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SUMARIO

BANDEIRA, Juliana de Magalhdes, M.Sc. Universidade Federal de Pelotas,
marco de 2007. Andlise da diversidade genética entre genétipos do género
Plectranthus. Orientadora: Prof?. Dr2. Eugenia Jacira Bolacel Braga.
Conselheiros: Dr. José Antonio Peters e Dr. Valmor Joao Bianchi.

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populacdo, pois sao
importantes fontes de produtos quimicos naturais. Entretanto, podem
apresentar problemas na sua utilizacdo com relagao a qualidade e a identidade
genética do material vegetal. Técnicas moleculares auxiliam na identificagcdo de
espécies através da construcdo das impressdes digitais, enquanto que a
cultura de tecidos tem importante papel por proporcionar produgdo massiva de
plantas, livres de agentes patogénicos e geneticamente uniformes. O género
Plectranthus abrange espécies que sao referidas como boldo por possuirem
propriedades anti-dispépticas, analgésicas e estimulantes da digestdao. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética entre quatro espécies
do género Plectranthus, através da técnica de RAPD, analisar
quantitativamente seus Oleos essenciais e a micropropagagao in vitro. A
extracdo de DNA e amplificacao foi realizada pela técnica de RAPD, de quatro
espécies de Plectranthus (P. grandis, P. barbatus, P. neochilus e P.
amboinicus). O 6leo essencial destas espécies foi extraido através da
hidrodestilacdo. Para o estabelecimento de gemas e meristemas de P.
grandis, P. barbatus e P. neochilus foram utilizados os meios MS e MS
suplementado com 0,1 mg L' de BAP, 0,01 mg L de ANA e 0,1 mg L' de
AGs, respectivamente. Como meios alternativos para o estabelecimento de
gemas do P. grandis e P. barbatus, foram utilizados os meios MS e WPM
integros e com % da forca de seus sais, combinados com 30 e 50 g L' de
sacarose. Maior similaridade genética foi observada entre as espécies P.
neochilus e P. amboinicus (80%), seguido de P. grandis e P. barbatus (77%).
Quanto a concentracao de 6leo essencial, P. neochilus foi o que apresentou
maior valor (0,43% b.s.), comparado a P. grandis com valores bem menores
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(0,09% b.s.). Apds 40 dias de cultivo, P. neochilus foi a espécie com melhor
multiplicacdo no meio MS, enquanto para P. grandis e P. barbatus o meio
alternativo, WPM % com 30 g L' de sacarose apresentou melhor condi¢do
para o desenvolvimento de ambas as espécies. A variabilidade detectada
através da analise de RAPD e a diversidade de respostas obtidas durante a
multiplicacao in vitro permitiram uma clara separagao entre as quatro espécies
analisadas.



SUMMARY

BANDEIRA, Juliana de Magalhdes, M.Sc. Universidade Federal de Pelotas,
march, 2007. Analysis of genetic diversity among genotypes of
Plectranthus. Advisor: Dr2. Eugenia Jacira Bolacel Braga. Co-advisors: Dr.
José Antonio Peters e Dr. Valmor Jodo Bianchi.

Medicinal plants are widely used, therefore they are important sources of
natural chemical products. However, they can present problems in their use
with regard to quality and to genetic identity of the vegetal material. Molecular
techniques contribute in the identification of species through the construction of
fingerprints, whereas the tissue culture has important hole for providing massive
production of plants, free of pathogenic agents and genetically uniforms.
Plectranthus includes species that are commonly know as “boldo” for having
anti-dyspeptics and analgesic properties, and stimulant of digestion. The aim of
this work was to evaluate the genetic diversity among four species of
Plectranthus genus, through RAPD technique and quantitative analysis of their
essential oils and to verify the in vitro micropropagation. The DNA extraction
and amplification of four Plectranthus species (P. grandis, P. barbatus, P.
neochilus e P. amboinicus) was carried out by RAPD. The essential oil of these
species was extracted by hidrodestilation. For the establishment of axillaries
buds and meristems of P. grandis, P. barbatus and P. neochilus, MS and MS
medium supplemented with 0.1 mg L™ of BAP, 0.01 mg L™ of ANA and 0.1 mg
L™ of GAs, were used respectively. As alternative medium for the establishment
of axillaries buds of P. grandis and P. barbatus, the MS and WPM medium were
used complete and with %4 of the concentration of their salts, combined with 30
and 50 g L' of sucrose. Higher genetic similarity was observed between
species P. neochilus and P. amboinicus (80%), followed by P. grandis and P.
barbatus (77%). Regarding the essential oil concentration, the P. neochilus
presented higher value (0.43% b.s.), compared with the P. grandis with lower
values (0.09% b.s.). After 40 days of culture, the P. neochilus was the species
with better multiplication in MS medium, while for P. grandis and P. barbatus the
alternative medium WPM3%4 with 30 g L™ of sucrose presented better condition



for the development of both species. The variability detected by RAPD and the
diversity of answers obtained during in vitro multiplication, allowed a clear
separation among the four analyzed species.
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1 INTRODUCAO

A adocao da fitoterapia com orientacao cientifica, para o uso imediato de
vegetais, garante a utilizagdo correta das plantas medicinais com eficacia e
qualidade, contribuindo para a melhoria do nivel da saude. De acordo com
Lorenzi & Matos (2002) um dos maiores problemas da utilizagdo de plantas
medicinais € relativo a identidade destes vegetais. A fitoterapia é baseada em
nomes populares 0s quais podem variar de acordo com a regido. Tais
interpretacdes taxonémicas errbneas podem induzir a utilizagdo de uma planta
sem o principio ativo desejado ou, ainda, a utilizacdo de uma planta perigosa.
Por isso, a identificagdo correta dos vegetais € de suma importancia.

Através do desenvolvimento da biotecnologia, diversas técnicas de
marcadores moleculares tém permitido indicar com precisdo as variagdes
genéticas presentes no DNA de qualquer organismo. Quando marcadores
moleculares sao utilizados, a possibilidade de identificacdo de gendtipos
aumenta consideravelmente para todas as espécies (Mulcahy et al, 1993).
Marcadores moleculares sdo pontos de referéncia nos cromossomos, ou seja,
sdo sequéncias de DNA que podem ser utilizadas para detectar diferencas
entre dois ou mais individuos (Castro & Ferreira, 2001).

Técnicas moleculares sao largamente utilizadas a fim de caracterizar
plantas, assim como para estudar sua filogenia. A analise de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) oferece vantagens por ser techicamente simples e



de rapida execucao, além de nao requerer nenhuma informacao prévia acerca
da seqliéncia alvo, por utilizar primers curtos de seqiéncias arbitrarias (Welsh
& McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Nakajima et al., 1998). Esta técnica é
baseada na reacdo de polimerase em cadeia (PCR), a qual promove a
amplificacdo do DNA, permitindo a comparacao direta dos alelos, através da
composicao dos nucleotideos da sequéncia. Desta forma, podem-se comparar
0s organismos em nivel molecular sem a influéncia do meio ambiente ou da
idade do tecido (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

No inicio da década de 90, técnicas usadas para distinguir cultivares ao
nivel de DNA permitiram acessar a variabilidade genética dentro do pool génico
de espécies cultivadas, assim como identificar a diversidade disponivel em
bancos de germoplasma e populagdes naturais de plantas (Salla et al., 2002).

A demanda de plantas medicinais para utilizacdo na cura ou prevencao
de doencas, torna o cultivo e o extrativismo destes vegetais uma pratica cada
vez mais executada na agricultura nacional. No entanto, a exploracdo de
plantas medicinais da flora brasileira, através da extracdo direta, nos
ecossistemas tropicais, tem levado a reducao drastica das populagdes naturais
dessas espécies, seja pelo processo predatério de exploragdo, ou pelo
desconhecimento dos mecanismos de perpetuacdo das mesmas. Dessa forma,
se faz necessario a domesticacao e o cultivo para a obtencao da matéria-prima
de interesse farmacéutico, incorporando a conservacao de genoétipos em
bancos de germoplasma, juntamente com a implantacao de reservas genéticas
(Reis & Mariot, 2002; Castro et al., 2004).

Diante da crescente demanda econémica mundial, esforcos de
pesquisadores e estudiosos sdo requeridos, no intuito de fornecer informacdes
relativas as plantas de uso medicinal, sendo que a inexisténcia de material para
propagacao com controle fitossanitario € um dos maiores problemas enfrentado
pelos seus produtores (Montanari Jr., 2003).

A multiplicagédo in vitro tem a finalidade de produzir plantas em larga
escala, com qualidades morfologicas e fisioldgicas, garantindo o minimo de
variacdo somaclonal, evitando a extracao predatéria. Estes objetivos sao
alcancados através do controle da composicdo do meio, das condi¢cdes da
planta matriz, considerando a qualidade e origem dos explantes (Torres et al.,
1998; Kerbauy, 1999).



A utilizacdo de plantas medicinais que ja tiveram o valor dos farmacos
confirmados esbarra na dificuldade de obtencdo de matéria prima de qualidade
e na quantidade necessaria para suprir a demanda requerida pelo mercado
nacional e internacional. Para se ter uma producao confiavel de drogas
terapéuticas, € recomendado o cultivo em larga escala de plantas medicinais
(Mantel et al., 1985; Lindsey & Jones, 1985; Corréa, 1994; Amaral & Silva,
2003).

A micropropagacao tem sido direcionada a atividades comerciais,
objetivando a limpeza clonal e multiplicacdo de espécies ornamentais,
florestais, agronémicas e medicinais. A micropropagacdo de espécies
aromaticas e medicinais justifica-se pela crescente demanda da industria
farmacéutica por plantas indexadas, livres de virus, com alta qualidade
fitossanitéaria, fisiologica e morfoldgica, podendo ter a capacidade de sintese de
metabdlitos secundéarios potencializada, através do melhoramento genético
(Martins, 1995; Rout, et al., 2000; Torres et al., 2001; Oliveira & Martins, 1998),
além de possibilitar a obtencdo de plantas altamente homogéneas,
possibilitando o aproveitamento da heterose, sem as limitagdes da producéo de
sementes, e ainda ha possibilidade de conservacdo de germoplasma,
garantindo a manutencéo da biodiversidade (Echeverrigary et al., 2001).

A composi¢do quimica dos metabdlitos esta relacionada com seus
diferentes sitios de producédo. Os tricomas glandulares, por exemplo, podem
secretar diversas substancias (Fahn, 1975), entre estas, 6leos essenciais, que
sao bastante comuns e ocorrem em géneros de Verbenaceae, Lamiaceae,
Solanaceae, Asteraceae e Geraniaceae (Metcalfe & Chalk, 1950).

A producgao de 6leo essencial pode atuar na protecao da parte aérea da
planta contra o ataque de herbivoros e patégenos (Werker, 1993), sendo que a
atividade biologica dos metabdlitos secundérios € de interesse para diversas
industrias (Duke, 1994). Portanto, conhecer a estrutura, e estabelecer uma
relacdo com a producdo de principios ativos, pode contribuir significativamente
no auxilio e na manutencédo de caracteres de interesse comercial, através de
programas de melhoramento genético (Franco et al., 1999). Estes compostos
sao de grande interesse comercial as inddstrias quimicas, uma vez que nao

apresentam efeitos colaterais, e, portanto ndo acumulam residuos tdéxicos no



organismo como os medicamentos sintéticos, demonstrando maior eficiéncia
(Mantel et al., 1985; Montanari Jr., 2003).

Além da extracdo e composicao dos 6leos, a toxicologia do cha de
diversas plantas tem sido levada em consideracao. O controle de qualidade da
droga vegetal € imprescindivel, pois muitas espécies de vegetais sdo vendidas
sem nenhuma garantia de qualidade, favorecendo a venda de espécies
falsificadas além do armazenamento inadequado do vegetal durante sua
comercializacao (Mouco et al., 2003).

A familia Lamiaceae € extensa, amplamente difundida e é adaptada a
quase todos os habitats. Caracteriza-se pela existéncia de inUmeras espécies
utiizadas como aromaticas e medicinais, devido a presenca de 6leos
essenciais, produzidos nos pélos glandulares ou escamas, densamente
situados nos caules e folhas (Weberling & Schwantes, 1986).

De acordo com Abdel-Mogib et al. (2002), o género Plectranthus L’'Her
pertence a subfamilia Nepetoideae da tribo Ocimaeae, familia Lamiaceae, e é
considerado um dos mais ricos em 6leos essenciais, tendo como principais
constituintes os monos e sesquiterpenos. Este género compreende muitas
plantas de interesse medicinal e econbmico, entretanto sua composi¢ao
quimica é pouco conhecida.

Das 300 espécies do género Plectranthus, 62 sao mencionadas por
possuirem propriedades medicinais, alimenticias, flavorizantes, antissépticas,
repelentes e por serem utilizados como pastagens e plantas ornamentais
(Lukhoba et al., 2006).

De acordo com Marques et al. (2006) varias espécies deste género,
muitas referidas como boldo, sédo utilizadas como plantas medicinais devido as
suas propriedades anti-dispépticas, analgésicas e estimulantes da digestao.

Desta forma, foram estudadas quatro espécies do género Plectranthus,
com propriedades medicinais semelhantes, as quais sdo conhecidas
popularmente como boldo (P. grandis, P. barbatus, P. neochilus e P.
amboinicus). Plectranthus barbatus Andrews e Plectranthus grandis (Cramer)
R.H. Willemse, conhecidos como falso-boldo e boldo-grande, respectivamente,
sdo muito semelhantes e, por isso, sdo bastante confundidos, sendo ambos
utilizados para os mesmos fins na medicina popular (Lorenzi & Matos, 2002).
Estudos moleculares realizados por Passinho et al. (2000), através da técnica



de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) demonstraram a
existéncia de diversidade genética entre ambas as espécies. Plectranthus
neochilus (Schlechtre) (boldo-gambd), segundo Lorenzi & Matos (2002), € uma
planta herbdcea muito aromatica, com uso semelhante ao de P. barbatus. De
acordo com Lukhoba et al. (2006), P. amboinicus (Lour.) Spreng. também
possui propriedades medicinais semelhantes as das espécies anteriormente
mencionadas.

Além das propriedades medicinais, P. barbatus tem sido utilizado como
indicador da fertilidade do solo, para fazer adubo, e, também, tem sido plantado
as margens de rios para impedir a erosdao do solo (Drummond, 19583;
Mwangangi, 1982; Riley & Brokensha, 1988).

Por causa das semelhancas taxonémicas, diversas nomenclaturas tém
sido utilizadas para a mesma espécie de Plectranthus, tornando dificil a coleta
de informacdes sobre a utilizagdo etnobotanica deste género. Além do mais, as
espécies de Plectranthus comumente utilizadas para fins medicinais possuem
um grande numero de sinonimias (Lukhoba et al., 2006).

Devido a semelhanca das propriedades farmacoldgicas, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a diversidade genética de quatro espécies do
género Plectranthus (P. grandis, P. barbatus, P. neochilus e P. amboinicus),
através da técnica de RAPD e da andlise quantitativa dos seus Oleos

essenciais, além de averiguar o comportamento in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, o custo para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos
ou semissintéticos € muito elevado e tem se mostrado pouco frutifero. Furlam
(1998) destaca que 30% dos U$S 300 bilhdes referentes ao mercado de
medicamentos estdo relacionados aos produtos obtidos através de vegetais,
exigindo uma maior atengéo na area de cultivo.

Segundo dados da Associagao Brasileira da Industria de Fitoterapicos, o
setor movimenta R$ 1 bilhdo por ano e emprega mais de 100 mil pessoas.
Como o pais ndo investe em pesquisas de plantas medicinais, cerca de 80%
dos fitoterapicos registrados no Brasil sdo de plantas estrangeiras (Castro et
al., 2004). Estima-se que 250.000 a 500.000 espécies vegetais superiores ja
foram descritas, que cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma
menor porcentagem ja foi avaliada quanto aos aspectos biolégicos. O Brasil
possui 30% das florestas tropicais, com 40 a 200 mil espécies vegetais, das
quais 10 mil sdo medicinais (Cechinel Filho & Yunes, 1998; Castro et al., 2004).

No Brasil, 63% dos medicamentos disponiveis sdo consumidos por
apenas 20% da populacdo, o restante possui como unica fonte terapéutica o
uso dos recursos naturais. Até o momento, ainda ndo se conhece quase nada
sobre a composicao quimica de 99,6% das plantas da flora nacional, estimadas
entre 40 mil a 55 mil espécies. Além disso, uma grande quantidade de

compostos secundarios isolados de plantas medicinais, com estrutura quimica



jA determinada, ainda ndo foram estudados quanto as suas atividades
biol6gicas (Stangarlin et al., 2005). Dados da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) demonstram que cerca de 80% da populacdo mundial faz o uso de
algum tipo de erva na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou
desagradavel. Desse total, pelo menos 30% ocorreu por indicagdo médica. A
ABIFITO (2006) estima que 82% da populacao brasileira utiliza, no tratamento
de suas doencas, produtos a base de plantas medicinais. Diversos fatores,
principalmente econémicos e sociais, tém contribuido para o desenvolvimento
de praticas de saude que incluam a utilizacdo de plantas medicinais (Silva &
Casali, 2000).

Os fitoterapicos representam hoje 10% do capital da industria
farmacéutica mundial, responsavel pela movimentacdo de US$ 30 bilhdes no
ano de 2002. S6 nos Estados Unidos, entre 1994 e 2000, as vendas cresceram
de US$ 500 milhdes para US$ 5 bilhdes. No Brasil, chega a US$ 550 milhdes,
com previsao de dobrar este valor até 2010 (Mendoncga, 2003). Segundo uma
estimativa feita pela PhytoPharm Consulting, em Berlim, até 2007, a fitoterapia
deve movimentar cerca de US$ 47 bilhdes anualmente, sendo que os EUA
podem vir a se tornar o maior mercado de medicamentos fitoterapicos do
mundo, responsaveis por uma participacdo de US$ 20 bilhdes, seguido pela
Europa (US$14 bilhdes) e Asia (US$ 10 bilhdes). Os demais paises, incluindo o
Brasil, seriam responsaveis por um total de US$ 3 bilhdes anuais (Herbarium,
2006).

O interesse crescente pelos fitoterapicos tem suas razoées, afinal, esta
ligada a um mercado potencial da ordem de bilhdes de dblares, seja em paises
industrializados ou em paises em desenvolvimento. Além de apresentar
menores efeitos colaterais, fornecendo uma maior seguranca ainda quando
tilizados de forma adequada, a final, em excesso podem causar toxidez. O
tempo de desenvolvimento e o custeio para a producao de um novo fitoterapico
de qualidade sao reduzidos, sendo despendidos no maximo cinco anos,
demandando investimentos da ordem de 2 a 3 milhdes de ddlares, o que
contrasta com a dificuldade de desenvolvimento de novas drogas sintéticas, ja
que este processo € extremamente caro e demorado, como por exemplo, nos

ultimos 20 anos o langamento no mercado de um novo farmaco sintético,



requer investimentos da ordem de 500 a 600 milhées de ddlares e, um espaco
de tempo nunca inferior a 10 ou 15 anos (Revista Brasileira de Medicina, 2002).

A comercializacao de plantas pode se tornar um produto de exportagao,
gerando lucros ao produtor rural e ao pais. Atualmente, o Brasil exporta ipé-
roxo, espinheira-santa, erva-de-bicho, fafia, catuaba, chapéu-de-couro, capim-
limdo e erva-principe, principalmente para os Estados Unidos e Italia. Em
contrapartida, o Brasil importa mais de 1,5 mil toneladas por ano de folhas
secas de salvia, arnica, ginkgo, babosa, arruda, erva-doce, alcaguz, alfazema e
até cabelo de milho, os quais s&o utilizados como diuréticos, além de extratos e
esséncias para atender as necessidades da industria nacional (Wilke, 2003).

As rotas que sintetizam os metabdlitos primarios fornecem moléculas
que sao utilizadas como precursoras da sintese dos metabdlitos secundarios.
Desta forma, as rotas metabdlicas estdo sob controle da constituicdo genética
do organismo, sendo que durante estadios particulares do desenvolvimento, ou
durante periodos de estresse, entre outros fatores ambientais, as rotas dos
metabdlitos secundarios sdo estimuladas. Conclui-se que as mesmas sao
resultantes da especializagdo celular e que sua manifestacdo durante certas
fases do desenvolvimento do organismo deve-se a expressao diferencial dos
genes (Mantel et al., 1985; Castro et al., 2004).

Considerando que os fitoquimicos mais valorizados sao produtos
originados a partir do metabolismo secundario, os quais possuem substancias
suficientes com elevada complexidade estrutural, tornando dificil ou mesmo
impossivel de serem sintetizados artificialmente. Desta forma, as plantas sao
importantes fontes tradicionais de diversos farmacos (Rout et al., 2000).

Os oOleos volateis podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, dependendo da familia, como pélos glandulares (Lamiaceae),
células parenquimaticas diferenciadas (Laureaceae, Piperaceae, Poaceae),
canais oleiferos (Apiaceae) e em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas
(Pinaceae, Rutaceae). Estes 6leos podem estar presentes em determinados
partes como nas flores, folhas, cascas, madeira, raizes, rizomas, frutos ou
sementes. Embora todos os 6rgdos de uma planta possam acumular 6leos
volateis, sua composicdo pode variar de acordo com sua localizagdo. Oleos
volateis obtidos de diferentes 6rgaos de uma mesma planta podem apresentar
composigao quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos. Cabe



salientar que a composicdo quimica de um dleo volatil, extraido do mesmo
6rgdo de uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente, de
acordo com a época de coleta, estadio de desenvolvimento, condicbes
climaticas e de solo (Simdes & Spitzer, 2003).

Muitos estudos tém sido realizados em relacdo a producdo de éleos
essenciais. Santos-Gomes & Fernandes-Ferreira (2003) avaliaram esta
caracteristica em brotos cultivados in vitro de Salvia officinales L., onde
segmentos nodais foram estabelecidos em meios de cultivo com diferentes
suplementacdes hormonais. Os 6leos essenciais foram extraidos dos brotos
através da técnica de hidrodestilagdo, seus compostos foram identificados,
sendo que a concentracdo dos reguladores de crescimento aparentemente
influenciou no acumulo dos 6leos, provavelmente conseqiiente do acumulo de
biomassa.

Estes compostos possuem funcgdes bioldgicas importantes para a planta,
pois apesar de ndo serem essenciais para o crescimento e desenvolvimento do
individuo, sdo essenciais para a sobrevivéncia e continuidade da espécie
dentro do ecossistema, sendo responsaveis pela defesa da planta contra
agentes externos como doengas, pragas, radiagdo solar, dentre outros. A
qualidade destas substancias é fortemente influenciada pelas técnicas de
cultivo e pelas caracteristicas genéticas da populacdo sob cultivo (Montanari
Jr., 2003).

A espécie P. barbatus é comumente utilizada e conhecida como falso
boldo, boldo do reino ou boldo brasileiro, é originaria da Africa tropical e india.
Provavelmente foi trazida pelos portugueses da India, ainda no periodo
colonial, por isso 0 nome boldo do reino, pois foi introduzida pelo Reino de
Portugal. Durante este periodo era muito comum os colonizadores distribuirem
em suas colbnias, nas Américas e nas ilhas do Atlantico, mudas e sementes de
plantas medicinais e espécies coletadas no oriente. Por isso, ha muito tempo,
certas plantas foram incorporadas a nossa flora, de tal forma que ja sao
consagradas como sendo plantas brasileiras (dai o nome boldo brasileiro). Esta
espécie € bastante confundida com o boldo verdadeiro ou boldo do chile,
Peumus boldus Mol., da familia Monimiaceae (Lorenzi & Matos, 2002).

O boldo brasileiro apresenta acao terapéutica no estomago e no figado,

em estudos com as folhas empregadas em maceracdo aquosa apresentaram
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acao hipossecretora gastrica, ou seja, diminuiram a producao de suco gastrico
além de diminuir também sua acidez. Podendo ser empregar como auxiliar nos
tratamentos de gastrite, dispepsia, azia e mal estar gastrico de uma forma
geral. Como é rico em substancias amargas, que até o momento ainda nao
estdo bem elucidadas quimicamente, o boldo também é empregado para
problemas hepaticos como ma digestao, ressaca, entre outros (Simodes et al.,
1998).



3 MATERIAL E METODOS

3.1  Anadlise da similaridade genética de quatro espécies do género
Plectranthus

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas, do Departamento de Botanica, no Instituto de Biologia, da
Universidade Federal de Pelotas (LCTP/DB/IB/UFPel).

3.1.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantas de P. grandis, P. barbatus, P. neochilus e P.
amboinicus provenientes de diferentes localidades, conforme a Tabela 1. As
plantas oriundas de Porto Alegre (RS) foram cedidas pelo Instituto
Zoobotéanico; as de Passo Fundo (RS) pelo Prof. Delvino Nolla da Universidade
de Passo Fundo (UPF) e as de Florian6polis (SC) pela Farméacia Natureza.
Todas as plantas foram devidamente identificadas utilizando chaves
taxondmicas de Lamiaceae no Laboratério de Anatomia Vegetal.

Duas plantas matrizes de cada espécie foram cultivadas em vasos com
30 cm de didmetro, contendo terra como substrato, mantidos em casa-de-
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Vegetacdo, de marco de 2005 a marco de 2007, com umidade relativa de
aproximadamente 70% e temperatura controlada de 25 - 30 °C.

Coletou-se em tubos de polipropileno (2 mL) aproximadamente 150 mg
de folhas jovens (Ultimo par de folhas expandidas) das quatro espécies de
Plectranthus e das diferentes localidades (Tabela 1), as quais foram
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, até o processamento das amostras,

para extracdo de DNA.

Tabela 1- Espécies de Plectranthus utilizadas nas analises de similaridade
genética e seus respectivos locais de coleta

Espécie Fonte do material Cddigo
P. grandis Pelotas/RS PgPel
P. grandis Florian6polis/SC PgFlo
P. neochilus Pelotas/RS PnPel
P. neochilus Porto Alegre/RS PnPOA
P. amboinicus Pelotas/RS PaPel
P. barbatus Pelotas/RS PbPel
P. barbatus Porto Alegre/RS PbPOA
P. barbatus Passo Fundo/RS PbPF
P. barbatus Reserva Indigena de Passo Fundo/RS PbRIPF
P. barbatus Florian6polis/SC PbFlo

3.1.2 Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido de folhas previamente isoladas, utilizando
o método CTAB 2%, conforme descrito por Doyle & Doyle (1987). Cerca de
150 mg de cada amostra foi macerada em cadinho contendo nitrogénio liquido
e, logo apos, transferidas para tubos de microcentrifuga de 2 mL, onde foi
adicionado 900 pL de tampao de extracao (CTAB 2% e 1% de 3-mercaptanol),
agitando até homogeneizar a amostra, seguida da incubacao em banho-maria
a 65 °C por 45 min. Apds as amostras terem atingido a temperatura ambiente,
foi adicionado igual volume (900 pL) de cloroférmio:alcool isoamilico (C:lA,
24:1), agitando por 5 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
uma velocidade de 12.000 rpm por 10 min; aproximadamente 700 pL do

sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de 1,5 mL. Em seguida, foi
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adicionado igual volume (700 pL) de etanol gelado (-20 °C) e as amostras
foram suavemente agitadas até a visualizagdo do pellet. As amostras foram
novamente centrifugadas a 12.000 rpm para precipitacdo do DNA e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 500 pL de tampéao
de lavagem por 20 min, seguido de uma rapida lavagem com 200 pL de etanol
absoluto. O material ficou em camara de fluxo laminar exposto a temperatura
ambiente até a completa evaporagédo do etanol. O pellet foi ressuspenso com
100 uL de TE pH 8,0 contendo RNAse (10 uL mL") e incubado a 37 °C, por
1 h. Foi realizada uma segunda etapa de extracao, onde foi adicionado 400 pL
de CTAB 2% e ap6s homogeneizar a reacao foi acrescentado 700 uL de C:IA,
repetindo todo o processo de centrifugacao e purificagdo do DNA, conforme
descrito acima, sendo que o pellet final foi diluido em agua MilliQ autoclavada.

A quantificacdo do DNA foi realizada apds a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, comparando a intensidade das bandas com marcador A
DNA/Hind 1ll, na concentracdo de 0,5 pg pL™, e, posteriormente, diluido em
agua MilliQ autoclavada para a concentracao de trabalho de aproximadamente
10 ng pL™, para ser utilizado na reacdo de PCR.

3.1.3 Amplificacao do DNA pela técnica de RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA)

Inicialmente foram realizada reacées de PCR para o screening com
primers de RAPD utilizando DNA de P. grandis (Figura 1). Os primers foram
selecionados em fungcao da nitidez e niumero das bandas e estes tiveram a
reacdo de amplificacdo por RAPD repetidas para as demais espécies. Foi
utilizado um total de 36 primers, sendo eles: decameros dos kits da Operon —
OPX (01 ao 20), OPA (01 e 07), OPAC (07, 16 e 19), OPB (01, 05, 18, 19 e
20), OPF (07 e 19), OPI07 e da British Columbia University — UBC (50, 53,
410).
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Figura 1- Reacdo de RAPD realizada para o
screening dos primers, utilizando DNA do P.
grandis (20 ng pL™"). M - marcador 100pb, 1-20
- primers OPX01 a OPX20, B - prova em
branco.

As reagbes de amplificacdo foram conduzidas em um aparelho
termociclador de marca MJ Research, Inc, modelo PTC-1000 (Programmable
Thermal Controller) com o seguinte perfil térmico: o primeiro ciclo de 94 °C por
2 min e 30 s, 36 °C por 30 s e 72 °C por 2 min; segundo ciclo repetido por 19
vezes, a 94 °C por 20 s, 36 °C por 15 s, 45 °C por 15 e 72 °C por 2 min; 0
terceiro ciclo a 94 °C por 30 s, 36 °C por 15 s, 45 °C por 45 s e 72 °C por 2 min
(repetido 18 vezes), e para finalizar um unico ciclo de 72 °C por 10 min.

As reaclOes foram realizadas em tubos de polipropileno de 0,5 mL e o
mix para as reagbes de PCR tiveram um volume final de 25 pL contendo:
14,5 uL de agua MilliQ estéril, 2,5 uL de Tampao 10X (10mM Tris-HCI pH 9,5,
50 mM KCI), 1 yL de Magnésio (MgCl, 50 mM), 1,8 uL de dNTPs (2,5 mM),
3 UL de cada primer (10 uM), 0,2 uL de Taq DNA polimerase —Invitrogen
(5 U pL™") e 2 pL de DNA gendmico (10 ng uL™). Para evitar a evaporacao
durante os ciclos do PCR, foi adicionada uma gota de 6leo mineral em cada

tubo de reacao.
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A reprodutibilidade dos produtos de amplificagdo foi testada utilizando
DNA proveniente de duas extracdes distintas para cada uma das espécies.

Os fragmentos de DNA amplificados com os primers do RAPD foram
separados por eletroforese horizontal em gel agarose 1,5%, a 65 V por cerca
de 90 min. Apés a corrida eletroforética o gel foi submetido a um banho de
brometo de etidio (5 pg mL™"), durante 40 min. Posteriormente, o gel foi
visualizado na luz UV e fotodocumentado com auxilio de um sistema de
fotodocumentacgao, modelo E-BOX-100 — marca Vilber Lourmat.

Os fragmentos das reac6es de PCR foram classificados como presentes
(1) e ausentes (0), formando uma matriz de dados binarios. Para o célculo da
similaridade genética, foi utilizado o coeficiente de Dice (Nei & Li, 1979). Com
base na matriz de similaridade, a analise de agrupamento foi realizada pelo
método das distancias genéticas médias (UPGMA — Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Means) para posterior elaboracdo do dendrograma com
auxilio do software NTSYSpc versdao 2.1 (Rohlf, 2000). Os dados de
agrupamento foram utilizados para o calculo de uma matriz cofenética, a fim de
verificar a representatividade do dendrograma em relacdo aos dados de
similaridade, medido pelo coeficiente de correlacdo (r). Além disso, com a
utilizagdo do programa computacional Winboot, a matriz com os dados binarios
foi utilizada para a analise de Bootstrapping (com 1000 replicacdes), buscando
inferir a confianca de cada agrupamento representado graficamente no
dendrograma.

3.2 Avaliacao do teor de dleo essencial de quatro espécies do género
Plectranthus

As analises foram conduzidas segundo metodologia utilizada por
Barbosa (2005), no Laboratério de Metabolismo Vegetal, do Departamento de
Botanica, no Instituto de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas
(DB/IB/UFPel).
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3.2.1 Material vegetal

As mudas das quatro espécies de Plectranthus foram propagadas por
estaquia e cultivadas em casa-de-vegetacdo com umidade relativa de
aproximadamente 70% e temperatura controlada de 25 - 30 °C, por trés meses,
aproximadamente, até fornecerem quantidade de material suficiente para o
estabelecimento do experimento.

As plantas foram coletadas entre 8 e 9 horas da manh3, selecionando-
se 0s ramos mais jovens e sadios. Imediatamente, foram eliminadas as folhas
doentes ou atacadas por insetos. Em seguida foi realizado o desfolhamento

dos ramos, segundo metodologia utilizada por (Barbosa, 2005).

3.2.2 Determinacao do teor de agua

Para cada uma das quatro espécies, amostras de 10 g de folhas recém
colhidas foram secas em estufa a 65 — 70 °C, por um periodo de 72 h ou até
estabilizar a massa seca, sendo realizadas trés repeticdes de determinacéo da
matéria seca para cada uma das repeticoes da extracao de 6leo. A quantidade
de agua das folhas frescas das plantas analisadas foi determinada calculando
a diferenca entre a matéria fresca e seca em 100 g de massa fresca expressas
em porcentagem em base umida (% b.u.), as médias foram submetidas a

analise de variancia com nivel de 0,05 de probabilidade de erro.

3.2.3 Extracao, separacao e quantificacao do oleo essencial

A extracdo do 6leo essencial das quatro espécies de Plectranthus foi
realizada por hidrodestilacao, utilizando o aparelho Clevenger adaptado a um
baldo de fundo redondo de 1 L (Figura 2A), onde foi colocado 100 g de folhas
frescas submersas em 500 mL de agua destilada, com aquecimento mantido
na temperatura minima necessaria a ebulicdo. Com o objetivo de facilitar a
extracdo, as folhas foram cortadas transversalmente a cada 1 cm. O tempo de
extracdo foi de cinco horas, contados a partir do momento da ebulicao, o qual
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foi determinado através de testes preliminares. Durante a extragdo foram
coletadas aliquotas de 10 mL a cada hora, para nao ocorrer o refluxo do éleo.
Na ultima coleta, apds as cinco horas, a coluna de extracao do Clevenger foi
lavada com solvente (pentano) para aproveitar os residuos da amostra.

O material coletado durante a extracdo foi colocado em um funil de
separacao de 500 mL (Figura 2B), onde o 6leo essencial foi separado da fase
aquosa utilizando pentano (10 mL) como solvente extrator. Este processo foi
repetido por trés vezes a fim de evitar perda de material.

A fracao organica (6leo + solvente) coletada em um erlenmeyer 100 mL
foi tratada com sulfato de magnésio anidro (MgSO,4) em excesso até que nao
se formassem mais coldides e a solucao ficasse turva, para a retirada da agua
remanescente. A seguir, a solucao foi filtrada para um frasco ambar e deixada
a temperatura ambiente para evaporacdao do solvente. Apés, com auxilio de
uma pipeta Pasteur, o material foi transferido para um frasco de 10 mL
previamente pesado. Este foi exposto as mesmas condi¢cdes para total
evaporagcdo do pentano, verificado ao atingir massa constante, atestando a
evaporacao total do solvente.

A quantificagdo do 6leo essencial foi realizada através de pesagem em
balanca analitica, com precisao de 0,0001 g. O conteudo do 6leo essencial foi
quantificado por material vegetal seco (100 g mL ") e expresso em
porcentagem de base seca (% b.s.). Foram realizadas trés extracées de cada
uma das espécies de interesse.

Apés a quantificacdo, os recipientes contendo os 6leos essenciais foram
vedados com parafilme, envoltos com papel aluminio e armazenados em ultra-
freezer a -80 °C, para posteriormente serem analisados qualitativamente por
cromatografia gasosa.
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Figura 2— Aparelho Clevenger acoplado a um baldo de fundo
redondo de 1 L utilizado para extracdo de 6leo essencial por
hidrodestilagao (A) e funil de separagao de 100 mL utilizado para
purificar o 6leo essencial através e lavagens com solvente (B).

3.3 Estabelecimento in vitro de trés espécies do género Plectranthus

Foram realizados dois experimentos, em épocas diferentes, para
estabelecimento das plantas in vitro, tendo em vista as baixas respostas
obtidas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura Tecidos
de Plantas, do Departamento de Botanica, no Instituto de Biologia, da
Universidade Federal de Pelotas (LCTP/DB/IB/UFPel).

3.3.1 Material Vegetal

O material vegetal foi solicitado em hortos botanicos, devidamente
identificado, procurando selecionar plantas jovens e sadias, sem indicios de
doengas ou contaminantes. Mudas de P. barbatus e P. neochilus foram
adquiridas no Instituto Zoobotanico de Porto Alegre, enquanto que as de P.



19

grandis foram gentilmente cedidas pelo Sr. Alésio dos Passos Santos da
Farmécia Natureza (Florianépolis/SC). Foram preparadas exsicatas do material
de estudo e as identificacdes foram confirmadas com o auxilio de uma lupa
através de chaves especificas da familia Lamiaceae.

As mudas das plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdao com
umidade relativa de aproximadamente 70% e temperatura controlada de 25 -
30 °C, até fornecerem quantidade de material suficiente para o estabelecimento

do experimento, cerca de dois a trés meses.

3.3.2 Desinfestacao do material vegetal para inoculacao in vitro

Brotagcdes das plantas foram coletadas em casa-de-vegetacgéo, levadas
para o laboratério e lavadas em agua corrente. Posteriormente os ramos foram
selecionados tendo suas folhas removidas e seccionados de forma a isolar
cada segmento nodal com duas gemas axilares. Este material foi imerso e
mantido em agua destilada sob agitacdo mecénica por 15 minutos. A seguir,
em camara de fluxo laminar, o material vegetal foi imerso em alcool 70% por 20
segundos e lavado trés vezes com agua esterilizada. Em seguida, submetido a
um banho de hipoclorito de sédio 1% com trés gotas de tween por 20 minutos,
sob agitacdo mecanica. Na camara de fluxo laminar, foi novamente enxaguado
com agua esterilizada, para posterior isolamento dos explantes e inoculagdo no
meio de cultivo.

Foram utilizados, como fonte de explantes, na etapa de estabelecimento,

gemas axilares, no primeiro experimento e meristemas no segundo.

3.3.3 Meio de cultivo para estabelecimento de gemas e meristemas

O meio basico utilizado para o estabelecimento de gemas axilares
(primeiro experimento) foi 0 meio formulado por Murashige & Skoog (1962),
conhecido como MS, com adicdo de 30 g L' de sacarose e 7 g L de 4gar.
Foram inoculadas, sob condi¢cdes assépticas em fluxo laminar, 50 gemas de
cada uma das brotac6es de P. barbatus, P. neochilus e P. grandis.
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Para o estabelecimento dos meristemas (segundo experimento) foi
utilizado o meio especial para meristema que € constituido dos sais basicos do
meio MS acrescido de 0,1 mg L™ de BAP (6-Benzilaminopurina), 0,01 mg L™ de
ANA (Acido a-naftalenoacético) e 0,1 mg L™ de AGs (Acido giberélico).

Neste experimento foram utilizados 50 meristemas de cada uma das
brotacbes de P. grandis e P. barbatus, com a finalidade de estabelecer in vitro
um maior numero de plantas, tendo em vista a falta de resposta obtida a partir
de gemas (primeiro experimento).

Para ambos os meios, o pH foi ajustado para 5,8 antes da adicao do
agar, sendo em seguida vertidos (10 mL) em tubos de ensaio e esterilizados
em autoclave sob pressao de 1,5 atm, a 121 °C, por 20 minutos.

Os tubos de ensaio contendo os explantes foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25 + 2 °C, submetidos a uma
condicdo de escuro por sete dias, a fim de evitar a oxidacao. Apls este
periodo, foram expostos a uma densidade de fluxo de fétons de 40 umol m?s™,
provida por ldmpadas fluorescentes branca-frias, com fotoperiodo de 16 horas
de luz, por 30 dias. Cada experimento de estabelecimento foi repetido por duas
vezes.

As plantas sobreviventes foram multiplicadas em meio MS através de
segmentos nodais de aproximadamente 1 cm, contendo duas gemas axilares,

como fonte de explante, permanecendo por 40 dias de subcultivo.

3.3.4 Meios alternativos para estabelecimento do P. grandis e P.
barbatus

A fim de estabelecer uma condicao de cultivo in vitro de P. grandis e P.
barbatus, por sofrerem oxida¢des e nao terem fornecido material suficiente
para micropropagacao em nenhum dos tratamentos anteriores, tais espécies
foram submetidas a um novo experimento de estabelecimento (terceiro
experimento).

Como fontes de explante foram utilizadas 80 gemas de ambas as
espécies, devidamente desinfestadas, isoladas de plantas mantidas em casa-
de-vegetacao com temperatura (25 - 30°C) e umidade (70%) controladas.
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Foram utilizados como meios basicos para multiplicagdo das gemas os
meios MS e o WPM - Wood Plant Media (Lloyd & McCown, 1980) integros e
com % da forca de seus sais, combinados com duas concentracoes de
sacarose (30 e 50 g L™"). Cada um dos oito tratamentos foi suplementado com
50 mg L™ de 4cido citrico e 40 mg L™ de cisteina, como antioxidante. O pH foi
ajustado para 5,8 antes da adicdo do agar. Cerca de 10 mL de cada meio de
cultura foi vertido em tubos de ensaio, os quais foram em seguida esterilizados
em autoclave sob pressao de 1,5 atm, a 121 °C, por 20 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido
de um esquema fatorial 4x2, com dez repeticbes, sendo cada uma,
representada por um tubo de ensaio contendo uma gema, totalizando 80
gemas, para cada uma das duas espécies.

A inoculacao foi conduzida em condi¢cdes assépticas em fluxo laminar e
os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 £ 2 °C, submetidos a uma condicao de escuro por sete dias a
fim de evitar a oxidagédo. Apds este periodo, foram expostos a uma densidade
de fluxo de fétons de 40 umol m? s, provida por lampadas fluorescentes

branca-fria com fotoperiodo de 16 horas de luz, por 40 dias.

3.3.5 Avaliacoes dos experimentos de estabelecimento in vitro

Para P. neochilus foram realizadas, ap6s 40 dias de subcultivo em meio
MS (primeiro experimento), avaliacbes da média da altura (cm), do nimero de
gemas e do comprimento das raizes (cm) de quatro repeticbes, sendo cada
uma representada por um frasco contendo quatro explantes.

Tendo em vista as baixas respostas obtidas in vitro para as espécies P.
grandis e P. barbatus somente foram possiveis ser analisadas, ao final do
primeiro e segundo experimento, a porcentagem de contaminagdo e de

oxidacao dos explantes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anadlise da similaridade genética de quatro espécies do género
Plectranthus

4.1.1 Caracterizacao molecular

A extragdo do DNA gendmico foi realizada com sucesso pelo método
utilizado. Os primers foram selecionados em fungdo da nitidez e nimero das
bandas fornecidas pelo screening.

Dos 36 primers testados, em quatro ndo se obteve amplificacdo (OPX04,
OPX10, OPX11 e OPAC16), e outros cinco por apresentarem bandas fracas
(OPX02, OPX03, OPX15, OPX19 e UBC50) também nao foram utilizados para
a realizacdo das andlises. Dos 27 primers restantes, todos apresentaram
polimorfismo conforme pode ser observado na Tabela 2, os quais produziram
um total de 284 perfis. Destes apenas 29 (10,21%) foram monomérficos e 255
(89,79%) foram polimérficos. O numero médio de polimorfismo apresentado
para cada primer foi de 9,44. Alguns produtos polimorficos estdo apresentados
na Figura 3, onde pode ser observada ainda uma banda caracteristica do
primer OPX20, de aproximadamente 1350pb, a qual permite diferenciar
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P. amboinicus dos demais gendtipos, além de duas bandas caracteristicas do
primer OPX19, que diferenciam P. grandis de P. barbatus (£1350 e 700pb).

Tabela 2- Polimorfismo detectado com os primers selecionados para as
reacdes de RAPD das quatro espécies do género Plectranthus

Numero de fragmentos amplificados

Primer

Monomorficos Polimérficos Total
OPX01 2 15 17
OPX05 0 6 6
OPX06 0 13 13
OPX07 0 17 17
OPX08 0 10 10
OPX09 1 12 13
OPX12 3 18 21
OPX13 1 2 3
OPX14 1 7 8
OPX16 0 6 6
OPX17 0 8 8
OPX18 2 10 12
OPX20 0 11 11
OPAO1 3 8 11
OPAO7 2 7 9
OPACO07 2 7 9
OPAC19 2 6 8
OPBO1 0 13 13
OPBO05 1 8 9
OPB18 2 11 13
OPB19 1 10 11
OPB20 1 7 8
OPF07 0 11 11
OPF19 1 5 6
OPI07 3 12 15
UBC53 1 8 9
UBC410 0 7 7
Total 29 255 284
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M PgPgPn PnPaPbPb PbPb PoB |B Pg PgPn PnPa PbPbPb Pb PbM
Pel Flo Pel POA Pel Pel POA PF RIPF Flo Pel Flo Pel POA Pel Pel POA PF RIPF Flo

_«— +1350pb

P ™

Figura 3- Produtos da amplificagdo com marcadores do tipo
RAPD em quatro espécies de Plectranthus, gerados pelos
primers OPB20 e OPX19, respectivamente. B — amostra em
branco, sem adi¢cdo de DNA; M — marcador molecular A 100pb,
Pg — P. grandis, Pn — P. neochilus, Pa — P. amboinicus, Pb — P.
barbatus. Demais abreviagbes sao correspondentes a
localizagao de cada gendtipo (Tabela 1).

Considerando somente o perfil eletroforético das plantas de P. barbatus
de diferentes localidades, pode ser observado polimorfismo em oito dos 27
primers testados, fornecendo um total de 92 bandas, destas, 11 (11,96%)
foram polimoérficas e 81 (88,04%) monomorficas (Tabela 3). Alguns produtos

polimérficos estdo apresentados na Figura 4.
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Tabela 3- Polimorfismo detectado com primers RAPD somente entre genotipos
do P. barbatus provenientes de cinco diferentes locais

Numero de fragmentos amplificados

Primer Monomoérficos Polimérficos Total
OPX08 9 1 10
OPX09 12 1 13
OPX12 20 1 21
OPX20 7 4 11
OPACO07 8 1 9
OPBO05 8 1 9
OPB20 7 1 8
OPFO07 10 1 11
Total 81 11 92

Pg Pn Pn PaPbPb Pb Pb Pb M
Flo Pel POA Pel Pel POA PF RIPF Flo

Figura 4- Produtos da amplificacdo de
RAPD para a espécie P. barbatus
gerados pelo primer OPX09. B - prova em
branco, M - marcador molecular A 100pb,
Pg — P. grandis, Pn — P. neochilus, Pa —
P. amboinicus, Pb — P. barbatus. Demais
abreviagbes s&o correspondentes ao
local de coleta do material (Tabela 1).
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Conforme pode ser observado no dendrograma (Figura 5) verificou-se
uma elevada similaridade, principalmente entre os genoétipos do P. barbatus.
Segundo Paton et al. (2004), por causa da grande similaridade dos caracteres
morfolégicos, algumas espécies de Plectranthus sao dificeis de serem
diferenciadas das espécies do mesmo género e também entre os géneros
estreitamente correlacionados.

O uso de marcadores do tipo RAPD permitiu uma clara separacao entre
as quatro espécies de Plectranthus analisadas (Figura 5). Com a utilizacao de
27 marcadores RAPD, obteve-se uma similaridade genética média de 53% e,
na andlise entre os dados da matriz de similaridade e da matriz cofenética,
obteve-se um valor de correlacdo (r) de 0,99, demonstrando elevada
representatividade dos dados de similaridade genética no dendrograma.

De maneira geral, também se obteve altos valores de bootstrapping em
quase todos os nos do dendrograma, sendo um indicativo de que o
dendrograma é consistente e realmente existe uma clara separacao entre as
diferentes espécies do género Plectranthus analisadas. Os menores valores de
bootstrapping foram verificados entre P. barbatus de Pelotas e P. barbatus de
Florianépolis (49,1) e entre P. barbatus de Passo Fundo e P. barbatus da

Reserva Indigena de Passo Fundo (51,7) (Figura 5).
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Figura 5- Dendrograma de similaridade genética obtido pelo método UPGMA
com 27 primers RAPD, a partir de genétipos de Plectranthus spp. provenientes
de varias localidades da Regido Sul do Brasil (SMG - similaridade genética
média de 53%). Bootstrapping.

Muito embora Plectranthus spp. seja alégama, era de se esperar
elevada variabilidade genética intra e interespecifica. Pela inferéncia no
dendrograma (Figura 5), embora seja possivel observar uma clara separacao
entre as espécies estudadas, verifica-se que P. grandis e P. barbatus sao mais
préximos geneticamente, com similaridade em torno de 77%, indicando assim
uma possivel origem comum. Por outro lado, o0 mesmo se verifica para P.
amboinicus e P. neochilus, que apresentaram similaridade genética em torno
de 80% entre si, porém apresentam baixa similaridade em relacdo as demais
espécies analisadas (aproximadamente 12%) (Quadro 1 - Anexo).

Segundo Lorenzi & Matos (2002), P. barbatus e P. grandis sao muito
semelhantes, por isso sdo bastante confundidos. Lukhoba et al. (2006)
realizaram uma revisdo etnobotanica com 62 espécies de Plectranthus,
constatando que cerca de 30% das citacdes literarias consideram P. grandis
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uma sinonimia de P. barbatus, considerando ambas as espécies como se
fossem apenas uma. No presente trabalho obteve-se uma clara separagéao das
duas espécies, 0 que corrobora com a classificacao realizada por Passinho et
al. (2000), que através da técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenth
Polymorphism) demonstrou a existéncia de variabilidade genética entre ambas
as espécies, atestando sua autenticidade.

Os marcadores de DNA apresentam vantagens e superam muitos dos
limites dos marcadores morfolégicos, confirmando que a técnica de RAPD gera
polimorfismo em grande numero, além de nao sofrerem influéncia de fatores
ambientais e estadio de desenvolvimento, permitindo que a planta seja
identificada em qualquer estadio do ciclo vegetativo (Borém, 1998; Sansavini,
1998).

Vinte e quatro primers permitiram diferenciar as espécies de P. grandis e
P. barbatus, apresentando um total de 164 bandas, onde 37,20% s&o
polimérficas e 62,80% monomorficas, sendo que, destes, o que apresentou
maior polimorfismo foi o primer OPX01, com oito bandas polimérficas,
enquanto que 32,84% das 134 bandas geradas a partir de 21 primers RAPD
possibilitaram a diferenciacao entre P. neochilus e P. amboinicus.

Paton et al. (2004), através da analise filogenética de regides trnL - trnF
e rps16, elaboraram um dendrograma que une as espécies de P. barbatus e P.
amboinicus com bootstrap de 67%. Diferentemente, no presente trabalho
obteve-se uma similaridade genética média de 53%, onde as quatro espécies
ficaram claramente separadas num primeiro subgrupo representado por P.
grandis e P. barbatus, enquanto que P. neochilus e P. amboinicus se localizam
no segundo subgrupo (Figura 5). Essa diferenca de agrupamento esta
diretamente relacionada ao tipo de abordagem gendmica, uma vez que a
analise de RAPD detecta locos aleatérios dispersos por todo o genoma, no
trabalho de Panton et al. (2004) foram analisadas sequiéncias especificas, as
quais, em se tratando de espécies relacionadas, podem conduzir a esse tipo de
classificacao.

De acordo com Casas et al. (1999), os marcadores moleculares sao
muito utilizados tanto para estudar a variabilidade genética entre espécies
quanto para identificar a similaridade entre diferentes acessos.
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No presente trabalho, foi observado uma alta similaridade entre os
genotipos da espécie P. barbatus em relagcdo aos diferentes locais de coleta
(préximo a 100%). A maior similaridade genética foi registrada entre as plantas
coletadas em Passo Fundo (PF) e na Reserva Indigena de Passo Fundo
(RIPF) com 99,61%, provavelmente devido a proximidade das regides,
enquanto que a maior distancia genética foi observada para os espécimes
coletados em Pelotas e Reserva Indigena de Passo Fundo (96,10%) (Figura 5).

Embora seja estimado que o numero minimo de primers polimorficos,
necessarios para andlise de variabilidade genética usando o coeficiente de
Dice seja 12, possivelmente com um maior numero de primers, além dos 27
utilizados, podera ser detectado maior variabilidade genética, principalmente
entre os gendtipos de P. barbatus (Valmor Bianchi, comunicagéo pessoal).

Apesar da técnica RAPD ser considerada por muitos pesquisadores
como sendo de baixa repetibilidade dos resultados, quando utilizada
corretamente e comparada a outras técnicas moleculares, conforme observado
em diversos trabalhos com outros grupos de plantas, ela mostra-se eficiente no
estudo da variabilidade genética. No presente trabalho demonstrou-se que a
técnica RAPD é de grande aplicabilidade para estudo de variabilidade genética
das espécies de Plectranthus. Além do mais, essa técnica € mais rapida, mais
simples, requer menor quantidade de DNA e é mais barata, quando comparada
as outras técnicas moleculares, conforme ja mencionada por Upadhyay et al.
(2004).

Embora no presente trabalho tenha sido detectado baixa variabilidade
entre gendtipos da mesma espécie, a técnica de RAPD foi eficiente para a
diferenciacdo das mesmas, podendo ser Uutil também para mapear
caracteristicas de interesse ao melhoramento. De acordo com Shimada et al.
(1999), andlises de RAPD sao capazes de revelar polimorfismo do DNA até
mesmo de espécies altamente relacionadas.

Por se tratar de espécies com grande potencial de aproveitamento na
producéo de farmacos, a variabilidade existente entre as diferentes espécies de
Plectranthus pode ser utilizada para selecao de genétipos com caracteristicas
melhoradas. Entretanto, para que isso seja possivel, um estudo mais apurado
sobre a variabilidade com maior nimero de marcadores se faz necessario, bem

como deverdo ser conduzidos trabalhos sobre a biologia reprodutiva destas
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espécies para verificar se ha possibilidade de transferéncia de genes entre

estas espécies pelo processo de melhoramento assistido.

4.2 Avaliacao do teor de dleo essencial de quatro espécies do género

Plectranthus

4.2.1 Determinacao do teor de agua

Houve diferenga estatistica em relacdo ao teor de agua nas folhas das
espécies analisadas, sendo que a maior média foi apresentada para o P.
neochilus, com 93,12% b.u., ndo diferindo estatisticamente do P. amboinicus e
a menor média, de 87,16% b.u. para P. barbatus (Figura 6). Estes resultados
foram de acordo com o esperado, jA que as espécies P. neochilus e P.
amboinicus se assemelham morfologicamente, ambas possuem folhas
pequenas e suculentas, com aproximadamente 6 cm de comprimento.
Enquanto que o as outras duas espécies, sdo bastante confundidas entre si,
possuindo folhas maiores (chegando a 12 cm de comprimento) e mais largas
(com aproximadamente 10 cm de largura), além de serem menos espessas

que as primeiras.
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P. neochilus  P. amboinicus  P. grandis P. barbatus

Figura 6- Determinacédo do teor de agua por massa
fresca de plantas de Plectranthus. As médias foram
comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.
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4.2.2 Extracao, separacao e quantificacao do oleo essencial

A partir dos resultados analisados, foi observada diferenga significativa,
ao nivel de 5% de erro, em relacdo a quantificacdo do 6leo essencial para as
espécies de interesse (Figura 7). P. amboinicus possui maior teor de 6leo
essencial (0,43% b.s.), ndo diferindo apenas do P. neochilus, enquanto que P.
grandis apresentou os menores valores (0,09% b.s.).

Como esperado, as espécies que apresentaram maior teor de agua,
possuem menor matéria seca e, consequentemente menor concentragdo de
6leo essencial por grama de massa seca. O comportamento diferenciado entre
as espécies € intrinseco das caracteristicas morfolégicas. Os dois principais
grupos formados pela da andlise de marcadores moleculares sdo confirmados
através deste experimento, onde foi possivel observar que a concentracao de
Oleos essenciais por grama de massa seca € menor para o0 primeiro grupo,
composto por P. grandis e P. barbatus, e maior para o segundo, P. neochilus e
P. amboinicus, demonstrando a existéncia de maior proximidade e similaridade

entre as espécies de cada grupo.
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Figura 7- Teor de dleo essencial extraido de folhas
frescas de quatro espécies de Plectranthus. As médias
foram comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com Abdel-Mogib (2002), a constituicdo quimica das espécies
do género Plectranthus é pouco conhecida, sendo que estas sao ricas em
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6leos essenciais, possuindo em sua constituicdo teores abaixo de 0,5% de éleo
volétil por base seca, concordando com o0s baixos valores encontrados no
presente trabalho.

Os maiores constituintes dos 6leos essenciais deste género sdo o0s
mono e sesquiterpenos. Cerca de 140 diterpendides ja foram identificados, de
glandulas foliares, para espécies de Plectranthus (Abdel-Mogib, 2002).

Pode ser observado um comportamento similar quanto ao teor de agua
e quantidade de oOleo essencial (Figuras 6 e 7). Considerando que o0s
constituintes dos dleos essenciais das quatro espécies em estudo sejam
semelhantes, tanto na composicao quanto na sua concentragao, sugere-se que
P. amboinicus é a espécie mais indicada para o cultivo, por apresentar menor

massa seca e maior concentracao de 6leo essencial.

4.3 Estabelecimento in vitro de trés espécies do género Plectranthus

4.3.1 Estabelecimento de gemas e meristemas in vitro

A desinfestacdo com hipoclorito de sédio foi efetiva, pois reduziu
consideravelmente a contaminagao por fungos e bactérias na primeira semana
de incubacao das gemas de P. grandis, P. barbatus e P. neochilus (primeiro
experimento). Apés 30 dias de cultivo no meio MS houve oxida¢do de quase a
totalidade das gemas para as espécies de P. grandis (95%) e P. barbatus
(92%), enquanto que 70% das gemas do P. neochilus foram bem sucedidas no
estabelecimento in vitro em meio MS.

Esta diferenca de comportamento das espécies em relacdo a oxidagao
pode ser decorrente de uma maior lignificagdo dos tecidos de P. grandis e P.
barbatus em relacdo ao P. neochilus. De acordo com Andrade et al. (2002), a
oxidacao ocorre em funcdo da liberacdo de compostos fendlicos que se
concentram no interior dos frascos quando a planta é cultivada in vitro, os quais
sao precursores da sintese de lignina e liberados dos tecidos perante injaria ou

senescéncia. O acumulo de polifendis e produtos de oxidacdo, como melanina,
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suberina, lignina, cutina e calose, em torno da superficie excisada, modifica a
composigdo do meio de cultivo, assim como a absor¢cdo de metabdlitos. Os
polifendis sao derivados do metabolismo secundario, os quais exercem
importante papel no metabolismo das espécies e, ainda atuam na defesa
contra predadores e microrganismos (Teixeira, 2001).

As gemas sobreviventes do primeiro experimento, apo6s 30 dias de
cultivo, foram transferidas para frascos de vidro contendo cerca de 40 mL de
meio MS semi-s6lido a fim de tentar a multiplicacdo. Apdés 40 dias de
subcultivo, apenas o P. neochilus foi multiplicado com sucesso no meio MS
sem necessidade de tratamento adicional (Figura 8A). Ja as outras duas
espécies, tiveram o desenvolvimento prejudicado (Figura 8B e 8C) e nao

apresentaram material suficiente para experimento de micropropagagao.
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Figura 8- Aspecto das plantas de P. neochilus (A), P. barbatus
(B) e P. grandis (C) apds o estabelecimento in vitro de gemas
axilares em meio MS por 30 dias e subcultivados em meio MS
por 40 dias.

As plantas de P. neochilus foram multiplicadas com sucesso, através de
segmentos nodais, em meio MS sem adicdo de nenhum tipo de regulador de
crescimento. Apds 40 dias de subcultivo foi observada uma altura média de 10
cm, comprimento médio das raizes de 14 cm e 13 gemas em média por planta.

Apos 30 dias de cultivo dos meristemas de P. grandis e P. barbatus em
meio MS suplementado com 0,1 mg L™ de BAP, 0,01 mg L de ANA e 0,1 mg
L' de AGs (segundo experimento) houve 100% de oxidacdo para ambas as
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espécies. Segundo Flores et al. (1998), a oxidacao fendlica tem sido um dos
principais problemas na fase de estabelecimento de cultivos in vitro. Estes
compostos fendlicos sdo oxidados pelas enzimas polifenases produzindo
substancias téxicas, as quais atuam inibindo o crescimento dos explantes,
podendo causar a morte, além de escurecer o meio de cultura (Sato et al,
2001).

4.3.2 Estabelecimento do P. grandis e P. barbatus em meios

alternativos

Apés a primeira semana de cultivo no escuro, para evitar a oxidagao dos
explantes, nos meios MS e WPM integros e com trés quartos da concentracao
de seus sais, combinados com 30 e 50 g L' de sacarose, para o
estabelecimento in vitro de P. grandis e P. barbatus, houve uma reduzida taxa
de contaminacdo por fungos e bactérias com uma média de 12,5% para P.
grandis e 15% para o P. barbatus (Tabela 4) demonstrando que o sistema de
desinfestagdo com hipoclorito de sédio 1% foi suficiente (terceiro experimento).

Tabela 4- Porcentagem de contaminacdo das gemas de P. grandis e P.
barbatus apés sete dias de cultivo nos diferentes meios de cultura

Contaminacao por fungos e

Tipo de meio de Concentragao de bactérias (%)

1
cultura sacarose (g L") P. grandis P. barbatus
MS % 30 0 10
MS 34 50 10 10
WPM 30 0 30
WPM 50 30 20
WPM % 30 10 10
WPM % 50 30 10
Total 12,5% 15%

Segundo Teixeira (2001), o cultivo dos explantes no escuro ou em baixa
densidade de fluxo de fétons durante as primeiras semanas da fase de
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estabelecimento, pode resultar na diminuicdo da oxidacao fendlica. O cultivo
em condigcbes de luminosidade intermediaria, mesmo apds o periodo das
primeiras semanas da etapa de estabelecimento das culturas, contribui para
prevenir a oxidacao e melhorar o crescimento dos explantes.

Ao término do experimento, apds 40 dias de cultivo em camara de
crescimento com condicdo de luz e temperatura controladas, houve um
elevado indice de oxidagao dos explantes (Tabela 5), onde em média 52,94%
das gemas de P. grandis oxidaram e 73,53% de P. barbatus.

Tabela 5- Porcentagem de oxidacdo das gemas de P. grandis e P. barbatus
apos 40 dias de incubacao nos diferentes meios de cultura

Tipo de meio de Concentracao de Oxidacao das gemas (%)
cultura sacarose (g L™ P. grandis P. barbatus
MS 30 55,56 50,00
MS 50 33,33 85,71
MS %4 30 40,00 77,78
MS 34 50 66,67 55,56
WPM 30 87,50 85,71
WPM 50 57,14 87,50
WPM %4 30 55,56 77,78
WPM 34 50 28,57 77,78
Total 52,94% 73,53%

Campos (2005) observou para Prunus spp. que percentuais mais
elevados de oxidagdo ocorrem em meios que apresentam concentragdes
maiores de sais, concordando com Teixeira (2001), o qual afirma que meios de
cultivos com sais reduzidos possibilitam a reducédo das oxidagdes em explantes
de espécies lenhosas. No presente trabalho, nenhum tipo de correlagéo entre
0s percentuais de oxidacao e as concentracdes de sais nos meios de cultivo foi
observado, confirmando a possibilidade da oxidagédo estar relacionada com a
producdo de metabodlitos secundarios, como o0s compostos fendlicos
sintetizados pelas espécies em estudo.

O crescimento dos explantes foi muito baixo, a maioria desenvolveu
apenas o primeiro par de folhas com aspecto de hiperidricidade. Somente P.
grandis nos meios MS com 50 g L de sacarose e WPM % com 30 g L' de
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sacarose apresentaram um bom desenvolvimento com enraizamento (Figura
9B e 9C). Para P. barbatus no meio WPM % com 30 g L™ de sacarose, as
gemas se desenvolveram, apresentando o primeiro par de folhas verdes com
pouca oxidagao na porgcao basal do explante (Figura 90).

Figura 9- Aspecto das plantas de P. grandis (A-H) e P.
barbatus (I-P) apds 40 dias de cultivo em meio MS e WPM
com % da forca de seus sais e na sua composi¢ao total,
combinados com 30 e 50 g L de sacarose, suplementados
com 50 mg L™ de &cido citrico e 40 mg L™ de cisteina.

Para ambas as espécies de Plectranthus, a concentracdo de 30 g L de
sacarose apresentou melhores resultados, contrastando com estudos
realizados por Romano (1995) com Quercus suber L. e Nicoloso et al. (2003)
com Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, onde o aumento da concentragao
de sacarose favoreceu o alongamento das plantas com maior nimero de
gemas, demonstrando a necessidade particular de cada espécie.

A sacarose € um carboidrato encontrado com abundancia nos tecidos
vegetais, sendo sintetizado indiretamente através da fotossintese. Quando
cultivadas in vitro, as plantas ndao produzem todo o agucar necessario ao seu

crescimento, portanto, a sacarose € adicionada ao meio de cultivo (Kyte &
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Kleyn, 1999). Segundo Caldas et al. (1998), a sacarose € o carboidrato mais
utilizado nos meios nutritivos por suportar elevadas taxas de crescimento para
a maioria das espécies vegetais. A concentragdo de sacarose comumente
utilizada no cultivo in vitro é de 30 g L™, no entanto, esta condigdo pode variar
para cada espécie (Lakso et al., 1986).

Segundo Hartmann et al. (1997), para muitas espécies de plantas pode
ser utilizado o meio de cultura diluido, para o processo de multiplicagcdo, sem a
necessidade de utilizar sua composicao integral, reduzindo custos laboratoriais.

A utilizagdo de meio de cultura diluido tem demonstrado bons resultados
tanto para espécies medicinais, como para outras plantas, como relatado por
Oliveira & Pasqual (1995), que testaram diferentes concentracdes de meio MS
para estabelecer as condicoes ideais de propagagdao de crisantemo
(Dendranthema grandiflora Tzvelev) e recomendaram a utilizagdo de MS %
com 60 g L™ de sacarose. De acordo com Barros & Castro (1995), o meio MS
com % de seus sais e vitaminas foi 0 mais adequado para regeneracao da
macela (Achyrocline satureoides (Lam.) D.C.), uma planta medicinal.

No presente trabalho observou-se um melhor desenvolvimento das
plantas no meio WPM diluido para ambas as espécies, concordando em parte,
com estudos feitos por Bosenbecker (2001), onde a micropropagacdao de
meristemas caulinares de camomila romana foi mais satisfatéria em MS com
75% da concentragcdo de seus sais e vitaminas.

O meio de cultura WPM tem sido descrito e utilizado como alternativa
para o meio MS, sua formulacao foi especialmente desenvolvida para espécies
lenhosas, tendo como caracteristica, baixas concentragoes de sais (Harttmann
& Kester, 1989; Grattapaglia & Machado, 1998). Segundo Harada & Murai
(1996), o meio WPM tem concentracdes de sais menores do que o MS e, desta
forma, apresentou melhores condicbes para a micropropagacao de Prunus
mume Sciebold & Zucc.

Um dos mais importantes componentes do meio de cultura é o
nitrogénio, sendo que o MS possui em sua constituicAo maiores indices de
nitrogénio inorganico enquanto que outras formulacdes possuem niveis mais
baixos. Algumas espécies requerem ou toleram indices mais elevados deste
elemento no meio de cultivo do que outras. O balango entre NH;" e NO3™ é
bastante critico para a cultura de células e regeneracao de plantas. No geral,
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existe uma tendéncia de usar niveis mais baixos de NH;* do que NOjz nos
meios de cultura de tecido de plantas (Dixon & Gonzales, 1996).

O meio WPM possui menor concentracao de sais basicos do que o MS,
sendo que a relacao de aménio:nitrato € de 0,52 mM para o MS e 0,51 mM
para o WPM, e a forca ibnica total é de 9425 mM e 42,39 mM,
respectivamente (McCown & Sellmer, 1987).



4 CONCLUSOES

Através da técnica de RAPD observa-se maior similaridade genética
entre as espécies P. neochilus e P. amboinicus, seguido de P. grandis e P.
barbatus. Verifica-se também uma separacao da espécie P. barbatus em
relagdo aos diferentes locais de coleta, sendo que a maior similaridade é
encontrada nas amostras coletadas em regibes mais proximas
geograficamente.

Em relacdo a quantificacao de 6leos essenciais ha maior concentracao
em P. amboinicus seguido de P. neochilus, P. barbatus e P. grandis.

Péde ser observado que o meio MS é apropriado para o
estabelecimento e multiplicagéao in vitro de P. neochilus, enquanto que 0 meio
WPM % com 30 g L™ de sacarose é o mais adequado para o estabelecimento

in vitro de P. grandis e P. barbatus.
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APENDICE

P.grandis/Pel 1.000

P.grandis/Flor 0.968 1.000

P.neochilus/Pel 0.129 0.130 1.000

P.neochilus/POA 0.113 0.113 0.979 1.000

P.amboinicus/Pel 0.110 0.111 0.800 0.812 1.000

P.barbatus/Pel 0.786 0.789 0.138 0.114 0.086 1.000

P.barbatus/POA 0.773 0.785 0.152 0.128 0.102 0.968 1.000

P.barbatus/PF 0.770 0.781 0.159 0.136 0.101 0.964 0.996 1.000
P.barbatus/RIPF 0.775 0.778 0.167 0.143 0.109 0.961 0.992 0.996 1.000
P.barbatus/Flor 0.781 0.785 0.160 0.136 0.110 0.976 0.976 0.973 0.977 1.000

Pg/Pel Pg/Flor Pn/Pel Pn/POA Pa/Pel Pb/Pel Pb/POA Pb/PF Pb/RIPF Pb/Flor

Quadro 1- Valores de similaridade genética calculados com o coeficiente de
Dice, utilizando dados gerados com 27 primers RAPD.






