresentaram alteracdo na cor sob irradiancia 172 pmol m? s™. A
pequena variacdo na concentracdo de antocianinas indica que os niveis de
irradiancia utilizados para o cultivo de L. filifolia ndo induziram condi¢cdo de

estresse para a espécie.



INTRODUCAO

O género Lippia (Verbenaceae) compreende cerca de 200 espécies
(Terblanché & Kornelius, 1996) e estd amplamente distribuido nos neotrépicos
(Salimena-Pires & Giulietti, 1998). Possui grande importancia econdmica
devido aos diferentes usos dos 6leos essenciais (Salimena, 2002). No Brasil
ocorre, especialmente, nos campos rupestres e cerrados (Salimena, 2000). O
principal centro de diversidade no Brasil é a Cadeia do Espinhaco, em Minas
Gerais, e a Chapada Diamantina, na Bahia, com algumas espécies ocorrendo
também em Goias (Salimena-Pires, 1991). Lippia filifolia Mart. & Schau. é uma
espécie endémica na Cadeia do Espinhaco, local onde muitas espécies estéao

ameacadas ou em vias de extin¢do (Salimena-Pires, 1991; Mendonca & Lins, 2000).

As técnicas de cultura de tecidos in vitro se constituem num instrumento
importante em varias areas da biologia, criando oportunidades para
compreender, utilizar e conservar recursos genéticos de plantas (Withers &
Williams, 1998). Essa importante ferramenta vem sendo utilizada com sucesso
na propagacao em larga escala de duas espécies do género: L. junelliana
(Juliani et al., 1999) e L. alba (Gupta et al., 2000). O recente estabelecimento
de protocolos para propagacdo de L. filifolia, com elevadas taxas de
multiplicacdo, representa importante contribuicdo para a preservacao,
manutencdo e multiplicacdo em larga escala de plantas endémicas e
ameacadas de extincdo da Cadeia do Espinhaco (Peixoto et al., submetido). O
desenvolvimento in vitro possibilita investigar alguns aspectos fisiologicos da
espécie quando submetidas a diferentes condicbes ambientais, sem

comprometer sua ocorréncia natural.
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A autonomia de resposta de uma célula ou um tecido em expressar o seu
potencial e formar um organismo completo, torna-se possivel pela associacao
de fatores in vitro, como 0s meios nutritivos (Cozza et al., 1997) e fatores
ambientais (Noé et al., 1997; Marks & Simpson, 1999; Svensson, 2000). A
concentragao e os tipos de reguladores de crescimento acrescidos no meio de
cultura determinam o amplo sucesso da pesquisa na cultura de tecidos (Rout,
2000). Niveis de irradiancia também influenciam o desenvolvimento das plantas
in vitro, assim como a qualidade espectral e o fotoperiodo, sendo decisivos
para 0 sucesso na obtencdo de respostas morfogénicas desejadas (Hughes,
1981; Noé et al., 1997; Marks & Simpson, 1999; Svensson, 2000).

As células, os tecidos e as plantulas cultivadas in vitro ndo encontram
condi¢cdes luminicas e concentragcdo de CO, adequadas e, as vezes, nao
apresentam teores de clorofila suficientes para realizar fotossintese que
sustente o crescimento (Hughes, 1981; Lee et al., 1985; Caldas et al., 1998;
Vina et al., 1999; Viia, 2001). Usualmente, crescem sob elevadas
concentragbes de fontes de carbono no meio de cultura, baixas irradiancias,
com limitada concentracdo de CO, na fase gasosa (Viiia et al., 1999) e com
alta umidade relativa (Galzy & Compan, 1992). A acdo em conjunto desses
fatores resulta em baixo desempenho fotossintético, que pode influenciar o
crescimento e a morfogénese in vitro (Hughes, 1981). Nesse sentido,
informacdes sobre fotossintese na cultura de tecidos e os efeitos de alteracdes
das condicbes ambientais in vitro podem ser utilizadas para o desenvolvimento

de plantas melhor adaptadas para a sobrevivéncia a aclimatacao (Lee et al., 1985).

Em investigacbes fotomorfogénicas na cultura de tecidos, precaucdes
devem ser tomadas para assegurar que a composi¢cao do meio sofra menores
alteracdes, advindas de possiveis danos fotoquimicos aos componentes do
meio pelas condi¢des luminicas (Hangarter & Stasinopoulos, 1991). No cultivo
in vitro das espécies do género Lippia, valores distintos de irradiancias foram
utilizados na sala de cultura. L. junelliana foi mantida sob irradiancia 50 pmol m? s
(Juliani et al., 1999), L. alba mantida sob 60 pmol m? s™ (Gupta et al., 2000),
ambas apresentando taxa superior a 90% de sobrevivéncia na aclimatacéo, e
L. filifolia mantida sob irradiancia 35 umol m? s, sem referéncia da taxa de
sobrevivéncia (Peixoto et al., submetido). Experimentos preliminares de cultivo

in vitro de L. filifolia, sob irradiancia 35 pmol m? s™, demonstraram que a
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sensibilidade da espécie a modificacbes ambientais compromete sua
sobrevivéncia no processo de aclimatacdo. Os resultados obtidos em L.
junelliana indicaram que a aclimatacdo esta relacionada com a aquisicao do
crescimento autotréfico com 100% de umidade relativa (Juliani et al., 1999).
Diante disso, e buscando possiveis contribuicdes para mitigar o problema de
aclimatacdo e sobrevivéncia de L. filifolia, meios de composi¢cdo semelhantes,
incluindo os balangos de reguladores de crescimento, utilizados por Peixoto et

al. (submetido), foram testados sob diferentes niveis de irradiancia.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos niveis de
irradiancia e dos meios de cultivo, suplementados com diferentes reguladores
de crescimento, no desenvolvimento de apices caulinares de L. filifolia, obtendo

informacgdes para posteriores estudos de aclimatacgéao.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal

As plantas matrizes de Lippia filifolia, mantidas in vitro, foram procedentes
do Departamento de Botéanica, da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG,
sendo o0s propagulos provenientes de plantas coletadas na Cadeia do
Espinhago, em Minas Gerais. Essas plantas foram subcultivadas e mantidas no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCT Il), no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da UFV.

Os explantes, obtidos através de segmentos apicais do caule, com
aproximadamente 1,5 cm, foram cultivados em um meio de cultura constituido
pelos minerais nutrientes de MS (Murashige & Skoog, 1962), 30 g L de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 10 mL L™ de vitamina Bs (Gamborg et al.,
1968). A este meio também se adicionaram diferentes concentracfes de
reguladores de crescimento: ANA - 4cido a-naftalenoacético - (0,1 mg L™); BAP
- 6-benzilaminopurina - (0,5 mg L™); ANA + BAP (0,1 mg L* + 0,5 mg L™,
respectivamente). O pH foi ajustado a 5,7 + 0,1, antes da adicéo 4,9 g L™ de
Agargel® (Sigma). Aliquotas de 10 mL foram distribuidas em tubos de ensaio
(25 x 150 mm), fechados com tampa transparente de polipropileno e

autoclavados a 121 °C e presséo de 1,5 kgf cm™, durante 20 minutos.

Sob condi¢des assépticas, foi inoculado um explante por tubo de ensaio,
sendo as culturas mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 h,
temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia 36 pmol m? s, por quatro dias. Apés
esse periodo, os tubos foram redistribuidos nas grades, ocupando l6culos
alternados, a uma distancia aproximada de 3 cm uns dos outros, de modo a
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evitar sombreamento nos tubos, e transferidos para sala de crescimento, do
Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Fitotecnia, com
fotoperiodo de 16/8 h, temperatura de 26 + 2 °C e irradiancias de 40, 104, 172
umol m?s™, por um periodo adicional de 30 dias.

Os tratamentos com niveis de irradiancia foram instalados com a
utilizacdo de lampadas fluorescentes (OSRAM®, luz do dia, 40 W), sendo
quantificadas por radibmetro (LI-COR, modelo LI-185B). Em cada prateleira
foram estabelecidos os respectivos ambientes luminicos: a) 40 umol m¥ s*
(1 lampada acesa); b) 104 pmol m? s™ (3 lampadas acesas); 172 pmol m?s™
(5 lampadas acesas). Todas as prateleiras foram isoladas nas laterais e na
frente com folhas de isopor de 20 mm de espessura; sobre as lampadas
colocou-se uma folha de papel aluminio, visando uma distribuicdo mais
homogénea dos espectros luminosos. Para a manutencdo da temperatura
foram instalados coolers nas prateleiras, posicionados como aspiradores. Na
parte superior e inferior da folha de isopor, posicionada a frente da prateleira,
deixou-se uma abertura de 2 cm, buscando homogeneizar as condi¢bes de
temperatura e umidade do ar, entre a sala de crescimento e o interior da
estrutura montada. A avaliacdo foi realizada ap6s 30 dias. O experimento foi

sistematizado com trés repeticdes.
Concentracao dos pigmentos fotossintéticos

A guantificacdo de clorofilas (a, b e totais) e de carotendides foi realizada
segundo metodologia de Hendry & Price (1993). Foram utilizadas,
aproximadamente, trés plantas por tratamento, com trés repeticdes, sendo
pesadas 300 mg de massa fresca da parte aérea das plantas (caules e folhas),
macerados com acetona 80% e CaCOs;. O extrato foi filtrado diretamente no
baldo volumétrico, envolto por papel aluminio, e o residuo no papel filtro foi
lavado com acetona 80% até completar o volume do baldo de 25 mL. As
absorvancias foram determinadas em espectrofotometro (UV-VIS Micronal
B582), nos comprimentos de onda 480, 645 e 663 nm, e as concentra¢des dos

pigmentos determinadas segundo Hendry & Price (1993).

Para quantificacdo do teor de antocianinas, foram utilizadas,
aproximadamente, oito plantas por tratamento para cada leitura, sendo
processada toda a parte aérea das plantas (caules e folhas). Com trés
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repeticdbes por tratamento. As antocianinas foram extraidas através da
maceracado de 1 g de massa fresca, em almofariz com areia lavada, em uma
solucdo de etanol 95% e HCI 0,1 N, na propor¢cdo de 85:15 (v/v),
respectivamente. O extrato foi filtrado diretamente no baldo volumétrico e o
residuo no papel filtro foi lavado com a solucdo até completar o volume do
baldo de 25 mL. A absorvancia foi determinada em espectrofotémetro (UV-VIS
Micronal B582), no comprimento de onda 532 nm, e o teor de antocianina,
determinado segundo a equacao de Sakamura & Francis (1961): A = a.b.c, em
que: A = absorvancia a 532 nm; a = coeficiente de extingdo molar (40.800

moles.1™); b = diametro da cubeta (1 cm); ¢ = teor de antocianinas (moles.1™).
Crescimento e desenvolvimento das plantas

Para verificar o desenvolvimento da planta, avaliou-se a altura e nimero
de ramificacdes, o nUmero e o comprimento de raizes, a presenca de calos e
as massas fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular. Foram
realizadas trés repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de cinco plantas,

onde se obtiveram as médias das caracteristicas observadas.

As plantas foram separadas, em parte aérea e sistema radicular, pesadas
em balanca analitica (Marte), acondicionadas em sacos de papel e levadas a
estufa de secagem e esterilizacdo (FANEM® mod. 320-SE) a 70 °C, por um
periodo de 72 horas. Posteriormente, o material foi transferido para um
dessecador onde permaneceu por 12 horas, para resfriamento, sendo entéo

submetido a avaliacdo da massa seca.

Apoés a pesagem das plantas frescas, foram avaliadas as caracteristicas
de desenvolvimento. A altura da planta e o comprimento das raizes foram
registrados com régua de precisdo. Para pesagem de massa fresca e seca,
nos meios acrescidos de reguladores que ndo induzem o enraizamento,

considerou-se o calo como componente radicular para andlise.

Para a determinacao da area foliar, foram utilizadas trés repeti¢des, sendo
cada repeticdo constituida de duas planta. As folhas totalmente expandidas
foram retiradas a partir do segundo no, tanto no sentido base-apice, quanto
apice-base. Foram amostradas, em média, de 50 a 100 folhas por planta.

Procedeu-se a colagem das folhas em folhas de papel A; com fita adesiva
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transparente, seguida de escaneamento e posterior analise de imagens. A area
foliar foi medida por meio do programa de analise de imagens NIH Image,
versao 1.60, de dominio publico, escrito por Wayne Rasband, do U.S. National
Institutes of Health, acessado via Internet pelo cddigo Anonymous from

Zipp.nimh.ninh.gov.

Esquema experimental

O experimento foi montado em blocos no tempo, com trés repeticdes, em
esquema fatorial 4 x 3 (niveis de irradiancia x meios de cultivo), totalizando 12

tratamentos.

Os dados foram analisados nos programas estatisticos SAEG e GENES,
e submetidos a testes de médias. Para avaliar o comportamento dos
reguladores de crescimento (variavel qualitativa), dentro de cada nivel de
irradiancia, foi utlizado o teste de Dunnett (P<0,05). Na analise do
comportamento das irradiancias (variavel quantitativa), dentro de cada meio de

cultivo, foi utilizado o teste de Tukey (P<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracao de pigmentos

As concentracdes de clorofilas a, b e totais, por grama de massa fresca,
nao apresentaram interacdes significativas entre meios de cultivo e irradiancias
(Tabela 1). Quando avaliadas isoladamente, a producdo dos referidos
pigmentos ndo demonstrou significancia a 5% entre as plantas cultivadas em
meio MSO e MS suplementados com ANA (0,1 mg L), BAP (0,5 mg L™) ou
ANA + BAP (0,1 mg L™ e 0,5 mg L™, respectivamente) (Fig. 1). Os niveis de
irradiancia apresentaram diferencas significativas na concentracdo destas
clorofilas (Tabela 1), se mantendo estavel nas irradiancias 40 e 104 pmol m? s,

e apresentando menores concentrages em 172 pmol m? s™ (Figs. 1A-D).

Quando L. filifolia foi submetida & irradiancia de 172 pmol m? s* a
concentracdo de todas as clorofilas diminuiu, uma tendéncia esperada em
decorréncia da elevacao da radiacao fotossinteticamente ativa (PAR). Todavia,
nao foi observada necrose apical ou absciséo foliar no periodo de conducédo do
experimento. Por outro lado, a raz&o clorofila b/a se manteve estavel (5:1 em
média) de acordo com o0 aumento nos niveis de irradiancia. A aclimatacao
fotossintética, em altas luminosidades, é consistentemente acompanhada pelo

decréscimo da razéo chorofila b/a (Anderson et al., 1995).

7

A razao fotossintética é inadequada em plantas micropropagadas e
ocorre, usualmente, em menor magnitude do que em plantas crescidas em
condi¢cbes normais (Viia et al., 1999). As condi¢cdes de crescimento in vitro
parecem ser importantes parametros fotossintéticos na aclimatacdo

(Pospisilova et al., 1999). Na cultura in vitro, observa-se baixa quantidade de
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PAR, alta concentracdo de CO, e adicdo de fonte de carbono no meio de
cultura (Moreira et al., 1999), fatores que reduzem o desempenho fotossintético
(Vina et al., 1999), embora isso nem sempre seja observado (Lee et al., 1985).
Em Persea americana (Lauraceae), os pigmentos fotossintéticos também foram
influenciados pela irradiancia, decrescendo a concentracdo de clorofila a e
carotendides, de acordo com o0 aumento da irradiancia (Vifia et al., 2001). Em
maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.), os maiores niveis de
irradiancia (100 e 150 pmol m? s™) promoveram consideravel inativacdo do
aparelho fotossintético, resultado da degradacdo dos pigmentos foliares e de

danos ao aparato fotossintético (Alexandre, 2002).

Tabela 1. Analise de variancia da producdo de clorofila a (CLa), clorofila b
(CLb), clorofilas totais (CLt), carotendides (CAR) e antocianinas
(ANT), por grama de massa fresca, das plantas de L. filifolia
cultivadas in vitro com suplemento de diferentes reguladores de

crescimento e submetidas a trés niveis de irradiancia

Quadrados Médios

FV GL CLa CLb CLt CAR ANT

Meios de cultivo 3 0,0349"° 0,0081N° 0,0612"° 950170 60,8656
Irradiancias 2 0,1453" 0,0390" 0,2680" 389,8923"  2,8727"°

Meios de cultivo

6 0,0476"° 0,0112"° 0,0838"° 148,9234 2,6002N°
X Irradiancias

Residuo 22 0,0225 0,0055 0,0399 47,3743 5,7264
Média 0,66 0,35 0,91 39,32 13,79
C. V. (%) 22,60 21,48 22,07 17,50 17,36

" e " Significativo ao nivel de 1% e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

NS Nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Durante o crescimento in vitro, os tecidos fotossintéticos podem aclimatar-
se de acordo com o ambiente. Essa aclimatacdo se refere a mudancas
bioguimicas, fisiolégicas e morfoldgicas da planta em resposta as condicdes
ambientais (Vina et al, 1999). Em Liquidambar styraciflua L.
(Hamamelidaceae), o conteudo de clorofila por area foliar foi significativamente

maior em niveis menores de luz que em niveis maiores (Lee et al., 1985).
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Figura 1. Producéo de clorofila a (A), clorofila b (B) e clorofilas totais (C),
(CLa, CLb e CLt, respectivamente), por grama de massa fresca, na parte
aérea de Lippia filifolia, cultivada in vitro sob diferentes niveis de irradiancia,
em meio MSO (na auséncia de reguladores de crescimento) e MS
suplementado com ANA (0,1 mg L™), BAP (0,5 mg L™) ou ANA (0,1 mg L) +
BAP (0,5 mg L™?). As médias seguidas de uma mesma letra, dentro de cada
tipo de clorofila, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

significancia (D).
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CondicOes de cultivo in vitro, como alta umidade relativa, condicionam a planta
regenerada a desenvolver uma estrutura morfolégica deficiente das folhas,
como reduzida formacé&o de cera cuticular e epicuticular (Wetztein et al., 1981),
pobre desenvolvimento de grana (Wetztein & Sommer, 1982) e baixa
densidade de estdbmatos, comparada com plantas em campo (Cozza et al.,
1997). Diferentes pré-tratamentos in vitro induziram, durante a aclimatagéo de
Nicotiana tabacum (Solanaceae), efeitos nos parametros fotossintéticos e nos
pigmentos, demostrando a importancia do pré-tratamento para o crescimento

ex vitro das plantas micropropagadas (Kaldlecek et al., 2001).

A interacdo entre irradiancias e meios de cultivo foi significativa apenas
para a concentracdo de carotendides. Quanto aos niveis de irradiancia, dentro
de cada meio de cultivo, a maior concentracdo de carotendides ocorreu na
irradiancia de 104 umol m? s no meio MSO, sofrendo reduc&o em 172 pmol
m? s? (Figs. 2A e B). No meio MS+ANA houve diminuicéo na concentracdo de
carotendides na irradiancia de 172 pmol m? s®. O meio MS+BAP diferiu
significativamente de MSO, na irradiancia de 104 umol m? s, por manter a
menor concentracdo de carotendides, porém, em 172 pmol m? s, apesar das
diferencas nao significativas, este meio apresentou tendéncia de aumento na
concentracdo de carotendides (Figs. 2A e B). Os meios suplementados com
BAP apresentaram, no apice das ramificacdes, coloracdo violdcea com o
aumento da irradiancia, no entanto, na regiao intermediaria das ramificacoes, a
porcdo mediana do limbo foliar variou, de um verde intenso a um verde palido,
representando inicio de clorose. Nos meios MSO e MS+ANA ndo se observou
a coloracao violacea e o inicio de clorose se deu de forma uniforme em todo o

limbo e por toda a planta.

A absorcao da radiacdo depende, em grande parte, da concentracdo do
pigmento fotossinteticamente ativo, o qual, em condicdes de forte radiacao,
pode se tornar o fator limitante para o processo fotoquimico (Larcher, 2000). Os
carotendides sdo pigmentos assessoérios que desempenham papel essencial
na fotoprotecéo (Taiz & Zeiger, 2004). Com base na reducdo na concentracéo
de carotendides e na mudanca de coloracdao no limbo foliar, pode-se afirmar
que houve fotodestruicdo dos pigmentos foliares. A deficiéncia de clorofila pode
ser reconhecida pela clorose e ocasiona consideravel reducao na intensidade

fotossintética, podendo ser resultado de uma radiacdo muito forte ou muito
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Figura 2. Producédo de carotendides (CAR), por grama de massa fresca, na
parte aérea de Lippia filifolia, cultivada in vitro sob diferentes niveis de
irradiancia, em meio MSO (na auséncia de reguladores de crescimento) e
MS suplementado com ANA (0,1 mg L"), BAP (0,5 mg L) ou ANA (0,1 mg L™)
+ BAP (0,5 mg L") (A). As médias seguidas da mesma letra maitscula
dentro de uma mesma irradiancia ndo diferem do tratamento controle
(MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de significancia. As médias seguidas de
uma mesma letra mindscula entre o mesmo tratamento, em diferentes niveis
de irradiancia, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

significancia (B).
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fraca (Larcher, 2000). As citocininas influenciam o movimento de nutrientes
para as folhas a partir de outras partes da planta, e sdo reguladores naturais da
senescéncia foliar. Sugere-se, também, que as citocininas associadas com
outros fatores, tais como luz, nutricdo e desenvolvimento, regulam a sintese
dos pigmentos e proteinas fotossintéticas (Taiz & Zeiger, 2004), o que pode
justificar a variagcdo na coloracdo com aumento da irradiancia, apenas na

presenca de citocinina, nos apices das ramificacées (Figs. 3 e 4).

A concentracdo de antocianinas nao apresentou interacdo significativa,
assim como os niveis de irradidncia ndo apresentaram diferencas, quando
avaliados isoladamente (Tabela 1). No fator meio de cultivo, 0os meios
MS+ANA+BAP e MS+BAP diferiram de MSO, apresentando maior
concentragéo de antocianinas (Figs. 5A e B).

A antocianina, em folhas jovens ndo expandidas, age como um filtro
opaco e protege o mesofilo; sob forte radiagdo aumenta a concentracdo de
pigmentos de protec¢do no cloroplasto, como o caroteno e a luteina (Larcher,
2000). A maior quantidade de brotacbes e, conseqientemente, de folhas
jovens, apresentada pelas plantas cultivadas em meios suplementados com
BAP (Fig. 3c-d e 4c-d), pode justificar a maior concentracdo de antocianinas

nessas plantas.

Andlise de antocianinas tem indicado que a fotoprotecdo pode ser um
fator comum no requerimento para seu acumulo (Close & Beadle, 2003). O
padrdo de desenvolvimento da acumulacéao de antocianinas pode se diferenciar
de acordo com a estratégia de desenvolvimento de diferentes espécies de
plantas, e tem como um de seus papé€is a fotoprotecdo das plantas sob
estresse ambiental (Steyn et al., 2002). Geralmente, a indu¢cdo da sintese de
antocianinas requer alta intensidade de luz, e os niveis de antocianinas nas
plantas e em folhas individuais variam em relacdo aos niveis de exposicao a
luz (Mancinelli, 1983; Krol et al., 1995, citados por Steyn et al., 2002).

As variacdes nos niveis de irradiancia alteraram a concentragdo dos
pigmentos fotossintéticos, mas ndo influenciaram a biossintese de
antocianinas, demonstrando que as condi¢cdes a que foram submetidas, pelo
periodo de tempo do experimento, ndo induziram niveis de estresse extremo
nas plantas. Embora, possivelmente, maiores irradiancias ou maiores periodos

de exposicéo poderiam afetar o desenvolvimento dos explantes de L. filifolia.
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Figura 3. Apices caulinares de Lippia filifolia, aos 30 dias, cultivados em
meio MSO (a); e MS suplementado com ANA (0,1 mg L) (b), BAP
(0,5 mg LY (c), ou ANA (0,1 mg L™ + BAP (0,5 mg L) (d), em diferentes
niveis de irradiancias: 40 pmol m? s! (A); 104 umol m? s' (B);
172 pmol m? s (C). Barra = 15 mm.
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Figura 4. Apices caulinares de Lippia filifolia, aos 30 dias, cultivados em
meio MSO (a); e MS suplementado com ANA (0,1 mg L") (b), BAP
(0,5 mg LY (c), ou ANA (0,1 mg L™ + BAP (0,5 mg L) (d), em diferentes
niveis de irradiancias: 40 pmol m? st (A); 104 pmol m? st (B);

172 pmol m? s (C). Barra = 15 mm.
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Figura 5. Producéo de antocianinas (ANT) da parte aérea de Lippia filifolia,
cultivada in vitro sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO (na
auséncia de reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA
(0,1 mg L"), BAP (0,5 mg L") ou ANA (0,1 mg L") + BAP (0,5 mg L™) (A). As
médias seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem do tratamento

controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de significancia (B).
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Crescimento e desenvolvimento

As analises de variancia evidenciaram efeitos significativos a 5% na
interacdo entre meios de cultivo e niveis de irradiancia para as caracteristicas
de crescimento em altura, niamero de brotacbes e area foliar. Para
caracteristicas como peso de massa fresca e seca da parte aérea das plantas,

a interacao nao foi significativa (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de crescimento
em altura (CRE), do numero de brotacdes (NBR), da area foliar
(ARF), do peso de massa fresca da parte aérea (MFA) e do peso de
massa seca da parte aérea (MSA), das plantas de Lippia filifolia
cultivadas in vitro com suplemento de diferentes reguladores de

crescimento e submetidas a trés niveis de irradiancia

Quadrados Médios

FV GL CRE NBR ARF MFA MSA
Meios de cultivo 3 24,6410°  159,9198" 66,8830 0,1384" 0,0022"
Irradiancias 2 13,0496~ 55,1549~ 31,6257 0,0185™ 0,0007"

Meios de cultivo

A 6 5,8824" 14,1727 6,1358" 0,0040™° 0,0002"°
X Irradiancias

Residuo 22 1,9831 4,1527 2,1599 0,0093 0,0001
Média 5,63 6,21 6,90 0,314 0,040
C.V.(%) 25,03 32,81 21,31 30,73 26,11

*k

e’ Significativo ao nivel de 1% e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
NS N3o significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

No pardmetro crescimento em altura, os niveis de irradiancia dentro de
cada meio de cultivo, observou-se que as plantas cultivadas em meio MS+ANA
tiveram o crescimento reduzido, em resposta ao aumento da irradiancia (Figs.
6A e B), diferindo significativamente entre as irradiancias 40 e 172 umol m?s™.
Nos demais meios de cultivo, as variagcdes entre as irradiancias nao foram
significativas. MSO também apresentou reducéo no crescimento em altura com
0 aumento da irradiancia, sendo mais acentuada na irradiancia 172 pmol m?s™.
Enquanto, MS+BAP apresentou uma discreta tendéncia em aumentar seu
crescimento com o aumento na irradiancia. As plantas cultivadas no meio
MS+ANA+BAP apresentaram tendéncia de maior crescimento apenas na

irradiancia de 104 pmol m? s?, porém, ndo diferindo estatisticamente das
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demais irradidncias (Fig. 6B).

Os meios de cultivo em relacdo ao tratamento controle, dentro de cada
nivel de irradiancia, apresentaram diferenca significativa apenas com o
MS+ANA na irradiancia de 40 pmol m? s™ (Fig. 6B), representando maior
crescimento. Esse meio de cultivo representou a maior taxa de crescimento,
tanto entre os meios quanto entre as irradiancias. Os meios MS+BAP e
MS+ANA+BAP néo diferiram do MSO nas diferentes irradiancias (Fig. 6B). As
plantas cultivadas nesses meios apresentaram crescimento menor que O
controle nos dois primeiros niveis de irradidncia e maior no terceiro nivel.
Apenas na irradiancia de 104 pmol m? s as plantas do meio MS+BAP tiveram
crescimento inferior as plantas do meio MS+ANA+BAP (Fig. 6B), no entanto,

essas diferencgas de crescimento ndo foram estatisticamente significativas.

O maior crescimento das plantas em MS+ANA pode ser justificado pela
concentracdo de auxina presente no meio. Um dos efeitos fisioldégicos da
aplicacdo da auxina é o crescimento em comprimento de caules (Benincasa &
Leite, 2002), a inibicdo no alongamento €, em geral, atribuida a biossintese de
etileno induzida por auxina (Taiz & Zeiger, 2004). A luz provoca uma
diminuicdo do teor de auxina (Benincasa & Leite, 2002), até mesmo com 0 uso
de auxina estavel a luz, o crescimento foi fortemente reduzido por outras

mudancas induzidas pela luz no meio (Hangarter & Stasinopoulos, 1991).

Em Persea americana, cultivado em meio sélido suplementado com BAP,
o comprimento da ramificacdo principal também néo apresentou diferencas
significativas entre os diferentes niveis de irradiancia (Vifia et al., 2001). Em
Lippia filifolia cultivada sob irradiancia de 35 pmol m? s (Peixoto et al.,
submetido) e em L. junelliana sob irradiancia de 50 pumol m? s™ (Juliani et
al., 1999), foram bservados valores médios mais elevados para altura de
brotacdes, sempre na auséncia de BAP, independente das concentracdes de
auxinas utilizadas. Em Malus domestica Borckh. (Rosaceae), dois clones
(Smoothee e Reinders) submetidos ao maior nivel de irradiancia (80 umol m? s™),
obtiveram a maior média e comprimento de brotos totais sobre todos os
tratamentos e clones (Noé et al., 1997). Em cultivares de Rhododendron
(Ericaceae), Disanthus (Hamamelidaceae) e Crataegus (Rosaceae), o
comprimento dos brotos axilares foi inibido, significantemente, de acordo com o

aumento nos niveis de irradiancia (Marks & Simpson, 1999).
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Figura 6. Crescimento em altura (CRE) de Lippia filifolia, cultivada in vitro
sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO (na auséncia de
reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA (0,1 mg L™),
BAP (0,5 mg L) ou ANA (0,1 mg L") + BAP (0,5 mg L™Y), (A). As médias
seguidas da mesma letra mailscula dentro de uma mesma irradiancia nao
diferem do tratamento controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia. As médias seguidas de uma mesma letra minUscula entre o
mesmo tratamento em diferentes niveis de irradiancia, ndo diferem entre si,

pelo teste de Tukey a 5% de significancia (B).

28



Quanto ao numero de brotacfes (Figs. 7A e B), os niveis de irradiancia,
dentro de cada meio de cultivo, mostraram que as plantas cultivadas em MSO
e MS+ANA apresentam menor numero de brotacbes (Fig. 3a-b e 4a-b),
mantendo 0 mesmo padrdo entre as irradiancias (Fig. 7A). As plantas
cultivadas em MS+BAP e MS+ANA+BAP, apresentaram o maior nimero de
brotacdes (Fig. 3a-b e 4a-b). Os meios contendo apenas BAP, ou associado a
este, demonstraram reducdo no numero de brotacbes de acordo com o
aumento dos niveis de irradidncia, sendo esta queda mais significativa na

irradiancia 104 umol m? s™, se estabilizando em 172 umol m? s (Fig. 7A).

Os meios de cultivo, em relacdo ao tratamento controle, dentro de cada
nivel de irradiancia, apresentaram diferenca significativa com MS+BAP e
MS+ANA+BAP, em todos os niveis de irradiancia (Fig. 7B), com os maiores
nameros de brotagdes. O meio MS+ANA néo diferiu do MSO (Fig. 7B).

A diferenca no numero de brotacfes esta relacionada, principalmente, aos
reguladores de crescimento nos meios de cultivo. O BAP, isolado ou em
associacdo a outros reguladores, induz a formacédo de grandes numeros de
brotos e alta taxa de multiplicagdo, em muitos sistemas de micropropagacao
(Hu & Wang, 1983, citados por Caldas et al., 1998), enquanto o crescimento
das gemas laterais pode ser inibido pelas auxinas (Benincasa & Leite, 2002;
Taiz & Zeiger, 2004). O aumento no numero de proliferacdo de brotos por
explante, com a presencga de BAP no meio, confirma os resultados obtidos em
L. junelliana (Juliani et al., 1999), L. alba (Gupta et al., 2000) e L. filifolia
(Peixoto et al., submetido), demonstrando a importancia da adicdo dessa
citocinina para a multiplicacdo de brotacdes em espécies do género Lippia. Em
meio suplementado com BAP e IBA, o nimero de brotos axilares mostrou um
significante decréscimo com o aumento da irradidancia em cultivares de
Rhododendron, enquanto em Disanthus e em Crataegus, o nimero desses

brotos néo foi afetado por mudancas na irradiancia (Marks & Simpson, 1999).

Uma interacdo entre luz e BAP sugere que a inducdo do BAP na
formacédo de brotos seja promovida por uma baixa resposta de energia de
fitocromo (Baraldi et al., 1988 citados por George, 1993). A alteracdo na
atividade de gemas axilares pode ser, provavelmente, causada pela interacéo
entre composicao espectral da luz e citocininas (Noé et al., 1997), o que pode

justificar o decréscimo significativo no nimero de ramificagbes apenas nos
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Figura 7. Numero de brotac6es (NBR) em Lippia filifolia, cultivada in vitro
sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO (na auséncia de
reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA (0,1 mg L™),
BAP (0,5 mg L) ou ANA (0,1 mg L) + BAP (0,5 mg L™, (A). As médias
seguidas da mesma letra mailscula dentro de uma mesma irradiancia nao
diferem do tratamento controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia. As médias seguidas de uma mesma letra minUscula entre o
mesmo tratamento em diferentes niveis de irradiancia, ndo diferem entre si,

pelo teste de Tukey a 5% de significancia (B).
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meios de cultivo suplementados com BAP.

Os niveis de irradiancia, dentro de cada meio de cultivo, para o parametro
area foliar (Figs. 8A e B), demonstraram que as plantas cultivadas em meio
MSO ndo apresentaram diferencas entre 0s niveis de irradiancia. No meio
MS+ANA, o efeito foi crescente em resposta ao aumento da irradiancia, sendo
significativo entre o primeiro e segundo nivel e se mantendo estavel do
segundo para o terceiro nivel (Fig. 8A). O efeito crescente também foi
observado no meio contendo ANA associado com BAP, porém, esse
crescimento ocorreu de forma continua e gradativa (Fig. 8A). No meio
MS+BAP, ocorreu aumento significativo da area foliar entre as irradiancias 40 e
104 umol m? s?, sendo que em 172 umol m? s™ o valor da area foliar ndo

diferiu estatisticamente das demais irradiancias (Fig. 8B).

Diferengas significativas foram observadas entre os meios de cultivo, nos
niveis de irradiancia (Fig. 8B). Na irradiancia 40 pmol m? s, apenas as plantas
cultivadas em MS+ANA ndo diferiram do MSO, apresentando éarea foliar
superior as cultivadas em MS+BAP e MS+ANA+BAP (Fig. 8B). Na irradiancia
104 pmol m™? s™, apenas as plantas cultivadas em MS+ANA+BAP diferiram
estatisticamente, apresentando a menor area foliar (Fig. 8B). Na irradiancia
172 pmol m? s?, apenas as plantas cultivadas em MS+ANA diferiram,
apresentando area foliar superior (Fig. 8B). Enquanto as plantas cultivadas em
meio MS e MS+ANA apresentaram maior area foliar (Fig. 3a-b e 4a-b), as
plantas cultivadas em meio MS+BAP e MS+ANA+BAP tiveram o maior nimero

de folhas (Fig. 3c-d e 4c-d).

Em plantas submetidas a diferentes niveis de radiagdo solar, a
modificacdo na é&rea foliar é resultante da influéncia da luz no processo de
expansao celular. Entretanto, em alguns casos, a radiacdo solar pode alterar,
também, o padrao de divisdo celular, aumentando ou diminuindo o namero final
de células da folha (Friend & Pomeroy, 1970; Schoch, 1972). O crescimento
pela expansao celular é regulado por substancias enddgenas e pelo efeito dos
fatores ambientais, principalmente, a irradiancia. Substancias como auxinas,
giberelinas e brassinoesteréides induzem o alongamento de células ao longo
do eixo vertical, enquanto citocininas e etileno promovem expansao das células

ao longo do eixo horizontal (Shibaoka, 1994; Fukazawa et al., 2000).
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Figura 8. Area foliar (ARF) de Lippia filifolia, cultivada in vitro sob diferentes
niveis de irradiancia, em meio MSO (na auséncia de reguladores de
crescimento) e MS suplementado com ANA (0,1 mg L™), BAP (0,5 mg L™) ou
ANA (0,1 mg L") + BAP (0,5 mg L™), (A). As médias seguidas da mesma
letra mailscula dentro de uma mesma irradiancia ndo diferem do tratamento
controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de significancia. As médias
seguidas de uma mesma letra mindscula entre 0 mesmo tratamento em
diferentes niveis de irradiancia, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de significancia (B).
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Em L. filifolia o aumento da éarea foliar associada ao aumento da
irradiancia pode indicar que as condi¢cdes Iluminicas tradicionalmente
encontradas em salas de cultura (+ 35 pmol m? s™), estdo sub-otimizadas ao
desenvolvimento da espécie, sugerindo que maiores niveis de irradiancia

podem promover um crescimento mais acentuado.

A folha € um Orgdo que apresenta grande variacdo na estrutura
anatbmica e morfolégica (Morretes, 1969; Fahn, 1990). O incremento nos
niveis de irradiancia aumentou a area foliar em Ceratonia siliqua L. cultivada in
vitro (Vinterhalter et al., 2001). Resultados similares também foram obtidos em
Nicotina tabacum, com niveis mais altos de irradiancia combinados com meio
contendo 3% de sacarose (Kadlecek et al., 2001). J4 em Persea americana, as
irradiancias ndo induziram diferencas na area foliar entre as plantas cultivadas

no mesmo tipo de meio (Vifia et al., 2001).

Apices caulinares de maracujazeiros, cultivados em meio MS, contendo
3% de sacarose e incubadas na irradiancia 25 pmol m? s®, apresentaram
menor numero de folhas, maior valor de area foliar e folhas menos espessas,
quando comparados com apices cultivados sob menores concentracdes de
sacarose e niveis de irradiancias elevados (Alexandre, 2002). Em Arabidopsis,
maiores niveis de irradiancia promoveram maior espessamento do mesofilo,
em funcdo, basicamente, da expansdo periclinal do parénquima palicadico
(Pyke & Lopes-Juez, 1999). Plantas de Nicotiana tabacum, crescidas
fotomixotroficamente (3% sacarose), sob alta irradiancia (200 pmol m? s?),
tiveram discreto espessamento foliar, bom desenvolvimento, camadas mais
compactas de parénquima palicadico e maior espessamento na epiderme da
face adaxial que as plantas crescidas sob baixas irradiancias (60 pmol m? s™);
para as plantas crescidas fotoautotroficamente (sem sacarose), os resultados
foram contrarios (Radochova et al., 2000). Nem todos os efeitos da luz no
crescimento de determinadas espécies como Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae), Lycopersicon esculentum (Solanaceae) e Daucus carota
(Apiaceae), podem ser atribuidos a mudancas fotoquimicas do meio de cultura,
alguns desses efeitos sdo provavelmente efeitos diretos da luz na cultura de
tecidos, mas esses efeitos parecem ser especificos de algumas espécies
(Hangarter & Stasinopoulos, 1991).
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O peso de massa fresca da parte area da planta (MFA) ndo apresentou
diferenca significativa entre os niveis de irradiancia (Tabela 2). No entanto, os
meios de cultivo apresentaram efeito crescente no peso de acordo com o
aumento da irradidncia, com excecdo de MS+ANA, que, na irradiancia 172
umol m? s, decresce (Fig. 9A). A estabilidade obtida no MFA, de acordo com
0 aumento da irradiancia, pode ser devido ao balanco entre o aumento da area
foliar e a diminuicdo de crescimento em altura, associada ao efeito da
expansdo celular e a diminuicdo de espacos intercelulares, estabelecendo
assim a manutengédo, entre os tratamentos, no peso da massa fresca em todos

0s niveis de irradiancia.

A diferenca entre os meios de cultivo foi significativa para MFA. As plantas
cultivadas em MS+BAP foram as Unicas que diferiram de MSO, possuindo o
maior peso de massa fresca (Fig. 9B). O crescimento em altura e o niumero de
brotacbes apresentaram resultados semelhantes, sugerindo que o
balanco de reguladores na composicdo do meio, no caso, com a presenca de
BAP, induziu tais diferencas. Em Malus domestica, o aumento da irradiancia
proporcionou aumento significativo (70% e 95%) na producédo de massa fresca
em dois clones (Smoothee e Reinders, respectivamente) (Noé et al., 1997). Ja
em Persea americana o peso fresco total das plantas, cultivadas sobre
diferentes condi¢cdes do ambiente in vitro, ndo foi significativamente diferente
(Vina et al.,, 1999), assim como o peso fresco foliar ndo diferiu entre as
irradiancias dentro de uma mesmo meio (Vifia et al., 2001). O peso de massa
fresca de Disanthus e Crataegus também nédo foi alterado por mudancas na
irradiancia (Marks & Simpson, 1999).

Avaliados isoladamente, tanto os meios de cultivo quanto os niveis de
irradiancia foram significativos para o parametro peso de massa seca da parte
aérea (MSA) (Tabela 2). Dentre os niveis de irradiancia, MSA foi crescente de
acordo 0 aumento da irradiancia (Fig. 10A), embora a 104 pmol m? s™* a MFA
nao tenha diferido estatisticamente dos demais tratamentos (Fig. 10B), o maior
crescimento ocorreu nas plantas cultivadas em meio MS+BAP e
MS+ANA+BAP (Fig. 10A). Em Persea americana, a massa seca foliar ndo teve
diferenca significativa entre as irradiancias ou entre os meios de cultivo (Vifia et
al., 2001). Em um cultivar de Begonia X hiemalis, o aumento na irradiancia

proporcionou incremento na formacéo de brotos, ndo sendo correlacionado

34



b o
3 [}

o
i
.

Massa fresca (g)
o o
N w

o
i

o

—8—MSO -+ —ANA ---4--- BAP —---ANA + BAP

A I |
..... A -

o=

$-——-""""777 DA ity

40 104 172

Irradiancias (umol m? s™)

Massa fresca (g)

0,00

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30 -
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

A

T
MSO ANA BAP ANA +BAP

Meios de cultivo

Figura 9. Peso de massa fresca da parte aérea (MFA) de Lippia filifolia,
cultivada in vitro sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO (na
auséncia de reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA
(0,1 mg L"), BAP (0,5 mg L™) ou ANA (0,1 mg L") + BAP (0,5 mg L™), (A).

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem do tratamento controle

(MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de significancia (B).

35




— & MSO — 4 —ANA ---a--- BAP —-@--ANA + BAP
0,08 -
A
0,07 {
— 0,06 1 _
5 LA U L d
© 005 Lt e
3] PR .-
# 0,04 | AT
(1] e — = >-————— —_—————
2 003 *
©
= 0,02 1 — .
0,01 4
0,00 ‘
40 104 172
Irradiancias (umol m? s A
0,07 4
B
0,06 -
— B a
) 0,05 4
?; ab
8 0,04 A b
[
g 0,03 A A
[}
@ 0,02 4
=
0,01 A
0
M SO ANA BAP ANA + 40 104 172
BAP
Meios de cultivo Irradiancias
(umol m2s?) B

Figura 10. Peso de massa seca da parte

aérea (MSA) de Lippia filifolia,

cultivada in vitro sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO (na

auséncia de reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA
(0,1 mg L"), BAP (0,5 mg L™) ou ANA (0,1 mg L") + BAP (0,5 mg L™), (A).

As médias seguidas da mesma letra mailscula, entre os meios de cultivo,

nao diferem do tratamento controle (MSO),

pelo teste de Dunnett a 5% de

significancia. As médias seguidas de uma mesma letra minuscula, entre os

niveis de irradiancia, ndo diferem entre si,

significancia (B).
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com o aumento de massa seca; em duas outras cultivares, ndo foi verificado
incremento na formacdo de brotos com o aumento da irradiancia, porém a
producdo de biomassa aumentou (Welander, 1978, citado por Hughes, 1981).
O total de massa seca em plantas de Nicotiana tabacum, transplantadas com
sucesso para ambiente ex vitro, foi maior que plantas crescidas in vitro
(PospiSilova et al., 1999), praticamente dobrando, a razdo de massa seca por
area foliar, depois de guatro semanas, crescendo em ambiente aberto e sob

irradiancia natural (Kadlecek et al., 2001).

O meio MS+ANA néo diferiu do meio MSO, ambos apresentaram valores
estatisticos menores que os meios MS+BAP e MS+ANA+BAP, em relacédo a
MSA (Fig. 10B). Os resultados, entre os meios de cultivos, seguiram a mesma

disposicao apresentada na andalise do peso de massa fresca (Figs. 9B e 10B).

As analises de variancia ndo evidenciaram efeitos significativos a 5% na
interacdo entre meios de cultivo e niveis de irradiancia para as caracteristicas
peso de massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular, nimero e

tamanho de raizes (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da analise de variancia das caracteristicas de numero de
raizes (NRZ), do tamanho das raizes (TRZ), do peso de massa
fresca do sistema radicular (MFR) e do peso de massa seca do
sistema radicular (MSR), das plantas de Lippia filifolia cultivadas in
vitro com suplemento de diferentes reguladores de crescimento e

submetidas a trés niveis de irradiancia

Quadrados Médios

FV GL NRZ TRZ MFR MSR
Meios de cultivo 3 93,0287 5,9043" 0,2150" 0,0024”
Irradiancias 2 0,5074"° 0,1646"° 0,0190° 0,0002"
Meios de cultivo X ¢ 3,2497" 0,1057M 0,0113" 0,0001"
Irradiancias

Residuo 22 3,2497 0,0620 0,0051 0,0000
Média 2,78 0,67 0,191 0,022
C. V.(%) 52,80 37,01 37,37 30,86

“ e Significativo ao nivel de 1% e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
NS N3o significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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O numero e o tamanho de raizes nao apresentaram diferenca estatistica
entre os niveis de irradiancia, apenas entre os meios de cultivo (Tabela 3). O
namero de raizes foi maior em MSO, de acordo com o aumento da irradiancia,
enquanto que MS+ANA, reduziu o nimero de raizes na irradiancia 104 pmol m? s™,
mantendo-se estavel na irradiancia 172 pmol m? s (Fig. 11A). Quanto ao
tamanho das raizes, tanto em MSO como em MS+ANA, houve reducdo do
tamanho das raizes de acordo com o aumento da irradiancia, sendo mais
significativo esse efeito em MS+ANA (Fig. 11B). Estimulos ambientais como a
luz e a gravidade podem afetar a taxa de conjugacao e liberacdo das auxinas;
as auxinas ligadas, provavelmente, ndo estimulam o alongamento celular,
podendo ter outras fungdes como protecdo contra degradacdo oxidativa
(Benincasa & Leite, 2002). Niveis de irradiancia durante a multiplicacédo
também afetaram o percentual de enraizamento em Aristolochia manchuriensis
(Aristolochiaceae), sendo que a maxima percentagem de enraizamento foi
obtida apds dois periodos de subcultivos e posterior transferéncia das plantas
para um nivel de irradiancia maior (80 pmol m? s™) (Svensson, 2000). J4 em

Persea americana, a irradiancia nao influenciou o nimero de raizes (Vifia et al., 2001).

O meio MS+ANA néo apresentou diferenca quanto ao nimero de raizes,
mas apresentou raizes mais longas que MSO (Fig. 11C). Nas plantas
cultivadas com meios contendo BAP, ndo foi observada a presenca de
nenhuma raiz, apenas calos (Figs. 3c-d e 4c-d), diferindo assim de MSO
guanto ao numero e tamanho de raizes (Fig. 11C). Efeitos redutores, altamente
significativos, dessa citocinina sobre a quantidade e alongamento de raizes em
explantes de L. filifolia, também foram observados por Peixoto et al.

(submetido).

Tanto o peso de massa fresca (MFR) quanto o peso de massa seca
(MSR) do sistema radicular apresentaram diferencas significativas entre os
niveis de irradiancia e entre os meios de cultivo (Tabela 3). Nas plantas
cultivadas em meio contendo BAP, considerou-se como sistema radicular, para
avaliacdo dos parametros MFR e MSR, o calo formado na porcdo basal do

explante em contato com o meio de cultivo.

As plantas cultivadas nos diferentes meios apresentaram comportamento
semelhante entre os niveis de irradiancia para as caracteristicas MFR e o MSR

(Figs. 12 e 13). As plantas do meio MSO apresentaram crescimento moderado
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Figura 11. Numero (A) e tamanho (B) de raizes (NRZ e TRZ,
respectivamente), de Lippia filifolia, cultivada in vitro sob diferentes niveis de
irradiancia, em meio MSO (na auséncia de reguladores de crescimento) e
MS suplementado com ANA (0,1 mg L), BAP (0,5 mg L) ou ANA (0,1 mg L™)
+ BAP (0,5 mg L™). As médias seguidas da mesma letra n&o diferem do
tratamento controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de significancia,

dentro da mesma caracteristica (C).
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Figura 12. Peso de massa fresca do sistema radicular (MFR) de Lippia

filifolia, cultivada in vitro sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO

(na auséncia de reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA
(0,1 mg L"), BAP (0,5 mg L™) ou ANA (0,1 mg L") + BAP (0,5 mg L™), (A).

As médias seguidas da mesma letra mailscula, entre os meios de cultivo,

nao diferem do tratamento controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de

significAncia. As médias seguidas de uma mesma letra mindscula, entre os

niveis de irradiancia, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

significancia (B).
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Figura 13. Peso de massa seca do sistema radicular (MSR) de Lippia
filifolia, cultivada in vitro sob diferentes niveis de irradiancia, em meio MSO
(na auséncia de reguladores de crescimento) e MS suplementado com ANA
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As médias seguidas da mesma letra mailscula, entre os meios de cultivo,
nao diferem do tratamento controle (MSO), pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia. As médias seguidas de uma mesma letra minuscula, entre os
niveis de irradiancia, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

significancia (B).

41



para MFR e MSR, de acordo com o aumento da irradiancia. Ja as do meio
MS+ANA, apresentaram reducdo. Os meios contendo BAP apresentaram
reducdo na irradiancia 104 pmol m? s, e aumento acentuado em 172 pmol m? s™
(Figs. 12A e 13A). Essas oscilagdes representaram diferenga significativa para
estas caracteristicas entre as irradiancias 104 pmol m? s* e 172 pmol m? s*
(Figs. 12A e 13A).

Para a caracteristica MFR a diferenca entre os meios de cultivo foi
significativa somente entre os meios MSO e MS+ANA+BAP. Para MSR, os
meios contendo BAP (MS+BAP e MS+ANA+BAP) diferiram estatisticamente de
MSO; enquanto MSO apresentou o menor peso de massa fresca e seca,
MS+ANA+BAP apresentou o maior peso (Figs. 12B e 13B).

Os meios contendo BAP induziram a formacao de calos. BAP associado
com ANA resultou na formagcdo de calos maiores, quando comparados aos
formados apenas em presenca da citocinina. Calos na porcdo proximal de
explantes nodais também foram observados em L. alba, na presenca de BAP,
sendo estes menores na adigdo de auxina (ANA) ao meio (Gupta et al., 2000).
Calos também foram observados na presenca de altas concentracdes de duas
auxinas, ANA (1 uM) e AIB (0,8 uM), em L. junelliana (Juliani et al., 1999).

Melhores respostas que as obtidas na propagacado de L. filifolia em
condicdes fotomixotréficas, talvez possam ser obtidas em propagacdo sob
condicdes fotoautotroficas. Trabalhos futuros, que visem a determinacédo da
capacidade fotossintética de cultura de L. filifolia sob diferentes irradiancias,
seriam importantes para melhor fundamentar a compreensdo do
comportamento in vitro em termos de caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento. Esses parametros poderiam, ainda, ser associados a

aclimatacéo, visando o aumento da sobrevivéncia das plantas.

Os resultados obtidos demonstram que ndo houve comprometimento na
sobrevivéncia de L. filifolia, durante o periodo da realizacdo do experimento,
demonstrando assim que o maior nivel de irradiancia (172 pmol m? s™), a que
foram submetidas, é viavel para demarcar o inicio de futuros experimentos que
visem obter plantas com desenvolvimento mais proximo possivel das
condi¢cBes encontradas no campo, podendo apresentar assim maior tolerancia

na etapa de transferéncia ex vitro.
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CAPITULO Il

ANATOMIA E HISTOQUIMICA FOLIAR DE Lippia filifolia MART. & SCHAU.
(VERBENACEAE) CULTIVADA in vitro



RESUMO

Folhas de Lippia filifolia Mart. & Schau. (Verbenaceae), cultivadas in vitro,
foram fixadas em glutaraldeido. Para andlise em microscopia de luz, as
amostras, foram incluidas em resina sintética, seccionadas (8 nm) e coradas
com azul de toluidina pH 4,0. Para caracterizacdo da superficie foliar ao
microscopio eletrénico de varredura, as amostras foram processadas conforme
metodologia usual. Avalia¢cdes histoquimicas foram conduzidas em material
fresco, submetidos aos reagentes: lugol (amido), sudan IV (lipidios gerais),
Nadi (terpendides), Dragendorff (alcaléides), cloreto férrico (compostos
fendlicos) e floroglucinol (lignina); e em amostras fixadas e incluidas em resina
sintética, submetidas aos reagentes: xilidine Ponceau (proteinas totais), PAS
(polissacarideos gerais) e vermelho de ruténio (substancias pécticas). As folhas
apresentam epiderme unisseriada, sdo anfiestoméaticas e possuem um grande
namero de apéndices epidérmicos em ambas as superficies. Possuem
tricomas tectores unicelulares com ornamentacfes verrucosas, e trés tipos de
tricomas glandulares: o tipo |, caracterizado por 1-2 células basais, pediculo de
2-3 células e uma cabeca secretora eliptica, constituida por 4-8 células; o tipo
II, possui base e pediculo unicelular e cabeca bicelular globular; e o tipo Il
possui base, pediculo e cabeca esférica, todos unicelulares. O mesofilo &
dorsiventral e, na nervura central, um Unico feixe vascular do tipo colateral, em
forma de um arco, esta imerso no parénquima fundamental. Os feixes
vasculares de menor porte sdo colaterais e se encontram delimitados por uma
bainha parénquimatica. Os testes histoquimicos revelaram a presenca de
substancias lipofilicas, especificamente Oleo essencial e oleoresina, nos

tricomas secretores e por todo o mesofilo. Sugere-se a presenca de proteinas
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na substancia secretada pelos tricomas glandulares, e de polissacarideos nos
tricomas glandulares do tipo Il. As reacfes para detectar alcaléides, compostos
fendlicos, amido e lignina foram negativas. O Oleo essencial, comumente
encontrado no género Lippia, foi o produto de secrecdo mais abundante
encontrado. Caracteristicas como cuticula delgada, grandes espacos
intercelulares e auséncia de tecidos de sustentacdo, provavelmente, estdo
associadas ao ambiente de cultivo, por se tratar de uma espécie endémica de
campo rupestre. No entanto, estudos complementares séo necessarios para se

avaliar as condi¢cdes ex vitro.
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INTRODUCAO

A familia  Verbenaceae inclui, segundo Cronquist (1988),
aproximadamente, 2.600 espécies, reunidas em 100 géneros com distribuicdo
pantropical; ja, segundo Judd et al. (1999), sdo 1.035 espécies distribuidas em
36 géneros. As Verbenaceae sdo comuns em solos arenosos e rochosos que
formam grande parte do campo rupestre, destacando-se 0s géneros Lippia e
Stachytarpheta, pela ocorréncia freqiente em grandes e vistosas populacdes
(Mendonca & Lins, 2000). O género Lippia tem ampla distribuicdo, com
espécies encontradas, principalmente, nas Américas Central e do Sul, do
México até a Argentina (Troncoso, 1952), e na Africa Tropical (Terblanché &
Kornelius, 1996). Compreende cerca de 200 espécies, muitas delas
aromaticas, podendo ser herbaceas, subarbustivas ou arbéreas de pequeno
porte (Terblanché & Kornelius, 1996; Pascual et al., 2001a). O Brasil se
destaca pelo grande numero de espécies, cerca de 150, com ocorréncia,
especialmente, nos campos rupestres e cerrados (Salimena, 2000).

O género Lippia possui grande importancia econdmica devido aos
diferentes usos do 6leo essencial, presentes em suas espécies, sendo muitas
medicinais (Salimena, 2002), com propriedades comprovadas (Pascual et al.,
2001a).

Diversos estudos em farmacognosia tém sido realizados com espécies de
Lippia, no entanto, sua utilizacao ndo se restringe apenas a esta area. Extratos
de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. sdo empregados além da farmacologia, na
industria cosmética (Zoghbi et al., 1998; Valle et al., 1999). Possui indicacdes

na América do Sul e Central, e na Africa Tropical, para o tratamento de
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distarbios gastrointestinais, disenteria, resfriados, tosse, asma, como
tranquilizante e antifungico (Pascual et al., 2001b). L. junelliana (Mold.) Tronc.
possui propriedades medicinais especialmente para tratar dores abdominais
(Juliani et al., 2002). L. turbinata Griseb., L. fissicalyx Troncoso, L. integrifolia
(Griseb.) Hieron. e L. grisebachiana Mold. sdo empregadas como calmante,
digestivo, tbnico, diurético, emenagogo e estomaquica (Bassols & Gurni, 2000).
L. dulcis Trev. € utilizada, principalmente, para combater a tosse e a bronquite
(Compadre et al.,, 1986). L. sidoides Cham. é anti-séptica, antiinflamatoria e
cicatrizante, seus extratos sdo empregados como antimicrobiano, moluscicida e
bactericida, e é usada também como tempero (Lorenzi & Matos, 2002). L.
multiflora Mold. possui propriedades analgésica e antifebril (Abena et al., 2003),
aplicada no tratamento contra malaria e hipertensao; seu 6leo essencial, assim

como o Oleo de L. chevalieri, tem efeito bactericida (Bassole et al., 2003).

Nos estudos farmacoldgicos realizados com espécies de Lippia, 0s
terpendides sdo os principais fitoquimicos observados e, nas partes aéreas,
apresentam-se na forma de o6leos essenciais (Kunle et al., 2003). Ambos,
estudos anatébmicos e/ou fitoquimicos (Morretes, 1969; Corréa, 1992; Gomes et
al., 1993; Bassols & Gurni, 2000; Juliani et al., 2002; Abena et al., 2003), se
limitam a analise da folha, por ser o 6rgdo que melhor reflete as variacdes
estruturais dos vegetais, e o local de maior sintese do principio ativo, sendo
seu principal sitio, o parénquima clorofiliano.

7

A composicdo quimica dos metabdlitos é relacionada com 0s seus
diferentes sitios de producao. Os tricomas glandulares podem secretar diversas
substancias (Fahn, 1975), entre estas, 0s 6leos essenciais, que sdo bastante
comuns e ocorrem em géneros de Verbenaceae, Lamiaceae, Solanaceae,

Asteraceae e Geraniaceae (Metcalfe & Chalk, 1950).

Tricomas tectores e secretores de 6leos aromaticos se dispdéem com
maior ou menor densidade sobre a superficie das folhas de L. alba (Mill.)
N.E.Br., de acordo com diversos fatores (Gomes et al., 1993; Ventrella, 2000;
Castro, 2001; Tavares, 2003), ndo havendo qualquer relato para L. filifolia.

A producédo de 6leo essencial pelos tricomas glandulares pode atuar na
protecdo da parte aérea da planta contra ataque de herbivoros e patégenos
(Werker, 1993). J4 a atividade biologica dos metabdlitos secundarios é de

interesse para diversas industrias (Duke, 1994). Portanto, conhecer a estrutura
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dos tricomas, e estabelecer uma relacdo com a producédo de principios ativos,
podem contribuir significativamente no auxilio e na manutencédo de caracteres

de interesse comercial, através de programas de melhoramento genético.

Lippia filifolia € endémica na Cadeia do Espinhaco, em Minas Gerais,
regido onde muitas espécies estdo ameacadas (Salimena-Pires, 1991) ou em
vias de extincdo, em razdo da pequena area que ocupam e da forte acéo

antropica e/ou do fogo (Mendoncga & Lins, 2000).

A espécie apresenta potencial no estabelecimento in vitro, com elevadas
taxas de multiplicagéo (Peixoto et al., submetido). A cultura de tecidos torna-se,
assim, uma importante ferramenta no auxilio de sua conservacédo e fornece
suporte para realizacdo de diversos estudos. As técnicas de cultivo in vitro sdo
um instrumento importante na Biologia Vegetal, pelas oportunidades que se
criaram para compreender, utilizar e conservar recursos geneticos de plantas
(Withers & Williams, 1998). E crescente o nimero de trabalhos objetivando a
propagacédo in vitro de plantas medicinais, e, ou a producdo de compostos
secundarios (Rout et al., 2000). No entanto, as plantas cultivadas in vitro
crescem em condicdes diferentes das plantas cultivadas ex vitro e,
frequentemente, exibem peculiaridades no seu desenvolvimento anatémico,

morfoldgico e fisiolégico (Majada et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar anatomicamente as folhas
de L. filifolia, cultivadas in vitro, e identificar, por técnicas histoquimicas, as

principais substancias produzidas, acumuladas e/ou secretadas pelas folhas.
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MATERIAL E METODOS

Plantas matrizes de Lippia filifolia, procedentes do Departamento de
Boténica, da Universidade Federal de Juiz de Fora/MG, foram subcultivadas in
vitro e mantidas no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCT II), no
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO - UFV), em
Vicosa, MG. As culturas in vitro foram estabelecidas a partir de propagulos
provenientes de plantas coletadas na Cadeia do Espinhaco, Minas Gerais. As
exsicatas desta planta estdo depositadas nos Herbério: VIC, registrada sob o
namero VIC 28679 na Universidade Federal de Vigosa (UFV); e CESJ, registrada
sob o niumero CESJ 34740 na Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Material vegetal

Os explantes, obtidos através de gemas axilares, foram cultivados em
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de vitamina Bs
(Gamborg et al., 1968), 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, ndo
suplementado com reguladores de crescimento. O pH foi ajustado a 5,7 + 0,1,
antes da adicdo 4,9 g L™ de Agargel® (Sigma). Aliquotas de 10 mL foram
distribuidas em tubos de ensaio (25 x 150 mm), fechados com tampa
transparente de polipropileno e autoclavados a 121 °C e presséo de 1,5 kgf cm?,

durante 20 minutos.

Os explantes, apos inoculacdo em camara de fluxo laminar, foram
transferidos para sala de crescimento no LCT Il, com fotoperiodo de 16/8 h,
temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia 36 pmol m? s™. Apés quarenta e cinco
dias, as folhas (Figs. 1A-C) foram coletadas para a caracterizagcdo anatdomica e

histoquimica no Laboratério de Anatomia Vegetal (UFV).
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Figura 1. Lippia filifolia cultivada in vitro; A - planta acondicionada em

tubo de ensaio; B — detalhe da parte aérea da planta; C - detalhe da

folha, que apresenta grande numero de tricomas.
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Microscopia de luz

Folhas totalmente expandidas, na regido mediana do caule, foram
coletadas para o preparo de laminas permanentes e semipermanentes. As
amostras utilizadas para o preparo das laminas permanentes foram fixadas em
solucdo de glutaraldeido (Karnovsky, 1965, modificado - 2,5% glutaraldeido,
4% de paraformaldeido, 3% de sacarose, CaCl, 5 uM em tampéao cacodilato
0,1 M pH 6,8), por 24 horas, tratadas com glicina 0,15 M por 12 horas,
desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica).
Foram obtidos cortes transversais e longitudinais das amostras com 8 pum de
espessura, utilizando micrétomo rotativo de avanco automatico (RM 2155 —
Leica), equipado com navalha de aco descartavel. As laminas foram montadas

em resina sintética (Permount).

Para o preparo de laminas semipermanentes, folhas frescas foram
seccionadas transversalmente, utilizando-se micr6tomo de congelamento
(Leica CM 1850), do Laboratério de Associacbes Micorrizicas (BIOAGRO).
Inicialmente, as amostras foram criopreservadas em solucao de sacarose a 2,3 M,
preparada com tampao fosfato de sodio a 0,1 M, sendo mantidas em geladeira
por 12 horas e, posteriormente, seccionadas com 50 um de espessura. As
secOes foram clarificadas em hipoclorito de sédio comercial a 20%, lavadas em
agua destilada, submetidas a técnicas histoquimicas e as laminas montadas
em glicerina a 50%.

Para detectar compostos fendlicos, o material vegetal foi fixado em sulfato
ferroso 4 % em formalina (Johansen, 1940), por 48 horas, e o controle foi
mantido em metanol por 36 horas antes da fixacdo. As amostras foram
desidratadas em série etilico-butilica (Johansen, 1940), incluidas em parafina
com 8% de cera, e cortadas com 8 um de espessura, ndo submetidas a

coloracédo posterior, e montadas em resina sintética (Permount).

Os cortes foram corados com azul de toluidina a pH 4,0 (O Brien &
McCully, 1981) ou submetidos a técnicas histoquimicas convencionais com
material incluido: (1) xilidine Ponceau a pH 2,5 para evidenciar as proteinas
totais (O Brien & McCully, 1981); (2) PAS — “periodic acid schiff”, para detectar
0s polissacarideos totais, omitindo o tratamento com &acido periddico nas
secOes controle (Maia, 1979); e (3) vermelho de ruténio, para evidenciar as
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substancias pécticas (Johansen, 1940).

Foram aplicadas, em material incluido e, também, em material fresco,
técnicas para: (1) detectar substancias lipofilicas utilizando sudan black B
(Johansen, 1940) e sudan IV (Gerlach, 1984); (2) verificar a presenca de
alcaldides através do reagente de Dragendorff (Svendsen & Verpoorte, 1983),
sendo as secBes-controle previamente tratadas com acido tartarico a 5% em
etanol a 95%, durante 48 horas; e (3) detectar compostos fendlicos por meio do

cloreto férrico a 10 % (Johansen, 1940).

Somente para material fresco foram aplicados: (1) reagente de Lugol para
detectar amido (Jensen, 1962); (2) reagente de Nadi para detectar terpenoides
- Oleos essenciais e oleoresinas (David & Carde, 1964); e (3) reagente

floroglucinol para identificacao de lignina (Johansen, 1940).

A andlise e a documentacao fotografica foram realizadas em microscépio
de luz (Olympus-AX 70), conectado a um sistema de fotomicrografia (Olympus
U-Photo), do Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia
Vegetal da UFV.

Microscopia eletronica de varredura

Para caracterizacdo da superficie foliar, as amostras foram fixadas em
Karnovsky (1965, modificado), durante 48 horas, a 4°C, e pos-fixadas com
tetroxido de o6smio 1% (Silveira, 1989), por 3 horas. Posteriormente,
desidratadas em série etilica até o alcool absoluto, secas em ponto critico com
CO; liquido (Bozzolla & Russel, 1992), utilizando o equipamento Balzers
(Modelo CPD 020), fixadas em “stubs”, e submetidas a deposi¢cao metalica com
ouro, pelo processo de pulverizacdo catédica, em equipamento Balzers de
congelamento a seco (modelo FDU 010), acoplado ao conjunto de pulverizacéo
catédica (modelo SCA 010).

As observacdes e a documentacdo fotografica, para caracterizacdo da
superficie foliar e das estruturas secretoras, foram realizadas em microscopio
eletrbnico de varredura LEO (modelo 1430VP), no Centro de Microscopia e

Microandlise - UFV.

Os tipos de tricomas glandulares subsésseis foram fundamentados na

classificacdo proposta por Cantino (1990).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao anatémica

As folhas de Lippia filifolia possuem epiderme unisseriada. As células
epidérmicas, na regido internervural, apresentam paredes delgadas, sendo as
anticlinais curvas na superficie adaxial (Figs. 2A e B) e sinuosas na abaxial
(Figs. 2C e D), também relatada para L. alba (Corréa, 1992; Ventrella, 2000;
Castro, 2001; Tavares, 2003). Ja L. lycioides apresenta células epidérmicas
com parede quase sempre reta na superficie adaxial e ondulada na abaxial
(Ferreira et al., 2002). As células epidérmicas da nervura central em L. filifolia,
em vista frontal, sdo alongadas no sentido longitudinal, principalmente, na
superficie abaxial, também apresentam paredes retas, em corte transversal.
Sédo células isodiamétricas de paredes periclinais externas pouco espessas,
sendo semelhantes a nervura central de L. alba, porém, apresenta células de
paredes mais espessas (Tavares, 2003). As variacOes nas paredes das células
epidérmicas devem estar relacionadas as condicbes ambientais, pois a
sinuosidade da parede anticlinal esta especialmente relacionada com o
ambiente em que a folha se desenvolve (Alquini et al., 2003); a ondulacéo
deve-se, provavelmente, a tensdes ocorridas na folha durante a diferenciagéao

das células ou ao endurecimento da cuticula (Watson, 1942).

A epiderme apresenta-se revestida por uma cuticula delgada, e a parede
periclinal externa das células epidérmicas, na face adaxial da folha, € mais
espessa, como ocorre em L. alba (Ventrella, 2000). Tavares (2003), estudando
trés quimiotipos de L. alba, verificou variacdo na espessura da cuticula, nos

estratos cuticulares e na espessura da parede periclinal externa, entre os
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Figura 2. Eletromicrografias de varredura da superficie foliar de Lippia

filifolia cultivada in vitro. Epiderme adaxial na regidao internervural (A);
detalhe do estbmato na superficie adaxial (B); epiderme abaxial na regido

internervural (C); detalhe do estdmato na superficie abaxial (D);
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quimiotipos. Essa variagdo néo foi observada em L. filifolia, uma vez que as
condicBes de cultivo in vitro sdo muito especificas quando comparadas aquelas
do cultivo em casa de vegetacao ou campo, principalmente, no que se refere a
perda de agua e ao excesso de luminosidade. Assim, o desenvolvimento da
cuticula pode estar relacionado a maior protecdo a esses fatores ambientais
(Fahn, 1990; Alquini et al., 2003), que no cultivo in vitro sdo controlados. Em
plantas de Dianthus caryophyllus cultivadas in vitro, sob diferentes razdes de
trocas gasosas, apresentaram cuticula mais espessa nas plantas aclimatadas e
cultivadas sob maiores razdes de trocas gasosas, quando comparadas com as
plantas submetidas as menores razées ou aquelas hiperhidricas (Majada et al.,
2000). No entanto, em Hedera helix (Araliaceae), 0 aumento no espessamento
da cuticula, na quantidade de massa e de cera, ocorreu de folhas jovens para

folhas adultas, em plantas crescendo tanto in vitro como ex vitro (Gilly et al., 1997).

A folha de L. filifolia € anfiestomatica, com maior nimero de estébmatos na
face abaxial. Os estdmatos sdo do tipo anomociticos (Figs. 2A-D), também
relatados para L. citriodora (Bruneton, 1999) e L. lycioides (Ferreira et al.,
2002). Em L. alba é comum a ocorréncia de mais de um tipo de estébmato,
como diacitico, anomocitico e paracitico (Ventrella, 2000) e anisociticos
(Corréa, 1992; Tavares, 2003). Estdmatos paraciticos e anisociticos foram
relatados em L. lupulina (Morretes, 1969), enquanto que o0s estdmatos
anomociticos e diaciticos sdo os tipos mais frequentemente encontrados em

Labiatae e Verbenaceae (Cantino, 1990).

Os estdbmatos, geralmente, se situam acima do nivel das demais células
epidérmicas, sendo mais proeminentes na superficie abaxial. Como esta
caracteristica é encontrada em plantas hidréfitas (Fahn, 1990), sua presenca
em L. filifolia pode estar relacionada as condicGes de cultivo in vitro, onde a
umidade relativa é alta (Carvalho, 2001), ou pode ser comum ao género, pois
em Lippia lupulina (Morretes, 1969), uma espécie de cerrado, os estdmatos
situam-se no mesmo plano ou um pouco acima das células epidérmicas. Em L.
alba, a elevacéo das células subsidiarias ndo ocorre de maneira uniforme e a

cuticula, nesta regido, apresenta estriacdes radiais (Tavares, 2003).

As células-guarda possuem cloroplastos organizados, e as paredes das

células estomaticas apresentam espessamento tipico, com paredes anticlinais
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internas, que se projetam formando pequenas cristas estomaticas. Em L.
lupulina as paredes interna e externa da célula guarda revelam grande
espessamento (Morretes, 1969). As camaras sub-estomaticas estdo presentes
em ambas as superficies, sendo mais amplas na face abaxial, como observado
em L. alba (Castro, 2001).

Os apéndices epidérmicos estdo presentes em ambas as superficies
foliares (Figs. 3A-G). Os tricomas glandulares e tectores (Figs. 4A-G e 5A-H) ,
presentes em L. filifolia, foram evidenciados em outras espécies do género,
como L. alba (Ventrella, 2000; Castro, 2001; Tavares, 2003), L. turbinata, L.
fissicalx, L. grisebachiana e L. integrifolia (Bassols & Gurni, 2000), diferindo em

morfologia e tamanho.

Na familia Verbenaceae sao freqiientes os tricomas tectores (Solereder,
1908; Metcalfe & Chalk, 1950), os quais estdo presentes em ambas as
superficies das folhas de L. filifolia, seguindo um padrdo de distribuicdo. Na
superficie adaxial, estao localizados apenas na regido do bordo ou préximos a
este (Figs. 3A e C), enquanto que na superficie abaxial, estdo distribuidos por
toda a lamina foliar, inclusive, na nervura central (Figs. 3E-G). Em ambas as
superficies, todos os apices destes tricomas estdo inclinados seguindo uma
mesma orientacdo, no sentido base-apice foliar. A funcéo dos tricomas tectores
depende de sua morfolologia, do 6rgdo em que estd localizado, e de sua
orientacdo. No entanto, sua funcdo €, freqientemente, relacionada a

especulacdes que a investigacdes experimentais (Werker, 2000).

Os tricomas tectores de L. filifolia s&o unicelulares, com base arredondada
e apice agudo, assemelhando-se a um cone, e suas paredes apresentam
ornamentacdes verrucosas (Figs. 4A e 5A). Os tricomas tectores unicelulares
foram relatados para o género por Metcalfe & Chalk (1950), sendo observados
em L. lupulina (Morretes, 1969), L. graveolens (Cantino, 1990), L. turbinata, L.
fissicalx, L. grisebachiana, L. integrifolia (Bassols & Gurni, 2000), e L. alba
(Ventrella, 2000; Castro, 2001; Tavares, 2003). Os tricomas tectores de L.
filifolia sdo semelhantes aos de L. alba (Corréa, 1992), possuindo forma e
ornamentagdes, como as encontradas em tricomas do tipo unicelular,

observado por Tavares (2003).
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filifolia cultivada in vitro. Superficie adaxial (A-C) — regido mediana (A);

detalhe na nervura central (B); regido internervural e bordo (C); bordo
foliar (D); superficie abaxial (E-G) — regido mediana (E); regido
internervural (F); nervura central (G).
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Figura 4. Tricomas observados em secOes transversais da folha de

Lippia filifolia cultivada in vitro, mediante microscopia de luz e
submetidas a diferentes reagentes/corantes. Tricoma tector — vermelho
de ruténio (A); tricoma glandular tipo I, com quatro células na cabeca e
trés células no pediculo — sudan black B (B); tricoma glandular tipo I,
com oito células na cabeca — vermelho de ruténio (C); detalhe da cabeca
de um tricoma glandular tipo | — azul de toluidina (D); tricoma glandular
tipo I, com duas células no pediculo — xilidine Ponceau (E); tricoma
glandular tipo Il — PAS (F); tricoma glandular tipo Ill — vermelho de
ruténio (G). Célula do &pice (ca); célula(s) da base (cb); célula(s) da

cabeca (cc); célula(s) do pediculo (cp).

63



Figura 5. Eletromicrografias de varredura da superficie foliar de Lippia

filifolia cultivada in vitro. Tricoma tector com ornamentacdes verrucosas
(A); bordo da folha, evidenciando os tricomas tectores com duas, quatro e
trés células basais (setas), respectivamente, (B); tricoma glandular tipo Il,
mostrando a regido do septo (seta) (C-D); tricoma glandular tipo Il (E-H),

com rompimento na célula da cabeca (H).
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As células que compdem a base sdo mais elevadas que as demais
células epidérmicas e variam em tamanho e namero, podendo ser duas, trés ou
quatro (Fig. 5B). Quando em numero de duas ou quatro, apresentam tamanho
semelhante; no entanto, quando sao trés células, duas sao de tamanhos
semelhantes e a terceira € maior, com disposicao circular (Fig. 5B). Em L. alba,
a base dos tricomas tectores se constitui de até oito células, as quais podem
conter cistolitos (Tavares, 2003); essas células se dispdem radialmente
(Castro, 2001). Tricomas semelhantes, com a base constituida por células
epidérmicas com cistdlitos e organizadas em forma de roseta, foram verificados
em L. turbinata, L. fissicalx, L. grisebachiana, L. integrifolia (Bassols & Gurni,
2000). No entanto, cistdlitos ndo foram observados em L. filifolia.

Os tricomas glandulares também estdo presentes em ambas as
superficies foliares de L. filifolia (Figs. 3A—G), e sdo amplamente distribuidos na
ordem Lamiales (Solereder, 1908), onde se insere a familia Verbenaceae
(Cronquist, 1988; Judd et al., 1999). Como o numero de células do pediculo e

da cabeca é varidvel, esses tricomas foram classificados em trés tipos:
capitado tipo I, capitado tipo Il e capitado tipo .

Capitados do tipo I: sdo compostos por uma cabeca glandular multicelular
(Figs. 4B-E), cujo contorno tende a eliptico, e o nimero de células que a
constitui varia de quatro a oito. Estas estdo organizadas em duas fileiras
paralelas, posicionadas uma de frente para a outra formando pares; as células
gue constituem os pares sdo idénticas na forma e no tamanho (Fig. 4D). A
cabeca secretora se liga a base através do pediculo, que € composto por
células longas, unisseriadas, normalmente em numero de trés, podendo,
raramente apresentar apenas duas células (Fig. 4E). A célula do pediculo
subsequiente a cabeca secretora é de menor tamanho (Figs. 4B e C ). A base
dos tricomas € constituida por células mais altas que as demais células
epidérmicas; geralmente se apresentam em numero de duas, mas,

ocasionalmente, podem apresentar apenas uma célula basal.

Tricomas glandulares com porcdo intermediaria longa ocorrem em
Verbenaceae (Cantino, 1990). Tricomas idénticos foram observados em L.
lupulina (Morretes, 1969). Outra espécie que apresenta tricomas com células
longas no pediculo é L. alba. No entanto, esta difere no nimero e no formato

das células da cabeca (Ventrella, 2000), podendo ser bicelular de contorno
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circular a eliptico (Tavares, 2003) ou, ocasionalmente, com a cabeca unicelular
(Corréa, 1992). A epiderme abaxial de L. fissicalyx apresenta tricomas
glandulares com quatro células secretoras na cabeca, e uma ou duas
células no pediculo; no entanto, ndo se fez referéncia quanto ao formato
dessas células (Bassols & Gurni, 2000). Tricomas secretores capitados, com
namero de células basais variavel foram relatados em L. alba (Ventrella, 2000).
A distribuicdo destes tricomas € idéntica ao padrdo de distribuicdo dos tricomas
tectores (Figs. 3A e E).

Capitados do tipo II: s&o compostos por uma cabeca globular bicelular. As
células séo paralelas entre si e apresentam forma e tamanho idénticos (Figs.
4F; 5C e D). O pediculo é constituido por uma Unica célula curta e a base
também apresenta uma Unica célula (Figs. 4F e 5C). Segundo Metcalfe &
Chalk (1950), os tricomas glandulares, encontrados em espécies de Lippia, sédo
de cabeca muito pequena, consistindo de uma ou somente poucas células
suportadas pela porcdo intermediaria de comprimento variavel. Tricomas
glandulares capitados, com a célula do pediculo mais curta que as células da
cabeca, denominados tricomas subsésseis, sdo comuns nas Verbenaceae
(Cantino, 1990).

Tricomas glandulares com duas células secretoras na cabeca e, uma ou
duas células no pediculo, foram verificados na epiderme abaxial das folhas de
L. turbinata, L. fissicalx, L. grisebachiana e em ambas as faces epidérmicas de
L. integrifolia (Bassols & Gurni, 2000). Tricomas glandulares subsésseis, com
cabeca uni e bicelular, também foram observados em L. alba (Ventrella, 2000;
Tavares 2003), L. graveolens (Cantino, 1990) e L. lupulina (Morretes, 1969).
Assim como os demais tipos de tricomas, os capitados tipo Il estdo distribuidos
por toda a superficie abaxial da folha, incluindo a nervura central (Figs. 3E-G).
No entanto, seu padrdo de distribuicdo na superficie adaxial da folha €&
especifico; sdo os Unicos tricomas cuja distribuicdo se restringe a nervura

central, ou muito proximo a ela (Figs. 3A-C).

Capitados do tipo lll: sdo compostos por uma cabeca esférica unicelular
(Figs. 4G; 5E-H). A célula do pediculo € Gnica e muito curta, quando
comparada com a célula da cabeca; também sao tricomas subsésseis, e a
base é formada por uma Unica célula, que se encontra ao nivel das células

epidérmicas (Figs. 4G; 5E) ou em pequenas depressbes (Figs. 5F e G).
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Tricomas glandulares com cabecas unicelulares sdo encontrados em Lippia,
podendo ser também bi ou multicelulares (Solereder, 1908). Tricomas
glandulares com cabeca esférica e com uma ou duas células do pediculo foram
relatados para L. turbinata, L. fissicalx e L. grisebachiana, sendo encontrados
em pequenas depressdes em L. turbinata (Bassols & Gurni, 2000). Estéo
distribuidos por toda a superficie abaxial da folha, incluindo a nervura central
(Figs. 3E-G). Porém, sua maior concentracdo esta na regido entre a nervura
central e o bordo, onde se encontram em numero visivelmente maior que 0s
demais tipos descritos. Ao contrario, no bordo, aparece com menor frequéncia.
Na superficie adaxial, sua distribuicdo ocorre de modo similar a superficie

abaxial, tendo como Unica excec¢do a sua auséncia na nervura central (Figs. 3A e B).

O mesofilo € dorsiventral. Caracteriza-se pelo parénquima palicadico em
contato com a face adaxial e pelo parénquima lacunoso voltado para a face
abaxial (Figs. 6A e B). O parénquima palicadico é constituido por dois estratos,
alternando-se com por¢cées de um Udnico estrato. Suas células sé&o
relativamente curtas, assemelhando as de L. grisebachiana (Bassols & Gurni,
2000), e possuem espacos intercelulares relativamente grandes; o mesmo
ocorre em L. lupulina (Morretes, 1969). O parénquima lacunoso apresenta
cerca de dois a trés estratos, suas células tendem a possuir um formato
arredondado, com espacos intercelulares evidentes e de dimensdes variaveis.
Essa organizacdo pode ser observada em L. alba, que apresenta também
células de formato lobado (Corréa, 1992). Tecidos de sustentacdo nao foram

observados em L. filifolia.

Segundo Metcalfe & Chalk (1950), na familia Verbenaceae, as folhas
podem ser dorsiventrais ou isobilaterais. Assim como em L. filifolia, a
organizacdo do mesofilo em L. alba é dorsiventral (Corréa, 1992; Ventrella,
2000; Castro, 2001). Tavares (2003), analisando trés quimiotipos de L. alba,
verificou a presenca de uma camada de parénquima palicadico voltado para a
face abaxial no quimiotipo 3, e variacdes no numero de estratos entre 0s
quimiotipos; o quimiotipo 2 apresenta um estrato de parénquima palicadico,
enquanto que no quimiotipo 1 dois estratos sdo observados em determinadas
regides, e no quimiotipo 3 ha dois estratos na superficie adaxial. Folhas de L.
turbinata, L. fissicalx e L. integrifolia possuem trés ou quatro camadas de

parénguima palicadico, enquanto L. grisebachiana apresenta somente duas ou

67



Figura 6 . SecoOes transversais da folha de Lippia filifolia cultivada in vitro,

coradas com azul de toluidina, mostrando o aspecto geral da folha (A) e
detalhe da regiao internervural (B), do bordo (C) e da nervura central (D).
Estdmato (e); feixe vascular (fv); floema (f); nervura central (nc);
parénquima fundamental (pf); parénquima lacunoso (pl); parénquima
palicadico (pp); tricoma secretor (ts); xilema (x).
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trés camadas; essas espécies possuem organizacdo isobilateral (Bassols &
Gurni, 2000).

Folhas dorsiventrais também foram observadas em L. lycioides que
apresentaram de duas a trés camadas de tecidos palicadico e parénquima
lacunoso contendo gréos de amido (Ferreira et al.,, 2002). Nas espécies L.
alba, Lippia sp; e Lippia sp,, ocorrentes na Mata Atlantica, verificou-se que as
duas Ultimas apresentam parénquima palicadico unisseriado, enquanto a

primeira apresenta bisseriado (Rehem et al., 2002).

Espagos intercelulares relativamente grandes foram observados em
plantas cultivadas in vitro, como Nicotiana tabacum, onde o mesofilo consistiu
de uma frouxa camada, pobremente diferenciada em parénquima palicadico e
duas a trés camadas de parénquima esponjoso (Ticha & Kutik, 1992); e
Dianthus caryophyllus, cultivada sob baixa razao de troca gasosa, apresentou

células do mesofilo grandes e amplos espacos intercelulares (Majada et al., 2000).

A regido do bordo foliar (Fig. 6C), possui um arranjo anatémico
semelhante a regido internervural, com a presenca de estématos, tricomas e
parénquima clorofiliano. Em L. alba essa organizacdo pode apresentar estratos
colenquimatosos (Corréa, 1992). Os feixes vasculares de pequeno porte, sédo
do tipo colateral, e estdo envolvidos por uma bainha parénquimatica sem
cloroplastos (Fig. 6B), como em L. alba (Corréa, 1992; Ventrella, 2000; Castro,
2001; Tavares, 2003) e L. lupulina (Morretes, 1969).

A nervura central é decumbente na face adaxial (Fig. 3A) e proeminente
na face abaxial (Fig. 3E). Na face abaxial, estbmatos, tricomas tectores e todos
os tipos de tricomas glandulares, estdo presentes (Fig. 3G). No entanto, na
face adaxial, os estbmatos estdo ausentes e apenas 0s tricomas capitados tipo
Il estdo presentes (Fig. 3B). Nesta regido, o parénquima clorofiliano €
interrompido, sendo substituido por um parénquima fundamental constituido de
células grandes e vacuolizadas, ainda sem ocorréncia de colénquima (Fig. 6D).
Em posicao subepidérmica, em ambas as faces, o parénquima fundamental se
organiza em trés ou quatro estratos. O sistema vascular € formado por um feixe

colateral aberto em forma de arco (Fig. 6D).

Em L. alba, os tricomas também estdo presentes na nervura central, € o
feixe vascular, nesta regido, € do mesmo tipo apresentado por L. filifolia. No

entanto, em L. alba, os feixes vasculares menores localizam-se proximos da
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face adaxial. As células epidérmicas séo revestidas por cuticula estriada e
ocorre colénquima do tipo angular (Ventrella, 2000; Castro 2001; Tavares,
2003). Em L. lycioides, a nervura mediana apresenta epiderme idéntica a do
mesofilo, colénquima do tipo angular e um parénquima fundamental
desenvolvido. O feixe vascular, nesta espécie, encontra-se em forma de arco
aberto, com floema externo continuo e outro interno, bicolateral (Ferreira et al.,
2002). Metcalfe & Chalk (1950) referem-se a presenca de feixes vasculares
acompanhados por esclerénquima em espécies de Lippia, no entanto, a
auséncia de tecido de sustentacdo na nervura central de L. filifolia pode estar
associada as condi¢es de cultivo in vitro, uma vez que é comum a ocorréncia
de colénquima e fibras nessa regido, em outras espécies de Lippia (Morretes,
1969; Corréa, 1992; Ventrella, 2000; Castro, 2001; Tavares, 2003).

As plantas cultivadas in vitro crescem em diferentes condi¢cdes das
plantas cultivadas ex vitro e, frequentemente, exibem peculiaridades no
desenvolvimento. Algumas caracteristicas apresentadas por L. filifolia, como
cuticula delgada, auséncia de tecidos de sustentacao na folha e espacos
intercelulares relativamente grandes no parénquima palicadico, podem ser
devido ao artefato do cultivo. Os métodos tradicionais e as exigéncias para
multiplicacdo in vitro — isto €, alta umidade, fatores nutricionais (minerais e
carboidratos), altos niveis de reguladores de crescimento, baixa intensidade
luminosa e alta disponibilidade de 4gua no substrato - sao os principais fatores
que levam a hiperhidratacdo e/ou um desenvolvimento anatdmico incipiente

nas plantas cultivadas in vitro (Majada et al., 2000).

Em plantas transferidas de condi¢des in vitro para casa de vegetacao ou
campo, foram observadas mudancas significativas na morfologia e na anatomia
da folha, sobretudo, nas caracteristicas epidérmicas, no espessamento da
folha, na diferenciacdo no mesofilo, € no niumero e estrutura dos cloroplastos
(Pospisilova et al., 1999). O que demonstra a necessidade de posteriores

estudos com L. filifolia em condigdes de campo e/ou casa de vegetacao.

Histoquimica

Em material fresco, o teste para deteccdo de lipidios gerais foi positivo,
evidenciando pela coloracdo alaranjada (Figs. 7A-F) ou azulada, quando
corados com sudan IV ou sudan black B, respectivamente. Substancias
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lipofilicas foram encontradas nos trés tipos de tricomas glandulares (Figs. 7B-
D e F) e nas células do mesofilo, sendo mais evidente no parénquima
palicadico (Figs. 7A,C e E). Em L. alba foram observadas substancias lipidicas
nos tricomas secretores e nas células do mesofilo (Ventrella, 2000; Castro,
2001). Da mesma forma que em L. filifolia, ocorrem com maior intensidade no

parénquima palicadico.

Em L. alba, a presenca de goticulas de 6leo na célula distal dos tricomas
secretores e na parte basal dos tricomas tectores foram evidenciadas (Castro,
2001). Tavares (2003) relatou a presenca de 6leo essencial no interior dos
tricomas glandulares, fazendo referéncia as células secretoras que ora
aparecem distendidas, repletas de secrecdo, ora mostram-se deformadas,

apos a liberacao do produto.

Em L. filifolia, o conteddo citoplasmatico das células do pediculo dos
tricomas capitados tipo Il e lll apresenta-se mais denso, assim como a célula
do pediculo subsequente a cabeca secretora do tricoma capitado tipo I. As
paredes anticlinais destas células também s&o mais evidentes (Figs. 7B-D e F),
indicando a presenca de substancia hidrofébica como suberina ou cutina em
suas paredes. Essas caracteristicas endodérmicas s8o comuns para 0s
tricomas secretores de 6leos, e funcionam como efetiva barreira apoplastica
(Fahn, 1988). Essas caracteristicas também séo relatadas em tricomas
glandulares de Salvia blepharophylla (Bisio et al., 1999), Salvia aurea (Serrato-
Valenti, 1997), Origanum dictamnus (Bosabalidis & Tsakos, 1982), e Phillyrea
latifolia (Gravano et al., 1998).

No material corado com sudan 1V, a presenca de cuticula delgada ficou
evidenciada (Figs. 7A e C), jA que é um composto lipidico. Embora o sudan
black B seja indicado para material incluido em resina, os resultados, de forma
geral, ndo demonstraram a mesma eficiéncia quando comparados com material

fresco.

O reagente de Nadi revelou os 6leos essenciais corados em azul (Figs. 8
A-D), em forma de gotas ou dispersos no conteudo citoplasmatico (Fig. 8B).
Estes estdo presentes nas células da cabeca dos tricomas glandulares (Fig.
8D), e no parénquima clorofiliano, principalmente no parénquima palicadico

(Figs. 8A). As reacdes observadas nas células subsidiarias dos estdbmatos e
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Figura 7. Gotas de substancias lipofilicas observadas em sec¢des
transversais da folha de Lippia filifolia cultivada in vitro, coradas com
sudan IV. Tricoma tector na superficie adaxial (A); tricoma glandular
tipo | (B); tricoma glandular tipo Il na superficie adaxial (C-D); detalhe
das células do parénquima clorofiliano (E); tricoma glandular tipo Il na

superficie adaxial (F).
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nas células do parénquima fundamental (Fig. 8C), sdo resultado do artefato da
técnica utilizada. Provavelmente, houve extrapola¢do do secretado do seu local
de sintese e migracdo para os referidos locais. A cuticula ficou evidenciada e
as paredes das células dos tricomas tectores e glandulares também, mesmo
quando a secrecdo era ausente nas células da cabeca dos tricomas secretores.
A andlise histoguimica revelou que o material secretado pelos tricomas e pelo

mesofilo sao lipofilicos.

7

A mistura de esséncias e de acidos resinicos é evidenciada por uma
variacdo na coloracdo, indo do violeta a purpura. As oleoresinas foram
detectadas em toda a seccao transversal do limbo, sendo mais evidente no
parénquima palicadico e nos tricomas secretores (Figs. 8A e D). Sugere-se que
a presenca de resina seja uma forma alternativa de armazenamento de

esséncia nesta espeécie.

E amplamente aceito que as Lamiaceae evoluiram a partir das
Verbenaceae (Cantino, 1990), possuindo tricomas semelhantes. Uma das
caracteristicas quimicas de muitas espécies de Lamiaceae € a secrecdo de
resina lipofilica, na superficie foliar, por tricomas glandulares (Bisio et al.,
1999), onde os terpendides parecem predominar (Duke, 1994). Em Salvia
aurea L., a reacdo com reagente de Nadi foi positiva em ambos os tricomas,
capitados e peltados, ndo fazendo referéncia, todavia, a coloracao apresentada
(Serrato-Valenti et al., 1997).

No teste com PAS, que evidencia polissacarideos gerais, as células da
cabeca dos tricomas capitados tipo Il reagiram positivamente (Fig. 8E),
indicando a presenca de substancias polissacaridicas. As paredes das células
epidérmicas, das células subsidiarias dos estdbmatos e do mesofilo, as células
da cabeca e as duas células proximas a base que constituem o pediculo dos
tricomas capitados tipo I, a célula dos tricomas tectores, as células da cabeca
dos tricomas capitados tipo Ill e os cloroplastos, foram coradas devido a sua

constituicdo e ndo a uma reacao positiva.

No entanto, fica evidente que as paredes anticlinais externas das células
do pediculo dos tricomas capitados tipo Il e Ill, e da célula do pediculo
subsequiente a cabeca secretora do tricoma capitado tipo I, ndo se coram com
PAS. Isso indica que os polissacarideos presentes sao, provavelmente,

carboidratos estruturais de parede, e nos cloroplastos, trata-se de amido primario.
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Figura 8. Secdes transversais da folha de Lippia filifolia cultivada in vitro,
submetidas a diferentes reagentes. Reagente de Nadi (A-D) - limbo (A);
detalhe do bordo (B); nervura central (C); tricoma glandular tipo I, (D);
PAS - face adaxial (E); vermelho de ruténio — face adaxial (F); xilidine
Ponceau - limbo foliar (G). Cloroplastos (cl); estdmato (e); 6leo essencial

(oe); oleoresina (or); tricoma secretor (ts).
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Apenas nos tricomas tipo Il parece ser parte constituinte da substancia
secretada, uma vez que na superficie adaxial da folha se localizam na nervura
central ou proximo desta (Figs. 3A e B). A relacdo existente entre a densidade
de tricomas capitados e a localizacdo em tecidos de conducéo,
especificamente o floema, com maior densidade de tricomas ao longo das
nervuras, talvez possa ser explicada pela relativa abundancia de
polissacarideos exsudados (Werker et al., 1985). Estes polissacarideos podem
atuar como lubrificantes para facilitar a expanséo foliar (Antunes & Sevinate-
Pinto, 1991).

Assim como ocorreu na coloracdo com PAS, as células do pediculo dos
tricomas capitados tipo Il e Ill e a célula do pediculo subseqliente a cabeca
secretora do tricoma capitado tipo |, também ndo coram com vermelho de
ruténio. Outra semelhanca com o PAS trata-se das células da cabeca dos
tricomas capitados tipo I, que apresentou coloracdo mais intensa, indicando a
presenca de pectinas na substancia secretada (Fig. 8 F), sugerindo assim o
acumulo de mucilagens ou outro carboidrato no espaco intercelular ou no
espaco subcuticular. As semelhancas nos resultados demonstram que 0s
polissacarideos sdo nao celuldsicos, uma vez que a reacdo com PAS tem a
funcdo de detectar os polissacarideos gerais. Ja a coloracdo com vermelho de
ruténio é especifica para substancias pécticas, que € um grupo especifico de
polissacarideos.

Serrato-Valenti et al. (1997), investigando os tricomas glandulares das
folhas de Salvia aurea L., verificaram, pela coloracdo com vermelho de ruténio,
que o produto secretado por todos os tricomas glandulares também incluiu os
polissacarideos ndo celulésicos. Isso sugere que apenas os tricomas capitados
tipo 1l de L. filifolia acumulam pectinas ou esse acumulo ocorre em maior
proporcao no tipo Il que nos tipos | e lll. Quanto as células do pediculo dos
tricomas glandulares, em S. blepharophylla (Bisio et al., 1999), a reacdo com

vermelho de ruténio foi positiva, diferindo do resultado obtido em L. filifolia.

O teste com xilidine Ponceau revelou uma coloracdo mais intensa nas
células que constituem a cabeca dos tricomas glandulares (Fig. 8G), sugerindo
possivel presenca de proteinas no material secretado. Proteinas estruturais
foram evidenciadas no citoplasma, o que era esperado, jA que todas as

membranas da célula ttm a mesma estrutura basica, lipoprotéica, inclusive os
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plastidios que apresentam os tilacéides (Raven et al., 2001). Werker et al.
(1985), estudando a estrutura dos tricomas glandulares e identificando os
principais componentes do material secretado em algumas espécies de

Lamiaceae, ndo obtiveram resultado positivo no teste para proteinas.

A reacao para alcal6ides e compostos fendlicos gerais, tanto em material
incluido quanto em material fresco, foi negativa. No entanto, esses resultados
ndo podem afirmar a auséncia desses compostos na espécie. A presenca de
alcaléides é relatada entre os constituintes quimicos da folha de L. alba
(Martins et al., 2000), mas os mesmos também foram ausentes nos resultados
de testes histoquimicos realizados em folhas da espécie (Corréa, 1992). Em L.
filifolia tais substancias podem ser sintetizadas em baixas quantidades, nao
sendo detectadas nos referidos testes, ou podem realmente estar ausentes na
planta. Outros testes, em plantas com maior tempo de desenvolvimento, apos a

fase de aclimatacéo, devem ser realizados.

Amido de reserva também nao foi detectado pela reacdo com lugol em L.
filifolia. As condi¢cdes fisicas e quimicas do ambiente de cultivo in vitro
caracterizado por baixas irradiancias, alta umidade relativa, reduzidas trocas
gasosas, suplementacao de acucares, sais e vitaminas (Hugles, 1981; Lee et
al., 1985; Vifa et al., 1999), ocasiona em baixas taxas fotossintéticas e elevada

respiracao, o que leva a pouco ou nenhum actumulo de fotoassimilados.

A utilizacdo de floroglucina, para detectar lignina, demonstrou, na regiao
dos feixes vasculares uma fraca reacao nos elementos de vaso do xilema, que
ficou melhor evidenciada mediante a utilizac&o do azul de toluidina (Fig. 6D ). A
lignificacdo incipiente na parede do xilema e a auséncia de tecidos de
sustentacdo na folha de L. filifolia devem estar associadas as condi¢cdes de
cultivo, pois as plantas desenvolvidas in vitro, geralmente, apresentam-se
pouco lignificadas, sistema vascular pouco desenvolvido e reduzida quantidade

de tecidos de sustentacao (Donnelly et al., 1985).

Portanto, os testes histoquimicos confirmaram a presenca de compostos,
como o Oleo essencial, que é de grande importancia para o género, e que ja foi

relatado para outras espécies de Lippia.

A estrutura foliar observada em L. filifolia Mart. & Schau. segue os
padrdes relatados para outras espécies do género. Caracteristicas estruturais

como cuticula delgada, grandes espacos intercelulares, auséncia de tecidos de
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sustentacdo e folhas finas, provavelmente, estdo associadas ao ambiente de
cultivo, pois trata-se de uma espécie de campo rupestre. Normalmente, plantas
de campo rupestre apresentam caracteristicas anatdmicas que as protegem
contra a excessiva perda de agua, o que nao foi observado em L. filifolia

cultivadas in vitro.
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CONCLUSOES GERAIS

As variacdes nos niveis de irradiancia alteraram a concentragdo dos
pigmentos fotossintéticos, mas ndo influenciaram a biossintese de
antocianinas, demonstrando que as condi¢des a que L. filifolia foi submetida,

nao induziram elevados niveis de estresse para as plantas.

Os niveis de irradiancia e os meios de cultivos utilizados influenciaram no
desenvolvimento da parte aérea, com variacfes significativas no crescimento
em altura, area foliar e nimero de brotacbes, que ndo comprometeram a
sobrevivéncia da planta no decorrer do experimento. Ja o sistema radicular ndo

foi influenciado pelos niveis de irradiancia, apenas pelos meios de cultivo.

A estrutura foliar observada em L. filifolia Mart. & Schau. segue os
padrées relatados para a familia, de forma geral e, especificamente, para
outras espécies do género. Possui caracteristicas anatdbmicas, geralmente,
apresentadas por plantas cultivadas in vitro, como cuticula delgada, grandes

espacos intercelulares, auséncia de tecidos de sustentacao e folhas finas.

Os testes histoquimicos confirmaram a presenca de compostos, como
Oleos essenciais, de grande importancia para o género, e ja relatados para

outras espécies de Lippia.
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