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RESUMO

Hesperozygis ringens, pertencete a familia Lamiaceae, ¢ uma planta aromatica nativa do
Sul do Brasil com sua ocorréncia restrita aos campos sulinos, principalmente nos municipios de
Cacapava do Sul, Alegrete e Sdo Francisco de Assis. Devido a algumas atividades agropastoris
como sucessivas limpezas e queimadas para renovacao das pastagens associados com alguns
fatores como baixa eficiéncia na propagacao das sementes, esta espécie encontra-se em processo
de extin¢do. Visando analisar o efeito destas atividades e o grau do processo de extingdo em que
esta planta se encontra foram utilizados marcadores moleculares RAPD e ISSR na tentativa de
avaliar a variabilidade genética, também foi avaliada a variabilidade quimica através dos dleos
essenciais ¢ o efeito de reguladores de crescimento na micropropagagdo. Com o uso de
marcadores moleculares registrou-se um baixo fluxo génico entre as populagdes avaliadas, com
identidades genéticas distintas, separando as amostras em grupos isolados como Alegrete, Sao
Francisco de Assis ¢ Cagapava do Sul, este ultimo avaliado em duas coletas A ¢ B as quais
revelaram um maior cruzamento entre as amostras. A variabilidade quimica confirmou os dados
obtidos com marcadores RAPD e ISSR, pois separou as populacdes em grupos isolados,
apresentando alguns compostos com baixa freqiiéncia, como limoneno e linalol na populagdo de
Sao Francisco de Assis, € outros estiveram ausentes, como sabineno em Cagapava do Sul. Na
propagacao in vitro o meio de cultivo MS apresentou os melhores resultados, suplementado com
13,2uM de benziladenina e acrescido de 2mg/L de nitrato de prata, este utilizado para evitar o
efeito do acumulo de etileno. O enraizamento mostrou uma limitagdo com baixa eficiéncia, mas
foi obtido em casca de arroz carbonizada, com % MS suplementado com IBA. Mesmo com esta

dificuldade a micropropagacdo pode ser uma alternativa para a propagagdo desta espécie
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ameagada de extincdo. Com base nestes resultados aspectos ecologicos, evolutivos e de

preservagdo sao discutidos neste trabalho.
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ABSTRACT

Hesperozygis ringens, belongs to Lamiaceae’s family, it is an aromatic plant native from
the South Brazil with its occurrence restrict south fields mainly in Cagapava do Sul, Alegrete and
Sao Francisco de Assis. Due some activities agropastoris like continuous cleanness and burning
to the renovation of grassland associate with some factors like low seed efficiency propagation,
these spices are in extinction process. In order to evaluate the effect of these activities at the
extinction process of this plant were used molecular markers RAPD and ISSR to evaluate the
genetic variability, chemical variability of the essential oils and effect of the growing regulators
in the micropropagation. With molecular markers we check a low gene flow between studied
populations, with distinct genetic entities, sharing the samples in isolated clusters from Alegrete,
Sao Francisco de Assis and Cagapava do Sul, the last one was evaluate in two populations A and
B witch showed a larger gene flow between samples. The chemical variability data were
confirmed by markers RAPD and ISSR, because they shared the populations in two isolated
groups, characterized for to present compounds with low frequency like limonene and linalool in
the Sao Francisco de Assis population, and the others were not present as sabinene in Cagapava
do Sul. In the in vitro propagation the MS medium showed the best results supplemented with
13.2uM of benzyladenine and 2mg/l of silver nitrate, witch were used to avoid ethylene
accumulation effect. The rooting showed limitation with low efficiency, but was obtained with
carbonized rice back, with %% MS supplemented with IBA. Even with hardness the
micropropagation can be an alternative for the propagation and preservations of this endangerous
species. Based in this results of this work were discussed about environmental, evolution and

conservation aspects.
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1. INTRODUCAO

O género Hesperozygis, pertence a familia Lamiaceae, é formado por seis espécies,
cinco destas tem sua distribuicdo na América do Sul e uma no México. Dentro deste género
destaca-se Hesperozygis ringens, popularmente denominada de “Espanta Pulga”, a qual é uma
espécie aromética com sua distribui¢do na Serra do Sudeste e no sul das Missdes. E endémica
de uma area restrita do sul do estado do Rio Grande do Sul, com seu crescimento em baixas
altitudes, menores de 400 m, em solos arenosos e pedregosos. Trata-se de um arbusto lenhoso
denso com 20 a 50 cm de altura, com caule bastante ramificado. As folhas sdo ovado
rombdides (2 a 5 cm de comprimento 1,5 a 2,5 cm de largura), pecioladas, glabras, com
bordos apenas dentados na metade terminal e repletas de glandulas sésseis afundadas em
ambas as faces. As flores encontram-se reunidas em espigas terminais. O calice de coloragao
verde apresenta-se recoberto interna e externamente por pelos curtos. A corola de coloracao
alva a violadcea com tubo de 0,7 a 1,0 cm, internamente glabra, 1abio superior de 1,3 a 1,5 cm
e inferior trilobado, 1,2 al,6 cm, ambos com pilosidade na face externa. O labio inferior
apresenta manchas violaceas na sua regido mediana. O androceu caracteriza-se pela presenga
de dois filetes simples sinantéricos.

H. ringens ¢ popularmente utilizada como inseticida natural pois possui na
constitui¢do de seu 6leo essencial o composto Pulegona, encontrado em concentragdes acima
de 79%, o qual possui atividade inseticida, bactericida, alelopatica e nematicida. Outros
compostos encontrados foram, a-pineno, sabineno, 3-pineno, limoneno, 1,8-cineol, 6xido de
cis- € trans-linalol, linalol, mentona, isopulegona, o- terpineol, 6xido de cis- and trans-
pulegona, e cariofileno.

Devido a sua ocorréncia endémica em morros pedregosos, a sucessivas renovacdes das

pastagens através das queimadas para a alimentagdo do gado, e sua coleta indiscriminada para



fins medicinais, associados a baixa eficiéncia de propagagdo por sementes, Hesperozyges
ringens tem sido incluida na lista das espécies brasileiras ameagadas de extingao.
Considerando que até o momento nao foram encontradas publicagdes sobre diferentes
formas de reprodug¢do como a micropropagagdo ou cultura de tecidos deste género, assim
como estudos envolvendo genética de populagdes utilizando marcadores moleculares ¢ a
variabilidade do oleo essencial, este estudo torna-se importante no monitoramento da
diversidade genética a qual é fonte de toda selecdo natural, contribuindo para a

sustentabilidade e uso, assim como para a preservacao desta espécie ameagada de extingao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiversidade e Plantas Aromaticas.

A biodiversidade de espécies vegetais divide-se mundialmente em cinco grandes
regides de distribui¢do, principalmnete nos seguintes continentes, Australia, Asia, Africa,
América Central e América do Sul. Constata-se que mais da metade desta diversidade
encontra-se nas florestas tropicais, cuja area corresponde a apenas 7% da superficie da terra
(Soegjarto, 1996). O Brasil apresenta uma grande biodiversidade por possuir a maior parte da
Floresta Amazonica, detendo assim uma grande variedade de fauna e flora, caracterizando o
Pais com a maior diversidade de espécies vegetais do planeta, contando com mais de 55.000
espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (Dias, 1996), e
privilegiado por sua riqueza de megadiversidade (Mittermeier et al., 2005). No Brasil esta
biodiversidade esta dividida em 6 principais biomas, Floresta Amazdnica, Mata Atlantica,
Caatinga, Cerrado, Pantanal e Campos Sulinos. Estes tltimos estdo distribuidos nos estados
de Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul, os quais encontram-se em boa parte como
pastagens nativas para a criacdo de bovinos € ou ovinos, ou sdo convertidos ao cultivo de
grandes lavouras de produgdo de soja, milho, arroz, sorgo, dentre outros. Desta forma essa
biodiversidade vem sendo afetada diretamente pela agdo antrdpica principalmente devido ao
desmatamento, conversdo de paisagens naturais em plantagdes, pastagens ou areas urbanas e
industriais. No Sul do Pais os Campos Sulinos tem sido afetados principalmente pela agao
humana devido as queimadas realizadas com a finalidade de renovacao das pastagens, ¢ esta
forma de condugdo das pastagens ndo ¢ apropriada para muitas espécies que se desenvolvem
nesses locais. Segundo Gottlieb ef al., (1996), a interferéncia humana na natureza chegara a

causar grandes extingdes, além disso, a variabilidade que pode ser perdida ¢ imprescindivel



para a manutencao da diversidade genética, a qual ¢ fonte de toda selecao natural e artificial,
assim como base para domesticacao de espécies. (Ehrlich, 1988).

Em termos de diversidade, principalmente quando nos referimos a sobrevivéncia das
espécies vegetais, destacando as plantas aromaticas e medicinais, em seus ambientes naturais
os metabolitos secundarios sdo muito importantes para esta adaptagdo, por serem responsaveis
pela producdo de defesas quimicas, contra ataque de predadores herbivoros ou patégenos
microbianos ou pela protegdo do ambiente como resinas e ceras (Cole 1994), e a perda desta

diversidade pode contribuir para colocar em risco muitas espécies.

2.2. Metabolismo secundario de plantas aromaticas.

Os metabolitos secundarios estdo vinculados a sobrevivéncia do individuo no
ambiente em que ele se encontra. Eles permitem que o individuo responda a pressdo dos
fatores ecoldgicos e climaticos, possibilitando a relagdo do individuo com sua fonte de
nutrientes, com seus predadores e também permitem ao individuo se vincular com sua espécie
(populacao) e facilitar sua reproducdo. A aplicabilidade dos metabolitos secundarios esta
relacionada com medicamentos, aromas, sabores, corantes naturais, etc. (Moyna e Menéndez,
2001). Muitos dos metabdlitos secundarios sdo produzidos por plantas as quais sdo umas
importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos (Calixto e Yunes, 2001),
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos.
Pesquisadores da area de produtos naturais mostraram-se impressionados pelo fato desses
produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase inacreditavel da diversidade em
termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas (Wall e Wani, 1996).
Dentre esta diversidade de compostos produzidos pelas plantas, parte deles sdo encontrados

nos dleos essenciais, os quais podem ser definidos como o material volatil presente em plantas



e geralmente de odor e fragrancia caracteristicas. Sdo misturas complexas de terpenos,
terpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Também podem conter
pequenas quantidades de diterpenos e outros componentes (Atti-Serrafini et al., 2001). De
acordo com Mann (1987), existem trés pontos de origem e producdo de compostos
secundarios, diferenciados mediante seus precursores: a) acido chiquimico como precursor de
inimeros compostos aromaticos; b) aminoacidos, fonte de alcaldides e peptideos; e ¢) acetato,
que através de duas rotas biossintéticas, origina compostos como acetatos, terpenos, esterois e
outros.

Os o6leos volateis sdo produzidos em estruturas secretoras especializadas, tais como
pelos glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas (Simdes et al., 2002).

A familia Lamiaceae ¢ uma das principais fontes produtoras de compostos volateis,
caracterizando-se por apresentar principalmente compostos terpendides os quais possuem
importante atividade bioldgica, como, atividade anti insetos, anti bacteriana e anti fingica,
dentro desta familia podemos encontrar no género Hesperozygis, a espécie H. ringens que

possui no seu 6leo essencial estas atividades caracteristicas.

2.3. Caracteristicas quimicas do género Hesperozygis.

O género Hesperozygis pertence a familia Lamiaceae, a qual é caracterizada por
apresentar altas concentracdes de oleo essencial (Cantino e Sanders, 1986), este tendo
importante utilidade na industria de alimentos e cosméticos. Dentre os principais géneros
produtores de dleo essencial podemos citar, Mentha, Rosmarinus, Thymus e Lavandula

(Lawrence, 1992).



O género Hesperozygis ¢ formado por seis espécies, cinco restritas ao sul do Brasil
(Pereira e Pereira, 1973) e uma citada para o México (Cantino e Sanders, 1986). H. ringens ¢
vulgarmente chamada de “espanta pulga”, a qual ¢ um arbusto lenhoso encontrado
principalmente na regido Sudeste e sul das Missdes do estado do Rio Grande do Sul. Estudos
realizados por von Poser et al, (1996) indicaram acdo alelopatica e propriedades
antiparasiticas dos extratos de H. ringens, estes resultados foram atribuidos principalmente a
presenga do composto pulegona encontrado em 79,2% do 6leo essencial. E H. rhododon
encontrada na formacdo da Serra do Mar nos estados do Parana e S@o Paulo as principais
caracteristicas quimicas encontradas foram mentona (43,4%) e pulegona (29,6%). Extratos
destas duas espécies obtidos através de hidrodestilacdo de folhas foram avaliados quanto ao
potencial alelopatico em sementes de alface. Todas as concentragdes avaliadas afetaram o
desenvolvimento de radiculas, mesmo na maior concentragao avaliada (1:64) onde observou-
se necrose nas radiculas. Também os extratos alcodlicos apresentaram atividade alelopatica
em todas as concentragdes avaliadas, porém o efeito foi significativamente maior para os

extratos de H. ringens (von Poser et al., 1996).

2.4. Marcadores Moleculares em estudo de populacdes.

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA,
correspondente a regides expressa ou ndo do genoma. Os diversos tipos de marcadores
moleculares disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada, pela habilidade de detectar

diferengas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade. Segundo



Milach (1998), os tipos de marcadores moleculares de DNA podem ser divididos em dois
grupos: os de hibridiza¢ao e amplificagdo de DNA.

Entre os marcadores mais conhecidos baseados em hibridizagdo encontram-se os
marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; Botstein et al., 1980) e
minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats; Jetfreys et al., 1985).
Entre aqueles mais conhecidos revelados por amplificagdo estdo os marcadores do tipo:
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; Williams et al., 1990); microssatélites (Litt &
Lutty, 1989); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism,; Vos et al., (1995) e ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat; .Zietkiewicz, e Labuda, 1994).

Segundo Ferreira e Gratapaglia (1996), marcadores moleculares apresentam algumas
vantagens sobre os marcadores morfoldgicos. Na utilizagdo de marcadores morfolédgicos,
grande esfor¢o e planejamento sdo necessarios para a constru¢do de mapas genéticos, pois o
reduzido nimero de marcadores analisaveis por linhagem limita a capacidade discriminativa e
a precisdo da analise, exigindo a andlise de um grande niimero de cruzamentos. Em
contrapartida, um grande ntimero de locos de marcadores molecular pode ter seus alelos
estudados em populagdes segregantes de cruzamentos especificos, fato este que facilita o
desenvolvimento de mapas genéticos. Adicionalmente, marcadores moleculares podem
detectar alto grau de polimorfismo para cada loco estudado, ao contrario do que geralmente
acontece com marcadores morfologicos.

Alguns marcadores moleculares apresentam-se como co-dominantes, enquanto que
marcadores morfolégicos sdo, em sua maioria, dominantes ou recessivos (Tanksley, 1983;
Beckman & Soller, 1988; Burr ef al., 1983; Stuber, 1992). Os marcadores moleculares podem
ser empregados para caracterizar o genétipo de um individuo em qualquer estigio de
desenvolvimento a partir de simples amostras de tecidos, ou mesmo de células, permitindo

acelerar o processo de sele¢ao e recombinagdo dos individuos.



Em termos de andlises filogenéticas, os marcadores moleculares apresentam como
vantagens o fato de ndo serem afetados por fatores ambientais, permitindo assim a
determinacdo de relacdes filogenéticas entre materiais de distintas origens, o grande numero
de genes avaliaveis e a independéncia, até certo ponto, da pressao de selecdo (Swofford et al.,
1996), também marcadores moleculares RAPD tem sido usados em estudos genéticos e
moleculares por serem simples e rapido método para a analise da diversidade e similaridade
genética. Além disso apresenta a vantagem de ndo necessitar o conhecimento do genoma a ser
avaliado (Ali et al., 2005).

RAPD ¢ basicamente uma variagdo do protocolo de PCR, com duas caracteristicas
distintivas, segundo Ferreira ¢ Gratapaglia (1996): a) utiliza-se de um primer Gnico ao invés
de um par de primers; b) o primer inico possui uma seqiiéncia arbitraria e, portanto, sua
seqiiéncia alvo ¢ desconhecida.

Em comparagdo com outros marcadores moleculares, RAPD apresenta uma série de
vantagens praticas que podem ser resumidas em simplicidade e rapidez. Por exemplo,
marcadores RAPD foram de 4 a 6 vezes mais eficientes do que RFLP no mapeamento de
polimorfismos ligados a locos de resisténcia a doencas, e 10 vezes mais eficientes em tempo e
mao-de-obra (Paran ef al., 1991). Marcadores RAPD ndo necessitam o desenvolvimento
prévio de uma biblioteca de sondas especifica para o organismo de interesse; por esse fato,
ndo se faz necessario o uso de isétopos radioativos ou marcagdo nao radioativa. Outra
vantagem ¢ a pequena quantidade de DNA utilizada para a andlise genotipica de um
individuo.

A técnica de RAPD possibilita amostrar regides de DNA repetitivo, pois os primers
utilizados para deteccdo de variagdo ao nivel de DNA sdo arbitrarios, apresentando também,
grande sensibilidade na detec¢do de polimorfismo para a identificagdo de gendtipos e

obtencdo de fingerprints (Foolad et al., 1993). Além disso, RAPD oferece uma técnica



alternativa de clonagem de segmentos gendmicos, extremamente simples e eficiente
(Gratapaglia & Sederoff, 1994).

Assim como em muitas outras plantas, os marcadores moleculares t€ém sido utilizados
com sucesso em estudos de plantas aromaticas ¢ medicinais, principalmente na determinagao
de diversidade genética, caracterizagdo de quimiotipos, identificacdo de materiais comerciais
e pureza varietal.

Estudos envolvendo marcadores moleculares na estimativa da variabilidade genética,
associados a dados geograficos e ecoldgicos, tem permitido estabelecer relagdes de grande
valor tanto para a manuten¢do de bancos de germoplasma ex-situs, quanto in situs, € para a
escolha de materiais em programas de melhoramento de plantas aromaticas e medicinais.
Entre os trabalhos nesta area, podem ser citados aqueles desenvolvidos entre populacdes e
espécies do género Melaleuca (Aiken et al., 1998), em Salvia fruticosa (Skoula et al., 1999),
em Artemisia annua (Sangwan et al., 1999) e em duas espécies de Eucalyptus (Byrne, 1999),
entre outros.

Estudos realizados por Sangwan et al. (1999), aplicando a técnica de RAPD em
Artemisia annua, permitiram avaliar a variabilidade genética da espécie e correlaciona-la
com a quantidade de artemisinina, principal composto medicinal desta espécie, abrindo as
portas para o melhoramento genético deste carater. Ja a aplicagdo de marcadores de RAPD no
estudo de variabilidade genética em Ocimum gratissimum (Vieira et al., 2001), permitiram
estabelecer significativas correlagdes entre os grupos formados pela analise hierarquica dos
dados genéticos e a composicdo em Oleos essenciais dos distintos gendtipos. Resultados
semelhantes foram obtidos em outras plantas, tais como Salvia fruticosa (Skoula et al., 1999),
Thymus vulgaris (Echeverrigaray et al., 2001) e Tanacetum vulgare L. (Keskitalo et al.,

2001).



Também o uso deste marcador molecular tem aplicagdo em estudos de populagao,
onde um dos maiores desafios da conservagdo ¢é preservar a variabilidade genética e processos
evolucionarios nas populag¢des viaveis de importancia ecoldgica para prevenir uma potencial
extingdo (Soulé and Simberloff, 1986). Populacdes isoladas em particular estdo sujeitas a
endogamia e deriva génica, e a variabilidade genética esperada nestas populagdes ¢ baixa
quando esperada em populagdes maiores, o que pode ser detectado pelo uso de marcadores
moleculares (Karron, 1997).

Quanto a caracterizagdo de materiais comerciais ¢ determinacdo da variabilidade
disponivel para fins de melhoramento genético de plantas aromaticas e medicinais, cabe citar
os trabalhos realizados em Humulus lupulus (Sustar-Vozlic & Javornik, 1999) e em lavandas
(Echeverrigaray & Agostini, 2000) onde foram caracterizados e as distdncias genéticas
estimadas pelo uso de marcadores moleculares RAPD.

Os marcadores moleculares ISSR sdo dominantes, muito utilizados em estudos de
variabilidade, os quais s3o marcadores semiarbitrarios amplificados por PCR na presenca de
um primer complementar para a seqiiéncia microssatélite (Bornet e Branchard 2001), assim
como RAPD nao requerem informagdo da seqiiéncia ser amplificada. Cada banda de DNA
corresponde a seqiiéncia delimitada por dois microssatélites invertidos e possuem maior
reprodutibilidade devido ao maior comprimento dos primers (Zietkiewicz et al., 1994).

Os marcadores moleculares ISSR sdo utilizados de varias formas, como por exemplo,
na caracterizacdo de cole¢des genéticas de Saccharinae, Andropogonae e Poaceae, os quais
foram capazes de discriminar taxons e identificar clones (Hodkinson et al., 2002). Também
muito bem utilizados em espécies do género Diplotaxis (Brassicaceae) onde os autores
sugeriram a origem bifilética deste (Martin e Sanchez-Yélamo, 2000). Em programas de
melhoramento os marcadores moleculares ISSR foram aplicados para identificar produtos da

fusdo de protoplastos, pois possuiam algumas vantagens sobre outras formas de avaliagao
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como, morfologica a qual pode ser de dificil visualizacao, citoldégica a qual pode ndo
distinguir entre fusdes, ¢ marcadores bioquimicos os quais sdo influenciados por condigdes
ambientais (Scarano et al., 2002). Juntamente com RAPD separaram diferentes acessos de
Prunus sp e identificaram diferentes espécies provenientes de diferentes locais como Espanha
e Itdlia (Martins et al, 2003). Outro aspecto abordado com este marcador molecular
juntamente com RAPD foi identificar a baixa variabilidade genética de Pinus squamata onde
foi obtida uma variabilidade de 1,13% (RAPD) e 2,43% (ISSR), sugerindo que durante o
periodo evolucionario desta espécie ocorreu deriva génica e autofecundacao, caracteristica de
pequenas populagdes, assim como atividades humanas que aceleraram a baixa diversidade
genética deixando esta espécie criticamente ameagada de extingdo (Zhang et al., 2005). Assim
sendo, a caracterizacdo genética com marcadores possibilita a estimativa de varios indices
genéticos e o conhecimento da organizacdo da distribui¢do da variabilidade entre e dentro das

populagdes (Simoes et al., 2002).

2.5. Micropropagacio de espécies aromaticas.

A cultura de tecidos tem como defini¢cdo basica o cultivo asséptico de qualquer parte
viva da planta constituida por fragcdes de tecidos, 6rgdos ou mesmo células em meio de
cultura, sob condi¢des controladas de umidade, temperatura e luminosidade, para gerar uma
nova planta. Esta técnica baseia-se principalmente, na capacidade de células vegetais
originarem novas células, e se diferenciarem em tecidos e 6rgdos, originando uma nova
planta. Tal propriedade ¢ dita totipotencialidade. Segundo George (1993), a micropropagagao
ou cultivo in vitro possui varios estagios de desenvolvimento, o primeiro ¢ a selecdo e
preparacdo da planta mae ou doadora, pois a partir deste todos os explantes serdo

geneticamente idénticos. No segundo estagio € feita a assepsia da planta matriz, que se inicia

11



com a selecdo da planta doadora até os processos de desinfestagdo, neste processo qualquer
microrganismo que for introduzido juntamente com a cultura obterd todas as condigdes
necessarias ao seu desenvolvimento e inviabilizara a propagagdo. O terceiro estagio refere-se
a propagacdo de novos propagulos com a formagdo de novos brotos adventicios através de
indeterminados ciclos de cultura. No quarto estagio as plantulas ainda s3o muito pequenas e
incapazes de realizar sua propria atividade fotossintética e sobreviver sem fontes artificiais de
carboidratos, portanto os explantes devem ser enraizados e passar por um processo de
elongacdo. No quinto e ultimo estdgio ¢ a transferéncia das plantas propagadas para o
ambiente, este chamado de aclimatagdo, onde as plantas sdo transferidas para uma casa de
vegetacdo, sendo gradualmente reduzida a umidade relativa e aumentada a intensidade
luminosa, para apés este periodo serem transferidas para o campo.

A utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas em plantas, tais como a micropropagacao,
cultura de células e tecidos, biotransformagao ou engenharia genética, podem resolver alguns
dos problemas relacionados com a utilizacdo de metabdlitos secundarios de origem vegetal.
Dentre varias técnicas, a micropropagacdo de plantas aromaticas e medicinais tem se
difundido nos ultimos anos pela possibilidade de aumento rapido do nimero de individuos
geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas; produg¢do de mudas durante todo o
ano mesmo em regides onde as plantas ndo apresentam condigdes para a propagacao sexuada;
produgdo de plantas com elevada qualidade sanitéria livre de bactérias, fungos ou nematoides;
obtencdo de plantas altamente homogéneas a partir de plantas heterozigotas, possibilitando o
aproveitamento do vigor-hibrido, sem as limita¢des da producdo de sementes e possibilidade
de conservacdo de germoplasma, garantindo a manuten¢ao da biodiversidade. (Echeverrigaray
etal., 2001).

Também podemos citar a aplicagdo do cultivo in vitro em estudos de processos

fisiologicos e de desenvolvimento, utilizando a morfogénese como sistema modelo, também
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tem sido muito utilizado os estudos de micropropagacao na conservagao de recursos genéticos
através de bancos de germoplasma in vitro, os quais possuem algumas vantagens dos bancos a
campo os quais estdo sujeitos a intempéries climaticas ataque de patdgenos, periodos de
dificuldade economica, além do trabalho em laboratorio ser mais confortavel, (Withers e
Williams, 1998).

Em estudos fisiolégicos ou de populacdes de plantas também sdo muito tteis os usos
de técnicas da engenharia genética como a transformagdo, técnica definida como sendo a
introdugdo controlada de acidos nucléicos em um genoma receptor (Tachini ¢ Walbot, 1986)
excluindo-se portanto a introducdo por fecundag¢do. As principais técnicas utilizadas na
transformagdo sdo, o uso do vetor agrobacterium, polietilenoglicol, eletroporacao,
microinjecdo, macroinjecdo, aceleragdo de particulas entre outras (Brasileiro e Dusi, 1999).
Como exemplo da aplicagdo destas técnicas podemos citar o trabalho de Tan et al., (2005),
onde foram quantificados os mecanismos ¢ o fluxo génico em Arabidopsis thaliana, inserindo
a proteina GFP (Green Fosphorecent Protein). Com isso verificou-se que a dispersao do poélen
estava limitada em 0,5m assim sugerindo o baixo autocruzamento e a polinizagdo sendo
realizada por insetos.

Dentro deste contexto, estudos envolvendo micropropagacao, marcadores moleculares
avaliando a variabilidade genética, variabilidade na composi¢ao quimica de 6leos essenciais e
composicao de extratos ndo volateis sdo muito importantes nos estudos para a conservagao
desta espécie, visto que durante o desenvolvimento desta tese ndo foram encontradosna

literatura trabalhos relatando estes assuntos.
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3. OBJETIVOS

Devido a interferéncia humana no habitat de Hesperozygis ringens, relacionados com
fatores ambientais e genéticos, esta espécie encontra-se em processo de extingdo, desta
maneira procuramos discutir neste trabalho resultados que possam colaborar para sua

preservagao de acordo com os objetivos decorrentes no trabalho.

1. Avaliar a variabilidade genética através de marcadores moleculares RAPD e ISSR
de H. ringens.
2. Avaliar a variabilidade quimica dos 6leos essenciais de H. ringens.

3. Avaliar o efeito de citocininas e auxinas na micropropagacao de H. ringens.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Variabilidade Genética em Hesperozygis ringens Benth. (Lamiaceae):

Uma planta aromatica e medicinal do sul do Brasil ameacada de extincio.
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RESUMO

Hesperozygis ringens Benth. (Lamiaceae) ¢ uma planta aromdtica e medicinal,
caracterizada por altas concentracdes de pulegona, endémica das serras do sudeste do Rio
Grande do Sul, e atualmente considerada dentro da relagdo das espécies em risco de extingao.
No presente estudo foi avaliada a variabilidade genética intra e interpopulacional de H.
ringens através de marcadores moleculares RAPD e ISSR. Os resultados mostraram que
populacdes de H. ringens sdo geneticamente estruturadas, com baixo fluxo génico entre as
populacdes confirmando a fragmentacdo imposta pela agao antropica. Populagdes destas duas
areas de ocorréncia sdo geneticamente diferentes. Baixa variabilidade intrapopulacional e
heterozigosidade foram detectadas indicando deriva génica e endogamia. Baseado nestes

dados estratégia de conservacao sao discutidas.

Palavras chave: Hesperozygis ringens, ISSR, RAPD, Conservacao.
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ABSTRACT

Hesperozygis ringens Benth. (Lamiaceae) is an aromatic and medicinal plant,
characterized by a high concentration of isopulegone, endemic of the mountains of southeast
Rio Grande do Sul, Brazil and currently considered on the endangered list. The present study
evaluated the intra and interpopulation genetic variability of H. ringens by means of RAPD
and ISSR molecular markers. The results showed that H. ringens populations are genetically
structured, with low gene flow between populations confirming the fragmentation imposed by
anthropic action. Populations from the two areas of occurrence are genetically different. Low
intrapopulation variability and heterozygisty were detected indicating genetic drift and

inbreeding. Based on the data conservation strategies are discussed.
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INTRODUCAO

O género Hesperozygis Epling (Lamiaceae) ¢ constituido por aproximadamente seis
espécies, cinco das quais s@o limitadas as regides sul e sudeste do Brasil (Pereira e Pereira,
1973) e uma mencionada no México (Cantino e Sanders, 1986).

Hesperozygis ringens Benth. E uma das espécies sul americanas, sendo descrita como
um arbusto lenhoso, 20 a 50 cm de altura, com caule bastante ramificado. As folhas sdo ovado
rombdides (2 a 5 cm de comprimento 1,5 a 2,5 cm de largura), pecioladas, glabras, com
bordos apenas dentados na metade terminal e repletas de glandulas sésseis afundadas em
ambas as faces. As flores encontram-se reunidas em espigas terminais. O célice de coloragao
verde apresenta-se recoberto interna e externamente por pelos curtos. A corola de coloracao
alva a violdcea com tubo de 0,7 a 1,0 cm, internamente glabra, 1abio superior de 1,3 a 1,5 cm
e inferior trilobado, 1,2 al,6 cm, ambos com pilosidade na face externa. O labio inferior
apresenta manchas violdceas na sua regido mediana. O androceu caracteriza-se pela presenca
de dois filetes simples sinantéricos.

Em termos de composicdo quimica, esta especie caracteriza-se por apresentar altas
concentragdes de oOleos essenciais (4% do peso seco), tendo como componente principal a
pulegona (98.5%) (Von Poser et al., 1996). A pulegona possui atividade antimicrobiana,
antifingica, inseticida e alelopatica (Economou e Nahrstedt, 1991; Franzois et al., 19997 e
Von Poser et al., 1996).

Hesperozygis ringens € nativa e endémica da serra do sudeste e da regido sul das
Missdes do Rio Grande do Sul, ocorrendo em elevagdes pedregosas. A sua baixa ocorréncia a
tem incluida na lista oficial das espécies ameacadas de extincdo (Ministério do Meio
Ambiente, 2003). Tal situagdo ¢ agravada pela fragmentacdo decorrente da intensa atividade
pecudria e a utilizagdo de queimadas como forma de condugdo de pastagens, que caracterizam

toda a regido de ocorréncia desta espécie. A fragmentacdo de habitats ¢ considerada uma das
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mais importantes perdas de diversidade em plantas, ja que influencia diretamente a dispersao
do organismo, reduzindo o fluxo génico, aumentando a endogamia, e afetando
conseqlientemente a capacidade de competicdo e adaptacdo da espécie (Heywood e Iriondo,
2003 e Oostermeijerand den Nijs, 2003).

O uso de marcadores moleculares na avaliacdo da variabilidade genética tem se
tornado uma ferramenta importante para o estudo de populacdes de diversas espécies,
incluindo plantas aromaticas ¢ medicinais (Bucci et al., 1997; Esselman et al., 1999; Fisher et
al., 2000; Deshpande ef al., 2001 e Viccini et al., 2004). Neste sentido Escudero et al., (2003)
considerou a necessidade urgente de integrar a informagdo decorrente de estudos genéticos
com levantamentos demograficos e dados ecologicos para formular estratégias eficientes de
conservagao.

Dentro deste contexto o presente estudo teve como objetivo estudar a variabilidade
intra e interpopulacinal de Hesperozygis ringens usando marcadores moleculares RAPD
(Random amplified polymorphic DNA) e ISSR (inter simple sequence repeat), visando a

conservagao in situ e ex situ desta espécie aromatica nativa.
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MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Quatro populagdes representativas da area de ocorréncia da espécie foram usadas para
analisar a variabilidade intra e interpopulacional de Hesperozygis ringens, denominadas:
Cagapava do Sul Populagdo A, Cagapava do Sul Populagdo B, Populacdo de Francisco de
Assis e Populagdo de Alegrete (Figura 3). Cada populagdo foi avaliada através da analise de
vinte plantas coletadas de forma a representar a area . Uma amostra de cada coleta foi

depositada no Herbario da Universidade de Caxias do Sul.

Isolamento de DNA total:

A extracdo de DNA total foi realizada através do método CTAB descrito por (Doyle e
Doyle, 1988) utilizando-se 200 mg de material foliar macerados em nitrogénio liquido. A
quantidade de DNA extraido foi avaliada através de analise espectrofotométrica a 260nm. As
leituras Ayg080 variaram de 1,75 a 1,90. A integridade do DNA foi analisada por eletroforese
em géis de agarose 0,8% em tampao TBE (50mM Tris, 50mM &cido bdrico, 2.5mM EDTA,

pH 8.3).

Amplificagio RAPD-PCR e ISSR-PCR.

As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 25ul. A reacdo para
amplificagdo por RAPD foi constituida por SO0mM KCIl, 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 3mM
MgCl,, 0.25% Triton X100, 200 mM de cada ANTP (dATP, dGTP, dTTP and dCTP), 30ng de
primer, 20ng de DNA gendmico uma unidade de Taq DNA polymerase (Gibco).

As amplificagdes foram desenvolvidas utilizando termociclador (MJ Research PT 100,

Watertown, Mass). Os pardmetros de termociclagem para desnaturacdo, anelamento e
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extensdo das fitas de DNA foram 92°C por 5 min seguidos por 40 ciclos de 92°C (45 seg),
40°C (1 min 30 seg), 72°C (2 min), e finalmente uma extensao final de 72°C por Smin.

Para a amplificacdo de DNA foram utilizados inicialmente os 100 primers dos Kits
OPA, OPC, OPD, OPZ ¢ OPW da Operon Technologies (Alameda, Califérnia) onde foram
testados em uma amostra da populacdao A de Cagapava do Sul. Baseado nos resultados obtidos
foram selecionados 17 primers quanto ao numero de bandas, intensidade de bandas e
reproducibilidade (Tabela 1).

As reagdes de ISSR (volume final 25 pL) continham 20mM Tris-HCI (pH 8.4); 50mM
KCI, 200mM de cada ANTP; 1.5 mM MgCl,; 50 uM de primer; 1 unid de Taq polymerase;
2% de formamida e 25 ng de DNA.

As condigdes de amplificagcdo foram um ciclo inicial de 5 min. a 94°C seguido por 40
ciclos a 94°C por 1 min para abertura das fitas de DNA, 45 seg. a temperatura especifica de
cada primer (46 a 54°C) para anelamento dos primer, ¢ 2 min a 72°C para extensdo, ¢ uma
extensdo final de 5 min a 72°C.

Os Produtos amplificados foram separados por eletroforese horizontal em gel de
agarose 1.5% em tampado TBE 1X (50mM Tris, 50 mM dacido bérico, 2,5 mM EDTA, pH
8.3), sob voltagem constante de 90 volts. O tamanho dos produtos amplificados foi
determinado por comparacdo com o DNA do fago Lambda digerido com as enzimas de
restricdo EcoRI e Hindlll . Os géis foram corados com brometo de etidio e as bandas

visualizadas sob luz ultravioleta. Os géis foram digitalizados em aparelho Uvidoc (Uvitec).

Analise dos dados:

As matrizes dos dados foram construidas com os produtos amplificados obtidos na

analise dos géis de RAPD e ISSR codificando presenca (1) ou auséncia (0) dos fragmentos.
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Para fins de analise foram considerados todos os fragmentos entre 2000 e 100 pares de bases
que amplificaram de forma consistente nas duas repeti¢des realizadas.

A matriz binaria (1/0) foi utilizada para o célculo dos coeficientes de similaridade de
Jaccard entre cada par de acessos. A relacdo entre as plantas e as populagdes foi avaliada
através da constru¢do de dendrogramas usando o algoritimo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages) e a analise dos componentes principais. Estas
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional SPSS 10.0
software (SPSS Inc., Chicago, Illinois). A analise de permutagdes (1000 permutacdes) e
AMOVA foram realizadas com o auxilio dos programas WinBoot (Yap e Nelson, 1996) e

GenAlEx (Peakall e Smouse, 2001) respectivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo levantamento de acervo de herbarios (Coelho de Souza, 1997) Hesperozygis
ringens esta limitada as regidoes de Cacapava do Sul e Sdo Sepé na serra Encantada, Alegrete
na serra de Cavera, S3o Francisco de Assis na serra do Boqueirdo, ¢ Bom Jesus ¢ Cambara na
serra do Nordeste. Entretanto, a avaliagao de excicatas mostrou que as Amostras coletadas na
serra do Nordeste correspondem na verdade a Hesperozygis nitida, espécie morfologicamente
semelhante a H. ringens. Isto é importante mencionar pois diz respeito aos nossos esforgos em
coletar todas as popula¢des. Somente quatro populagdes foram encontradas, fato que confirma
a situacdo critica da espécie. Assim sendo as quatro populagdes estudadas no presente
trabalho representam toda a area de distribuicdo conhecida desta espécie.

As analises de RAPD com os 17 primers selecionados geraram um total de 126
bandas, 89 das quais foram polimorficas (70.63%). O numero médio de segmentos
amplificados por primer foi de 7.4 (Tabela 1). Ja nas analises realizadas com marcadores
ISSR, foram obtidas 53 bandas, 24 das quais foram polimérficas (45%), com uma média de
5.8 bandas por primer (Tabela 2). Em ambos os casos os produtos amplificados obtidos
variaram entre 250 ¢ 1700 pb, com uma média de aproximadamente 500 pb. A diferenca no
nivel de polimorfismo detectado entre os marcadores pode ser atribuida ao tipo de regido
amplificada em cada caso, ja4 que os marcadores ISSR amplificam regides conservadas
presentes entre as seqiiéncias microssatélites, enquanto os marcadores RAPD amplificam
regides aleatorias ao longo do genoma (Zietkiewicz et al., 1994).

Tanto os marcadores RAPD como ISSR permitiram identificar todas as plantas
analisadas, confirmando a eficiéncia dos marcadores moleculares escolhidos na identificagdo
de genotipos vegetais (Weising ef al., 1995 e Mattioni et al., 2002).

Os coeficientes de similaridade de Jaccard calculados com base nos marcadores RAPD

variaram entre 0.894 € 0.190, com uma média de 0.483 + 0.165. Estes valores foram similares
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aos obtidos utilizando marcadores ISSR, 0.995 ¢ 0.182 com uma media de 0,491 + 0,166,
indicando que, mesmo observando diferencas no numero de produtos amplificados e
polimorfismo, ambos marcadores possuem relagdes similares entre si. Além disso, a andlise
da correlagdo de Pearson entre as distancias obtidas com os dois tipos de marcadores mostrou
que as mesmas sao altamente correlacionadas (0.897), e podem ser processadas em conjunto.

A tabela 3 mostra que a média da similaridade intrapopulacional, para os dados
conjuntos entre os dois marcadores, variaram de 0.835 (Cagapava do Sul B) para 0.790
(Alegrete), enquanto que a similaridade média entre as populagdes foi de 0.704. Estes
resultados (Tabela 3) mostram menor variabilidade intrapopulacional do que
interpopulacional. Além disso, estes dados sugerem que o fluxo génico entre as populacdes €
limitado entre distancias maiores como entre as populagcdes de Sdo Francisco de Assis e
Alegrete (41,25 km) Mas ocorre com relativa freqiiéncia entre populagdes proximas como
Cagapava do Sul A e B (1200m).

A freqiiéncia de segmentos amplificados, considerando unicamente as bandas
polimorficas, nas plantas analisadas foi de 0,474 + 0,275, apresentando uma distribuicao
linear, com baixa freqliéncia de alelos raros e elevada freqiiéncias de alguns alelos em todas
populacdes estudadas. Considerando as populagdes em equilibrio de Hardy-Weinberg, a
heterozigose para os fragmentos analisados variou entre 0,107 para Cagapava do Sul B e
0,229 para a populacao de Alegrete, com uma média geral de 0,164 (Tabela 4).

O dendrograma obtido usando o algoritmo UPGMA baseado no coeficiente de
similaridade com ambos os marcadores moleculares ¢ apresentado na Figura 2. A andlise de
agrupamentos permite visualizar a formagao de dois grupos, um constituido por amostras das
populacdes de Cacapava do Sul A e B, e outro pelas populagdes de Alegrete e Sdo Francisco
de Assis. Assim como mostram os valores médios de similaridade (Tabela 3), as populagdes

de Cagapava do Sul A e B apresentam baixa diversidade intrapopulacional e s3o muito
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semelhantes, ndo diferindo significativamente entre elas. Por outro lado as populagdes de
Alegrete e Sao Francisco de Assis apresentam maior diversidade intrapopulacional e diferem
significativamente entre si, caracterizando-se como duas popula¢des geneticamente distintas.

A identidade genética das populagdes avaliadas e o agrupamento das populacdes de
Cagapava do Sul foram confirmados pela analise de componentes principais (Figura 3). Neste
grafico, que representa 57% da variabilidade, pode ser observado que as plantas pertencentes
a cada populagdo estdo agrupadas, sendo que as populagdes de Cagapava do Sul exibem uma
dispersao menor do que as de Alegrete e Sao Francisco de Assis. Por outro lado as populagdes
de Alegrete e Sao Francisco de Assis formam grupos bem definidos, e claramente separados
das populacdes de Cagapava do Sul pelo componente 1.

A relacdo entre a variabilidade genética e a distribuicdo geografica, assim como a
identidade genética das populacdes, tem sido observada em diversas espécies de plantas
aromaticas como, por exemplo, Artemisia annua (Sangwan et al., 1999), Tanacetum vulgare
(Keskitalo et al., 2001), Primila ovalifolia (Nan et al., 2003), inclusive algumas plantas da
familia Lamiaceae nativas do sul do Brasil, Cunila galioides (Fracaro e Echeverrigaray, 2005)
e Cunila incisa (Agostini, 2002).

O maior desafio da conservacdo ¢ preservar a variabilidade genética para garantir os
processos evolutivos (Soulé and Simberloff, 1982), ja que em ambientes fragmentados ha a
tendéncia de perda da variabilidade genética intrapopulacional devido a baixa freqiiéncia de
troca génica (Oostermeijer and den Nijs, 2003). O limitado numero de individuos e as
elevadas taxas de autofecundagdo podem levar a um aumento da homozigose e redugdo do
vigor dos individuos, expressdo de caracteres deletérios, aumento no aborto de sementes,
reducdo na taxa de fecundagdo e germinacdo de sementes, e conseqiientemente a um ciclo

vicioso que pode levar ao desaparecimento da populagdo (Dubash and Fenster, 2000).
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Como um todo, os resultados obtidos no presente estudo mostram que as populagdes
de Hesperozygis ringens sao caracterizadas como entidades geneticamente distintas com uma
forte relagdo geografica. Os baixos niveis de heterozigose a colocam como uma espécie com
alta freqiiéncia de endogamia, e conseqiientemente como espécie de alto risco. A presenga de
alelos caracteristicos em trés das quatro populacdes avaliadas, o baixo nimero de espécies por
local e as caracteristicas agropecudrias da regido indicam a necessidade de manutencdo de
microreservas ou areas protegidas de menor escala, com 1 a 2 hectares, como indicado por
(Laguna et al., 1998), para plantas endémicas, raras ou ameagadas. Estas pequenas areas
apresentam vantagens em termos legais ¢ de manejo, complementando eventualmente areas
maiores de protegao.

No caso presente, além da necessidade de pequenas areas de conservagao, ¢ necessario
o constante monitoramento da variabilidade genética e a transferéncia de plantas ou genes de
uma populacdo para a outra, visando aumentar a heterozigose e compensar a reduzida taxa de
transferéncia génica interpopulacional. Para tanto, ¢ fundamental a escolha de plantas ou
progenitores que permitam alargar a base genética das populagdes presentes nas areas de
conservagao.

Além da conservacao in situ, levando em consideracdo a baixa freqiiéncia e os riscos
impostos pela acdo antropica crescente nas areas de origem de Hesperozygis ringens,
consideramos necessaria a manuten¢cdo de bancos de germoplasma ex sifu, com vistas a
manutencdo da variabilidade genética e a contribui¢do dos programas de preservagao in situ.
Neste caso, se faz necessario a constante avaliagdo da variabilidade genética, seja com base
em marcadores morfologicos, quimicos ou genéticos como os apresentados no presente

trabalho.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste capitulo permitem concluir que:

Com a avalia¢do através de marcadores moleculares RAPD e ISSR, foi detectada
menor variabilidade intrapopulacional do que interpopulacional sugerindo limitado fluxo
génico entre as populagdes, caracterizando-as como entidades geneticamente distintas, com

relagdo a sua distribui¢cdo geografica.
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Tabela 1. Numero total e nimero de fragmentos polimorficos obtidos através de marcadores

moleculares RAPD em cada primer utilizado nas quatro populagdes analisadas.

Primer Seqiiéncia 5°-3’ Numero total de Bandas
bandas polimérficas

OPA 02 TGCCGAGCTG 08 04
OPA 03 AGTCAGCCAC 05 03
OPA 04 AATCGGGCTG 09 08
OPA 05 AGGGGGTCTTG 06 05
OPA 09 GGGTAACGCC 04 03
OPA 11 CAATCGCCGT 08 07
OPA 12 TCGGCGATAG 05 03
OPA 13 CAGCACCCAC 06 04
OPA 14 TCTGTGCTGG 14 08
OPA 17 GACCGCTTGT 11 08
OPA 18 AGGTGACCGT 07 06
OPA 19 CAAACGTCGG 08 07
OPA 20 GTTGCGATCC 04 02
OPC 19 GTTGCGAGCC 13 13
OPD 02 GGACCCAACC 05 03
OPD 08 GTGTGCCCCA 08 01
OPW 11 CTGATGCGTG 05 02
Total 126 89
Média 7.41 5.23

Tabela 2. Numero total e nimero de fragmentos polimérficos obtidos através de marcadores

moleculares ISSR em cada primer utilizados nas quatro populagdes analisadas.

Primer Seqiiéncia 5°-3’ Numero total Bandas
de bandas  polimoérficas

Pl ACACACACACACACACA 7 4
P2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 6 5
P3 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 5 2
P4 CTCTCTCTCTCTCTCTA 6 2
P5 AGAGAGAGAGAGAGAGA 7 5
P6 CACACACACACACACAG 10 2
P7 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 5 2
P8 CTCCTCCTCCTCRC 2 0
P9 CACACACACACACACAT 5 2
Total 53 24
Média 5.8 2.6

Y= CouT;R=AouG.
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Tabela 3. Média da similaridade dentro e entre populacdes de Hesperozygis ringens obtidas

através de marcadores moleculares RAPD e ISSR .

Cagapava | Cagapava I1 Alegrete S. F. Assis
Cacapava [ 0,875 0,840 0,670 0,660
Cacapava Il 0,835 0,680 0,665
Alegrete 0,790 0,710
S. F. Assis 0,795

Tabela 4. Médias de freqiiéncia da presenca de segmentos amplificados e calculos de

freqliéncias alélicas e heterose considerando equilibrio de Hardy-

populacdes de H. ringens avaliadas.

Weinberg, nas quatro

Cacapava do Cacapava do Alegrete Sao Francisco Média
Sul 1 Sul 2 de Assis
Freqiiéncia " 0,531 0,501 0,456 0,408 0,474
P 0,469 0,448 0,341 0,310 0,392
Q 0,531 0,552 0,659 0,690 0,608
He 0,123 0,107 0,229 0,195 0,164

* A . r . .
Freqiiéncia média de presenca dos segmentos amplificados.
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Figura 1. Localizacdo geografica das quatro populacdes de Hesperozygis ringens estudadas e
a area de ocorréncia das espécies baseada em colecdes de herbario. 1- Alegrete; 2- Sao

Francisco de Assis; 3- Cacapava do Sul 1; Cagapava do Sul 2.
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Figura 2. Dendrograma concenso baseado nos coeficientes de Jaccard, obtido pela analise de
marcadores RAPD e ISSR. Populagdes: CSA- Cacapava do Sul 1, CSB- Cagapava do Sul 2,
AL- Alegrete, SFA- Sao Francisco de Assis. Os numeros acima das linhas internas

correspondem a probabilidade (%) de agrupamento baseadas em 1000 permutagdes.
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Figura 3. Distribuicao espacial dos individuos e populacdes de H. ringens avaliadas através

da analise de componentes principais com base nos dados conjuntos das analises de RAPD e

ISSR. A- Cagapava do Sul A, W - Cacapava do Sul B, O- Alegrete, e [J - Sdo Francisco de

Assis.
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4.2. Analise da variabilidade do oOleo essencial de Hesperozygis ringens

Benth. (Lamiaceae) Das populacoes de Cacapava do Sul e Alegrete.
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RESUMO.

Hesperozygis ringens (Lamiaceae) ¢ uma planta aromatica e medicinal endémica da serra do
sudeste do Rio Grande do Sul e do sul das Missdes, ocorrendo em elevagdes pedregosas.
Devido a acdo antropica esta espécie estd incluida na lista oficial das espécies ameacadas de
extingdo. O dleo essencial de H. ringens foi usado para avaliar a variabilidade das populagdes
de Cagapava do Sul e Sao Francisco de Assis. Através de hidrodestilagdao o 6leo essencial foi
quantificado e identificado usando GC/MS. Oito compostos foram extraidos, o composto
isopulegona foi detectado em maior concentragao ( entre 73,43 e 92,53% de rendimento do
peso seco). Andlise do dendrograma e de componentes principais confirmam a separagdo da
populagdes por origem geografica. Componentes significativos para a adaptacao desta espécie
foram observados em baixa freqiiéncia. O composto sabineno ndo foi detectado na populagao
de Cagapava do Sul e os compostos Limoneno e Linalol foram detectados em baixa

freqiiéncia na populagdo de Sao Francisco de Assis.
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ABSTRACT

Hesperozygis ringens (Lamiaceae) is an aromatic, medicinal and endemic plant from
the southeast and southern mountains regions of Rio Grande do Sul, Missions area, and occur
in stony elevations. Due mainly anthropic action these species has led to including it in the
official list of endangered species. The essential oil of H. ringens has used to assist variability
of Cagapava do Sul and Sao Francisco de Assis populations. Through steam distillation the
variability was quantified and identified using GC/MS. Eight compounds were extracted;
Isopulegone compound was detected in a higher concentration (between 73,43 and 92,53 % of
dry weight income). An analysis of the dendrograma and main component confirmed a set of
populations for geographic region. Significant components for ambient adaptation of this
species were observed in low frequency. Sabinene was not detected at Cacapava do Sul
population and Limonene and Linalool compounds were detected in low frequency in Sao

Francisco de Assis population.
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INTRODUCAO.

A Familia Lamiaceae é caracterizada por apresentar grandes concentragdes de 6leo
essencial (Cantino e Sanders, 1986), os quais despertam grande interesse para industria
alimenticia e cosmética (Heirich, 1992 e¢ Lawrence, 1992). Também estes metabolitos
secundarios tem importantes fun¢des bioldgicas como atragdo de polinizadores (Reinhard et
al., 2004), atividade bactericida (Friedman et al., 2002) atividade antifungica (Hammer et al.,
2003), atracdo de predadores de seus herbivoros (Dicke e van Loon 2000) termotolerancia
(Delfine et al., 2000), a¢do antioxidante (Loreto et al., 2004) e atividade nematicida (Oka
2001).

Dentro da familia Lamiaceae pode-se destacar o Género Hesperozygis o qual ¢
formado por seis espécies, cinco das quais estdo restritas ao sul do Brasil (Pereira e Pereira,
1973) e uma encontrada no México (Cantino e Sanders, 1986). Hesperozygis ringens, uma
das espécies Sul Americanas, objetivo deste trabalho, ¢ uma espécie semi lenhosa com
ocorréncia na regido sudeste do Rio Grande do Sul, sua composi¢ao quimica caracteriza-se
por apresentar altas concentracdes de Pulegona, acima de 80%, estudos deste composto
revelaram suas agdes alelopaticas e antiparasiticas (von Poser et al., 1996). Devido a alguns
fatores ambientais como ocorréncia endémica de H. ringens, intensas atividades exploratorias
na agricultura, uso em atividades medicinais associados a baixa eficiéncia na propagagao por
sementes esta espécie encontra-se em processo de extingdo (Secretaria Estadual do Meio
Ambiente, 2002).

Portanto o objetivo deste trabalho ¢ analisar a composi¢do quimica do 6leo essencial
das populacdes de Cacapava do Sul e Sao Francisco de Assis, o qual pode contribuir para a

preservagdo da espécie.
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MATERIAL E METODOS
Coleta e secagem das amostras.

Plantas de H. ringens, em periodo de florescimento, foram coletadas nos municipios
de Cagapava do Sul (14 plantas) e Sao Francisco de Assis (15 plantas). Estas ficaram em
camara de secagem por trés dias a temperatura de 40°C, antes de serem submetidas a
hidrodestilacao.

Uma amostra de cada coleta foi depositada no herbario da Universidade de Caxias do
Sul.

Extracao e identificacio dos componentes quimicos presentes nos d6leos essenciais de
Hesperozygis rngens.

O oleo essencial foi obtido das plantas por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger,
descrito por Mechkovski e Akerele (1992). O material a ser extraido foi colocado em baldo de
fundo redondo de 3000 ml, juntamente com agua até cobrir o material a ser extraido por
arraste a vapor por um periodo de 1 hora. O dleo que ¢ imissivel com a agua, é separado, e
seco com sulfato de s6dio anidro, o rendimento ¢ lido em bureta graduada.

A identificagdo dos componentes quimicos das amostras de O6leo essencial foi
realizada por cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada ao detector seletivo
de massa (GC/MS).

Os constituintes dos 6leos foram identificados por combinagdo de espectro de massa e
indice de retengdo de Kovats (Kovats, 1965; Pacakova e Feltl, 1992), utilizando solugao
padrao de hidrocarboneto C9 a C26, realizado em colunas de diferentes polaridades, e
também por comparacdo com dados da bibliografia.

As analises por cromatografia gasosa foram realisadas em um Hewlett Packard 6890,
equipado com processador de dados HP-Chemstation. As andlises em coluna polar foram

realizadas em coluna capilar HP-Innowax de Silica fundida (30m X 320um i.d.)., 0,5um de
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espessura de filme (Hewlett Packard, California, USA), com a seguinte programacdo de
temperatura: 40°C (8min) para 180°C a 3°C/min,180-230°C a 20°C/min,230°C (2min);
temperatura do injetor 250°C, razdo de slipt (1:50), temperatura do detector 250°C, gés de
arraste H2 (34 Kpa), volume injetado: 0,6 pl de amostra diluida em hexano (1:10).

As andlises em coluna polar, foram realizadas em coluna capilar de silica fundida HP-
5 (30m X 320um i.d) 0,25um de espessura de filme (Hewlett Packard, Califérnia, USA),
detector FID, com a seguinte programa¢ao de temperatura: 60°C (8min) para 60-180°C a
3°C/min,180-230°C a 20°C/min,230°C (20 min); temperatura do injetor 250°C, detector a
275°C modo de injegdo slipt, razdo de slipt 1:50, , gis de arraste H2 (32 Kpa), volume
injetado: 0,6 pl de amostra diluida em hexano (1:10).

Os resultados de espectro de massa dos compostos foram obtidos a partir de andlises
em cromatografo gasoso acoplado ao detector seletivo de massa Hewlett Packard 6890/MSD
5973, equipado com software HP-Chemstation e biblioteca de espectros Wiley 275
(MacLaffeterty et al., 1997).

As andlises em coluna polar foram realizadas em coluna capilar HP-Innowax (30m X
250pm), 0,25 pum de espessura de filme (Hewett Packard, California, USA). O programa de
temperatura foi o mesmo usado na analise de GC, interface 280C, razio de slipt 1:100, gas de
arraste H2 (52Kpa), energia de ionizagdo 70 ev, intervalo de aquisicdo de massas 40-350,
volume injetado 0,4 ul de amostra diluida em hexano (1:10) “Solvent-cut” 3,5 min.

As andlises em coluna apolar utilizaram coluna capilar HP-5 (30m X 250um), 0,25 pm
de espessura de filme (Hewett Packard, Califérnia, USA). O programa de temperatura foi o
mesmo usado na analise de GC, interface 280C, razdo de slipt 1:100, gas de arraste H2
(55,4Kpa), energia de ionizagdo 70 ev, intervalo de aquisicdo de massas 40-350, volume

injetado 0,4 ul de amostra diluida em hexano (1:10) “Solvent-cut” 3,5 min.
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Analise estatistica.
Os constituintes presentes no 6leo essencial identificados por cromatografia gasosa
acoplada ao detector de massa foram utilizados para a analise multivariada. Foram avaliadas

Distancias Euclidianas e analise de componentes principais pelo programa computacional

SPSS versao 10.0.1.
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RESULTADOS E DISCUSSAO.

Plantas de H. ringens foram coletadas na primavera, durante seu periodo de
florescimento e apods as coletas as plantas foram secas e posteriormente foram analisadas por
cromatografia gasosa com detector de massas (GC/MS) para identificacdo dos compostos
presentes, onde foram identificados sete compostos no total de acessos (Tabela 1). O
rendimento das plantas de H. ringens variou entre 0,93% para a amostra sete de Cagapava do
Sul e 4,89% para a amostra nove de Sdo Francisco de Assis. Como pode ser observado na
tabela 1, a porcentagem dos compostos majoritarios do dleo essencial de H. ringens variou
entre as populagdes analisadas e dentro destas. Os principais componentes identificados
foram, beta pineno, sabineno, mirceno, limoneno, trans beta farneseno, linalol e isopulegona.

Variacdes quimicas qualitativas e quantitativas foram observadas dentro e entre
populacdes, quanto a presenga de compostos, como por exemplo o composto sabineno,
presente somente na populagdo de Sdo Francisco de Assis, alguns compostos apresentam
baixa freqii€éncia dentro das populagdes como o composto trans-beta farneseno, encontra-se
presente somente em cinco amostras da populagdo de Cagapava do Sul e presente na
populacdo de Sdo Francisco de Assis. Os compostos Limoneno e Linalol estdo presentes em
seis amostras das quinze avaliadas na populagdo de S3o Francisco de Assis enquanto que
encontram-se em todas as amostras da populagdo de Cagapava do Sul (Tabela 1). Estas
variagdes podem ser fundamentais para a sobrevivéncia da espécie em seu habitat natural,
como citado anteriormente, ja que estes compostos estdo ligados diretamente a adaptagao ao
ambiente.

Uma das caracteristicas importantes desta planta é por apresentar altas concentragdes
de pulegona, variando entre 73,43% (CS 2) e 92,53% (SFA 10) do o6leo essencial. Dados
também obtidos por von Poser et al, (1996) na concentracdo de 79,2% , este composto

caracteriza-se pela atividade alelopatica (von Poser et al, 1996), antimicrobiana e
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antifingica (Economou e Nahrstedt, 1991) inseticida (Franzois et al., 19997). A andlise de
agrupamento através do método UPGMA (Unweighted Pair-Groups Method Average) figura
1, permitiu a constru¢do do dendrograma e a separagdo por grupos de afinidade. A populagao
de Sdo Francisco de Assis mostrou-se dividida em dois grupos sendo que o grupo formado
pelas amostras SFA8, SFA9, SFA10, SFA11, SFA12, SFA13, SFA14 ¢ SFA1S5 caracteriza-se
pela auséncia dos compostos limoneno e linalol. Para a populacdo de Cagapava do Sul a
amostra CS7 distanciou-se das demais por apresentar a maior concentragdo de beta pineno
(1,20%) onde a segunda maior concentracdo foi de 0,81% para a amostra SFA4, a
concentragdo de mirceno de 2,07% (0,67% para SFAS) e o menor rendimento (0,93%).
Resultados confirmados pela analise dos componentes principais figura 2. As amostras CS2,
CS4, CS9, CS10 e CS 12, formam um subgrupo dentro da populacdo de Cagapava do Sul
possivelmente por ndo apresentarem os compostos beta-pineno e mirceno quando comparado
com as demais amostras desta populacdo, assim como a amostra CS14 formando outro
subgrupo por ndo apresentar os constituintes mirceno quando comparada com as demais da
mesma populagdo e também por apresentar o composto limoneno com o maior rendimento
(3,28%).

A importancia ambiental dos compostos encontrados nos oOleos essenciais,
principalmente os terpenos, ja vem sendo estudados ha muito tempo, como por exemplo Cole
(1992) descreve a atividade antimicrobiana, antifingica e inseticida dos terpenos encontrados

na familia Lamiaceae os quais servem para defesa em seu habitat natural.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste capitulo permitem concluir que:

Com uma andlise multivariada foram observadas diferencas significativas qualitativas
€ quantitativas na composi¢ao do dleo essencial nas populagdes avaliadas de H. ringens e uma

relacdo na varia¢do quimica com a distribuicdo geografica.
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Tabela 1- Principais compostos obtidos por analise em GC-MS do 6leo essencial de duas

populacdes de Hesperozygis ringens (CS- Cagapava do Sul e SFA- Sao Francisco de Assis).

Bpineno Sabineno Mirceno Limoneno TBFarneseno Linalol Isopulegona R**

CSl1 0,4 0,0 0,44 1,97 0,0 1,40 88,39 2,68
CS2 0,0 0,0 0,0 0,53 0,0 1,28 73,43 3,26
CS3 0,43 0,0 0,52 1,14 0,58 1,89 87,94 2,23
CS4 0,0 0,0 0,0 0,54 0,0 1,72 83,09 1,97
CS5 0,67 0,0 0,66 2,06 0,70 1,56 88,57 3,15
CS6 0,56 0,0 0,60 1,92 0,34 1,21 89,75 1,89
CS7 1,20 0,0 2,07 3,16 0,60 1,52 84,78 0,93
CS8 0,57 0,0 0,62 1,17 0,40 1,13 91,26 2,76
CS9 0,0 0,0 0,0 1,73 0,0 2,28 91,50 2,39
CS10 0,0 0,0 0,0 1,84 0,0 2,03 88,16 1,36
CS11 0,49 0,0 0,52 1,52 0,0 1,22 90,56 2,33
CS12 0,0 0,0 0,0 1,78 0,0 1,54 91,87 1,84
CS13 0,45 0,0 0,0 1,30 0,0 1,44 92,04 2,98
CS14 0,6 0,0 0,0 3,28 0,0 1,61 88,19 2,09
SFALI 0,68 0,72 0,56 2,06 0,80 0,97 87,24 4,28
SFA2 0,81 0,81 0,64 2,01 1,10 1,39 85,40 3,03
SFA3 0,76 0,80 0,65 2,40 1,58 1,61 84,13 3,88
SFA4 0,81 0,90 0,66 1,27 1,83 1,22 85,66 2,57
SFAS 0,67 0,72 0,67 2,58 1,46 0,87 86,09 2,90
SFA6 0,67 0,72 0,56 0,91 0,92 1,88 86,72 3,18
SFA7 0,67 0,0 0,34 0,0 1,60 0,0 86,21 3,57
SFAS 0,63 0,0 0,62 0,0 1,05 0,0 86,05 4,32
SFA9 0,47 0,0 0,47 0,0 0,51 0,0 89,70 4,89
SFA10 0,51 0,0 0,47 0,0 0,78 0,0 92,53 3,96
SFA1l 0,72 0,69 0,47 0,0 0,68 0,0 88,80 2,59
SFA12 0,60 0,0 0,59 0,0 0,50 0,0 90,96 4,39
SFA13 0,74 0,75 0,50 0,0 0,82 0,0 87,69 3,17
SFA14 0,77 0,76 0,58 0,0 0,82 0,0 89,18 3,77
SFAI5 0,56 0,0 0,46 0,0 0,39 0,0 89,62 3,04
T.R.* 4,30 7,46 11,09 12,55 15,69 28,97 38,21

* Tempo de retengdao de cada composto.
**Porcentagem total de cada composto identificado de cada coleta.
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Figura 1- Dendrograma baseado na composi¢do quimica dos 6leos essenciais de duas
populacdes de Hesperozygis ringens (CS- Cagapava do Sul e SFA- Sdo Francisco de

Assis), construido através da analise de agrupamento pelo método UPGMA.
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Populagtes

A 330 Franc de Assis

B Cagapava do Sul

Figura 2- Distribuicdo de 2 populacdes de Hesperozygis ringens com base nos
componentes principais calculados através da andlise da composi¢do quimica de 6leos

essenciais.
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4.3. EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO E NITRATO DE PRATA NA
MICROPROPAGACAO DE Hesperozygis ringens BENTH., UMA PLANTA

AROMATICA SUL-AMERICANA AMEACADA DE EXTINCAO.
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RESUMO

Brotos axilares de plantas jovens de Hesperozygis ringens Benth. foram usados para
avaliar o efeito de reguladores de crescimento, meios de cultura, e nitrato de prata no
crescimento e proliferagdo de brotos in vitro. A melhor taxa de multiplicacdo foi obtida
utilizando meio Murashige and Skoog (MS) suplementado com 13.2uM de benziladenina
(BA) e contendo 2 mg I de nitrato de prata . O nitrato de prata aumenta positivamente a
viabilidade dos explantes. A adicdo de acido indol butirico (IBA), &cido naftaleno acético
(NAA) e acido giberélico (GA3z) no meio de cultura ndo foram eficazes. O enraizamento foi
obtido em casca de arroz carbonizada umedecida com 42 MS suplementado com IBA ou
NAA. Embora at¢ o0 momento o enraizamento seja uma limita¢do, a micropropagacao pode
ser uma alternativa para a preservagdo e propagacdo desta potencial espécie ameagada de

exting¢ao.

Palavras chave: Hesperozygis ringens, cultivo in vitro, brotos axilares e Lamiaceae.
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ABSTRACT

Axillary buds of field plants of Hesperozygis ringens Benth. were used to evaluate the
effect of growth regulators, culture media, and silver nitrate on the in vitro shoot proliferation
and growing. The highest multiplication rate was obtained using Murashige and Skoog (MS)
medium supplemented with 13.2uM benzyladenine (BA) and containing 2 mg 1" silver
nitrate. Silver nitrate positively increased viability. The addition of indolebutyric acid (IBA),
naphthaleneacetic acid (NAA) and giberelic acid (GA3) to the above culture medium was not
effective. Rooting was obtained on carbonized rice bark moisted with %4 MS supplemented
with either IBA or NAA. Although at the moment rooting poses a limitation,
micropropagation can be seen as an alternative for the preservations and propagation of this

potentially useful but endanger species.

Keywords: Hesperozygis ringens, in vitro culture, axillary buds, Lamiaceae.
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INTRODUCAO

O género Hesperozygis (Lamiaceae) ¢ encontrado no sul e norte da América. Este
pequeno e novo género ¢ formado por seis espécies, Cinco das quais encontradas na Floresta
Atlantica e serras do sul e sudeste do Brasil (Pereira e Pereira, 1973), e uma no México
(Cantino e Sanders, 1986).

Hesperozygis ringens Benth. ¢ endémica de uma area restrita do sudeste do estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, com seu crescimento no topo de baixas altitudes (<400m) e no
meio de solos pedregosos e arenosos. Esta espécie pode ser definida como um arbusto lenhoso
denso ramificado com 20-50cm de altura. As folhas sdo romboides (2-5cm/1.5-2.5¢cm),
pecioladas, uniformemente coberta por numerosas glandulas sésseis. As flores sdo violeta
claras (1.2-1.7cm) estdo agrupadas em espigas terminais (Pereira e Pereira, 1973).

H. ringens ¢é popularmente utilizada como um inseticida natural, e estudos quimicos
revelaram um grande potencial desta espécie para a producdo de 6leos essenciais, com um
rendimento superior a 4-5% do peso seco. O maior constituinte do 6leo essencial de H.
ringens € o composto pulegona (>79%) com a presenga de o-pineno, sabineno, [-pineno,
limoneno, 1,8-cineol, 6xido de cis- e trans-linalol, linalol, mentona, isopulegona, .- terpineol,
oxido de cis- and trans-pulegona, e cariofileno (Poser et al., 1996).

A ocorréncia endémica em morros pedregosos, a renovagao das pastagens através das
queimadas para o gado, e sua coleta indiscriminada para fins medicinais, associados a baixa
eficiéncia de propagagdo por sementes, tem incluido Hesperozyges ringens na lista das
espécies brasileiras ameacadas de exting¢ao (Secretaria Estadual do Meio Ambiente, 2002).

Hesperozygis ringens pode ser propagada por sementes ou por estaquia. Porém, nossa
experiéncia mostra que a propagacao convencional apresenta problemas pela viabilidade das
sementes, baixa germina¢do, demorado e limitado enraizamento de estacas. Micropropagacao

pode ser uma alternativa para a multiplicacdo de genotipos selecionados e quimiotipos de
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varias plantas aromaticas e medicinais (Bajaj et al., 1988), assim como a preservacao de
espécies.

Considerando que até o momento ndo foram encontradas na literatura publicagdes
sobre micropropagagdo e cultura de tecidos deste género, este estudo torna-se importante.
Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de meios de cultivo, reguladores de
crescimento e nitrato de prata na micropropagacao de Hesperozygis ringens, na tentativa de
desenvolver uma estratégia de micropropagagdo, podendo contribuir para a sustentabilidade e

uso, assim como para a preservagao desta espécie ameacada de extingao.
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MATERIAL E METODOS

Plantas jovens de Hesperozygis ringens Benth. Coletadas em Cagapava do Sul, Rio
Grande do Sul, Brasil, foram usadas como plantas matrizes nos experimentos in vitro. O
material vegetal foi coletado durante a primavera. Brotos axilares medindo 1 a 3 mm de
comprimento foram excisados e inoculados nas culturas. Os explantes foram lavados com
uma solucdo de etanol 70% por 45 seg e subseqiientemente esterilizados com uma solugdo de
1 g/ de hipoclorito de sédio contendo 0.1% Tween 20 (p/v) por 30 min. Seguidamente
lavados com 4agua estéril, os explantes foram inoculados verticalmente em 10 ml de meio de
cultura em tubos de vidro (20 x 150 mm).

Quatro composigdes salinas foram avaliadas: MS (Murashige e Skoog, 1962), QL (
Quoirin e Lepoivre, 1977), LS (Linsmaier e Skoog, 1965) e BS (Gamborg, 1968). Todos os
meios de cultura continham 30 g 1" de sacarose como fonte de carbono. O pH dos meios
foram ajustados para 5.8 antes da adicdo de 0.7% agar (Merck) e autoclavagem (1 atm, 127
°C, 20 min). As culturas foram mantidas a 25 £ 2 °C com 16 horas de luz com uma
luminosidade de 20 umol m? s (Phillips ThD 36W/84), durante o periodo de 40 dias. Cada
tratamento consistiu em 30 a 40 brotos axilares. Os parametros avaliados foram: o niamero de
brotos por explante, o comprimento dos brotos, a percentagem de viabilidade, a percentagem
de explantes enraizados € o numero de raizes por explante.

O efeito das concentragdes das citocininas 2-isopentenyladenina (2-1P), kinetina (Kin),
e benziladenina (0, 4.4 e 8.8 uM), benziladenina (BA), (0, 2.2, 4.4, 8.8, 13.2, 17.6, 26.4 ¢ 44.4
uM), e concentragdes de nitrato de prata (0, 1, 2, 4 ¢ 8 mg 1) na micropropagacio foi
avaliada em meio MS. Para avaliar o efeito da composi¢do salina brotos axilares foram

inoculados em quatro meios (MS, LS, B5 e QL), todos suplementados com 4.4 uM BA.
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Para avaliar o enraizamento microexplantes com 2 a 3 cm de comprimento foram
transferidos para meio MS sélido suplementado com diferentes concentragdes de IBA (0 a
9.8uM) e NAA (0 a 10.0 uM). Alternativamente, microexplantes foram transferidos para
tubos (20 x 150 mm) contendo casca de arroz carbonizada e esterilizada suplementados com
5ml de meio % MS com diferentes concentracdes de IBA (0, 2.4, e 4.8uM) e NAA (0,25 ¢
S5uM), e meio %4 MS acrescido de carvao ativado (2%) e as mesmas concentragdes de
auxinas.

Plantas enraizadas foram lavadas com 4gua e transferidas para caixas plasticas
contendo uma mistura esterilizada de areia e solo (1:1). As caixas foram gradualmente abertas
durante o periodo de aclimatacdo de 15 dias. As plantas aclimatadas foram transferidas para
estufa.

Os dados foram submetidos a analise ANOVA e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, brotos axilares de plantas com ativo crescimento vegetativo foram
inoculados em meio MS suplementados com BA, kinetina ou 2-iP para avaliar o efeito de
diferentes citocininas na micropropagacao de H. ringens. O experimento mostrou que a
presenga de citocininas influencia positivamente na sobrevivéncia de H. ringens. Porém a
unica citocinina que estimulou significativamente a micropropagagdo desta espécie pelo
acréscimo no numero de brotos foi benziladenina.

Na seqiiéncia, quatro diferentes meios de cultura suplementados com 4.4 uM BA
foram testados. Os dados apresentados na tabela 1 mostram que os meios MS, LS e B5 foram
igualmente eficientes para a micropropagag¢do de H. ringens. O meio QL obteve a pior
viabilidade e altura de plantas. Entretanto ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os meios MS e B5, O primeiro foi selecionado para futuros experimentos.

Baseado nestes resultados, diferentes concentragdes de BA foram avaliadas em meio
MS. Os resultados apresentados na tabela 1 mostram um acréscimo no numero de brotos
produzidos com o aumento da concentracio de BA de 0 para 26.4 uM. Porém em
concentragdes de BA superiores a 17.6 puM os explantes exibiram hiperidratagao,
atrofiamento, e necrose nas folhas reduzindo drasticamente a viabilidade. Hiperidratagao foi
freqlientemente observada em muitas outras espécies da familia Lamiaceae, incluindo,
Minthostachys mollis (Chebel et al, 1998), Lavandula vera (Andrade et al, 1999), Mentha
piperita (Paolicchi et al, 2002), and Origanum vulgare (Eguchi et al, 1996), durante a
micropropagacdo com altas concentragdes de BA.

O elevado numero de brotos por explantes com baixa redugao na altura das plantas foi
obtido em concentracdes de BA de 8.8 a 13.2 uM, niveis de BA que estimularam a

micropropaga¢do em muitas outras espécies de Lamiacaea como, Majorana hortensis (Iyver e
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Pai, 1998), Salvia splendens (Zhong Xiong et al, 2001), Thymus sipyleus (Erdag e Yurekli,
2000), Cunila galioides (Fracaro e Echeverrigaray, 2002), entre outras.

A maior viabilidade de explantes observada foi da ordem de 55%, um valor que pode
ser considerado baixo quando comparado com outras espécies da familia Lamiaceae (Eguchi
et al, 1996, Andrade et al, 1999, Paolicchi et al, 2002). Mortes ocorreram apds progressiva
necrose dos explantes e senecéncia das folhas, estes sintomas foram associados com a
produgdo e acumulo de etileno dentro dos tubos durante a micropropagagao (George, 1996).

Para superar esta limitacdo foram testadas concentragdes de nitrato de prata, um
composto que captura etileno livre e reduz sua emissao (George, 1996; Mohiuddin et
al.,1997). Como mostrado na tabela 3, concentracdes de 2 a 4 mg 1" de nitrato de prata
incorporados no meio de cultura aumentam significativamente in vitro a viabilidade e
proliferacao dos brotos, com nao significantes decréscimos na altura das plantas. Porém, altas
concentracdes de nitrato de prata (8mg 1) causam efeito toxico com a conseqiiente redugio
em todos os parametros, especialmente altura dos brotos.

Um novo experimento com concentragdes crescentes de BA contendo 2mg 17 de
nitrato de prata foi conduzido. Os resultados (Tabela 4) mostram que o aumento da
viabilidade foi obtido no meio suplementado com 8.8 ¢ 13.2 uM BA. O aumento da taxa de
multiplicagdo foi obtido em 17.6 uM BA, porém, sinais de hiperidratacdo foram observados
na concentragdo de 13.2 uM BA. Como observado anteriormente, em 26.4 uM de BA causa
hiperhidratacdo e necrose reduzindo drasticamente a viabilidade dos explantes e o
comprimento dos brotos. Considerando todos resultados das tabelas 2 e 4, nitrato de prata ndo
interfere na resposta de H. ringens para BA, mas claramente aumenta a viabilidade dos
explantes.

A inclusdo de 0.6 uM de acido giberélico (GA3), assim como a adi¢do de IBA e NAA

(2,5 ¢ 5 uM) no meio MS suplementados com 2mg 1" de nitrato de prata e 13.2 uM BA néo
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afetaram a viabilidade dos explantes, comprimento dos brotos e a multiplicacao dos explantes
(Dados nao mostrados).

Repetidos cultivos de brotos e segmentos nodais com intervalos de 4 semanas por seis
meses em meio MS com 2mg 1" de nitrato de prata e 13.2 pM BA possibilitaram a
multiplicagdo em massa dos brotos sem a evidéncia de declinio das culturas.

Plantulas obtidas em meio de cultivo foram utilizadas em experimentos de
enraizamento. Na primeira tentativa de enraizamento, microexplantes (1.5 a 2 cm) foram
transferidos para meio MS contendo 0 a 9.8 uM IBA ou 0 a 10 uM NAA. Apds 45 dias
somente 20 % das plantulas em MS acrescido 2.45 uM IBA exibiram primordios radiculares.
Estas plantulas foram transferidas para um novo meio, mas ndo desenvolveram as raizes.
Plantulas inoculadas com 4.9 e 9.8 IBA, formaram calos na base dos explantes e morreram
apos 20 dias.

Para superar esta limitagdo, um novo experimento foi conduzido em meio MS
acrescido de carvao ativado (2%), e casca de arroz carbonizada, ambos suplementados com
IBA (0, 2.4, ¢ 4.8uM) e NAA (0, 2.5 e 5uM). Nenhuma raiz foi observada no meio com
carvao ativado, mas plantulas enraizadas foram obtidas com casca de arroz carbonizada
umedecida com meio ¥4 MS e contendo IBA ou NAA. O enraizamento variou entre 15% com
4.8uM IBA para 40% com 2.5uM NAA. As plantulas enraizadas exibiram bom crescimento,
o dobro do crescimento com 30 dias. Raizes (1 a 3 por explante) foram curtas (< 2cm) e
exibiram uma coloragao escurecida.

Plantulas enraizadas foram aclimatadas (20% viabilidade) e exibiram queda no
crescimento quando transferidas para outras condic¢des, fato que pode ser relacionado com a
ineficiéncia do sistema radicular. Novas alternativas para solucionar este problema estdo em

procedimento.
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Embora o enraizamento esta sendo uma limitacdo para a propagacdo in vitro de H.
ringens, os dados obtidos no presente trabalho mostram que a micropropagagdo podera ser

uma alternativa para a preservagao e propagacao para o uso potencial desta espécie ameagada.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste capitulo permitem concluir que:

Uma analise geral dos dados obtidos indica que a micropropagacdo pode ser utilizada
como ferramenta adequada na multiplicagdo de H. Ringens, mas apresenta algumas limitagdes
como baixa taxa na multiplicagdo dos explantes, com dificuldades no enraizamento e

aclimatacao das plantulas.
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Tabela 1. Efeito de quatro meios de cultivo na propagacao in vitro de Hesperozygis ringens.

Meio de cultura Viabilidade (%) N° de brotos por Comprimento de
explante* brotos (cm)*
QL 10 0,70 +0,23" 1,12 +0,44°
MS 45 2,15+ 1,41° 1,73 0,54
LS 40 1,65+0,67° 1,68 £0,57°
B5 42 2,02 +1,04° 1,70 + 0,41°

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente (p<0.05) usando teste de
Tukey.

Tabela 2. Numero e comprimento de brotos de H. ringens obtidos em meio MS

suplementados com diferentes concentracdes de benziladenina (BA).

BA concentragdes Viabilidade (%) N° de brotos por Comprimento de

(uM) explante* brotos (cm)*

0 20 1,06 +1,21° 2,83 £ 1,41°

2,2 30 2,50 + 1,29° 3,92 +1,53°

4,4 40 2,2540,70° 2,49 + 0,77

8,8 55 227 +1,55° 2,17 £0,39°

13,2 55 2,90 +2,30° 1,59 +0,78"

17,6 30 3,00 + 1,09° 1,53 + 0,30

26,4 10 3,50 +0,70° 1,35+ 0,91°

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente (p<0.05) usando teste de
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Tabela 3. Influéncia de concentragdes de nitrato de prata na micropropagacao

Hesperozygis ringens em meio MS acrescido de 4.4 uM BA.

AgNO; Viabilidade (%) N°brotos por Comprimento de
concentragdes explante brotos (cm)*

Controle 45 1,88 +0,92° 1,56 +0,54°

1 mgl’ 55 2,63 + 0,80 2,48+ 0,57

2 mg 1" 75 3.41+1,16° 2,35+ 0,66

4mgl’ 75 2,86 +0,99% 1,78 + 0,58

8 mg 1" 35 2,57+ 0,53 1,62 +0,26°

de

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente (p<0.05) usando teste de

Tukey.

Tabela 4. Efeito de concentragdes de benziladeninana micropropagagdo de H. ringens em

meio MS com 2mg I"' de nitrato de prata.

BA concentragdes Viabilidade (%) N° de brotos por Comprimento de

(UM) explante* brotos (cm)*

0 45 2,23 +0,83° 2,51+0,78"

4,4 80 2,78 +1,03% 2,294 0,72°

8.8 95 331 + 1,49% 2,00 + 0,48

13,2 90 3,68 + 1,20 1,87 + 0,60°

17,6 85 4,00+ 1,11° 2,03 + 0,60

26,4 35 3,00 +1,15%® 1,58 £ 0,28°

* Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem significativamente (p<0.05) usando teste de

Tukey.
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5. DISCUSSAO GERAL

Hesperozygis ringens, ¢ um arbusto lenhoso, pertencente a familia Lamiaceae, este
género ¢ formado por seis espécies, cinco destas sdo encontradas na América do Sul e uma na
América do Norte, principalmente no México. Esta espécie vulgarmente chamada de Espanta
Pulga ¢ utilizada como inseticida natural, pois possui na constitui¢do de seus 0leos essenciais
o composto denominado Pulegona, encontrado em concentragdes acima de 90%. Também
possui a caracteristica de alto rendimento de 6leo essencial, em torno de 4% do peso seco.

H. ringens ¢ nativa do estado do Rio Grande do Sul e endémica da Serra do Sudeste e
Sul das Missdes com ocorréncia em morros pedregosos, sendo descrita em Sao Francisco de
Assis, Alegrete, Cacapava do Sul, S3o Sepé, Bom Jesus e Cambard, estes dois ultimos
municipios na serra do nordeste. Devido a seu local de crescimento, forma de renovagdo das
pastagens como queimadas e limpeza de espécies invasoras para criagdo de gado, coleta para
fins medicinais e baixa eficiéncia na germinacdo de sementes, tem incluido esta espécie na
Lista oficial das espécies ameagadas de extingao.

Devido a estes fatores, estudos referentes a variabilidade genética, quimica e formas
de propagacdo como micropropagagdo podem contribuir para a preservagdo. Com este
objetivo foram utilizados marcadores moleculares RAPD e ISSR para avaliar a diversidade
genética entre as populacdes, foi avaliada a variabilidade quimica através do dleo essencial e
efeito de reguladores de crescimento na propagacao in vitro de H. ringens.

Inicialmete as coletas revelaram que as amostras de Bom Jesus e Cambara
correspondem a outra espécie, H. nitida, ¢ que na verdade H. ringens, ndo ¢ encontrada na
Serra do Nordeste. Portando para os demais estudos somente quatro espécies foram
encontradas, revelando a situag@o critica em que se encontra e estas populagdes representam

toda area conhecida de distribuigao.
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Com os estudos de Marcadores moleculares, observamos a fragmentacao de habitat,
pois com marcadores RAPD e ISSR tratados em conjunto foi encontrada uma menor
variabilidade intrapopulacional do que interpopulacional, sugerindo um baixo fluxo génico
entre as populagdes. Em populagdes proximas como Cagapava do Sul A e B pode ser
observada que sao muito semelhantes, mas quando analisamos as populagdes A e B de
Cagapava do Sul contra Alegrete ¢ Sao Francisco de Assis observamos o isolamento destas,
mesmo em populagdes mais proximas como Alegrete e Sdo Francisco de Assis distantes entre
si por 42 quilémetros, caracterizando como populagdes geneticamente distintas.

A andlise da variabilidade quimica foi realizada somente com duas populagoes,
Cagapava do Sul e Sao Francisco de Assis, pois o baixo numero de individuos e tamanho das
amostras ndo permitiram coletas em Alegrete. Os resultados confirmam os dados obtidos com
marcadores moleculares, pois as populagdes formaram grupos distintos quando comparados
com O6leos essenciais, as amostras de Cagapava do Sul separou-se das de Sao Franscisco de
Assis principalmente devido ao composto Sabineno, e também observamos a baixa freqiiéncia
de alguns compostos nas populagdes como t-b-farneseno em Cagapava do Sul, limoneno e
linalol em S3o Francisco de Assis.

Esta variacdo de diversidade tanto quimica como genética pode ser de fundamental
importancia para esta espécie, pois estd relacionada com a produ¢do de metabolitos
secundarios, os quais sdo responsaveis pela adaptacao e sobrevivéncia em seu habitat natural.
A baixa variabilidade genética observada pode ser um fator importante para o risco de
extingdo desta espécie pois leva a um aumento na fixagdo de alelos deletérios, aumento do
aborto de sementes, reducdo na taxa de fecundagdo e germinacdo de sementes em
conseqiiéncia da homozigose causada pela endogamia pelo baixo numero de individuos nas

populagdes.
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Para este caso especifico uma solugdo importante seria a criagdo de microreservas,
pois apresentam vantagens em termos legais e de manejo, complementando eventualmente
areas maiores de prote¢do, também a necessidade de pequenas areas de conservagdo, €
necessario o constante monitoramento da variabilidade genética para evitar a perda de alelos
importantes para sua sobrevivéncia.

A micropropagagdo desta espécie mostra-se muito util quando avaliada sob dois
aspectos, o primeiro em estudos de propagagdo e fisioldgicos visando a conservacdo da
espécie, e o segundo sob a forma de aproveitamento de recursos naturais onde esta planta
pode ser melhor aproveitada sabendo-se que apresenta em algumas amostras mais de 90% de
seu Oleo essencial o composto pulegona, portanto um componente quase puro.

No cultivo in vitro verificamos que para a producdo de explantes o meio de cultivo
MS apresentou o melhor rendimento e a citocinina benziladenina apresentou-se mais eficiente
na concentragdo de 13,2uM acrescido de 2mg/l de nitrato de prata, este foi adicionado ao
cultivo pois os explantes apresentaram acumulo de etileno o qual inviabilizava seu
desenvolvimento. No enraizamento foi verificada uma limitagdo para o desenvolvimento,
com baixa taxa de plantas enraizadas e estas apresentando dificuldades de aclimatacdo, isto
devido a ineficiéncia do sistema radicular necessitando de mais estudos para melhores indices
de sobrevivéncia.

Como citado anteriormente o acompanhamento do fluxo génico dentro e entre
populagdes, mais estudos sobre diferentes formas de propagagdo, principalmente sobre a
viabilidade das sementes as quais carregam toda variabilidade das populagdes, assim como
areas de conservagdo e constante monitoramento do nimero de individuos sdo importantes

para a manutencao e sobrevivéncia de H. ringens.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no trabalho permitem concluir que:

Com a avalia¢do através de marcadores moleculares RAPD e ISSR, foi detectada
menor variabilidade intrapopulacional do que interpopulacional sugerindo limitado fluxo
génico entre as populagdes, caracterizando-as como entidades geneticamente distintas, com
relagdo a sua distribui¢cdo geografica.

Com uma analise multivariada foram observadas diferengas significativas qualitativas e
quantitativas na composi¢ao do 6leo essencial nas populacdes avaliadas de H. ringens ¢ uma
relacdo na varia¢do quimica com a distribui¢do geografica.

Uma analise geral dos dados obtidos indica que a micropropagacdo pode ser utilizada
como ferramenta adequada na multiplicagdo de H. Ringens, mas apresenta algumas limitagdes
como baixa taxa na multiplicagdo dos explantes, com dificuldades no enraizamento e

aclimatacao das plantulas.
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8. ANEXOS
8.1. Extracio de DNA total (método Doyle & Doyle, 1987).

Para a extragao de DNA foram coletados 150 mg de material vegetal (caules e folhas) ,
sendo macerados em nitrogénio liquido. O macerado obtido foi disposto em tubos Eppendorf
de 1,5 mL, sendo entdo adicionados 750 uL de tampao de extracio CTAB (2% CTAB, 1,4 M
de NaCl; 20mM de EDTA; 100 mM de Tris HCI pH 8,0), e 2ul de 2-mercaptoetanol. A
suspensdo permaneceu em banho-maria a 65° C durante 15 minutos. Apos esse periodo, foi
realizada uma desproteinizacdo com 1 volume de clorofil (cloroférmio : 4lcool isoamilico,
24:1). Centrifugou-se a emulsdo obtida a 13000 rpm durante 10 minutos, recuperando-se o
sobrenadante em um novo tubo. A precipitagio do DNA foi realizada com 1 volume de
isopropanol. O precipitado foi entdo lavado por 1 hora a —20°C com 200 pL de etanol 80%,
previamente resfriado a —20°C, acrescido de 20uL de acetato de amoénio (7,5 M). Foi
realizada uma nova centrifugacao a 13000 rpm por 1 min., seguida de remog¢ao do etanol de
lavagem e secagem do pellet. Os acidos nucléicos extraidos foram ressuspendidos em 200 pL.
de TE ( 10mM de Tris-HCI pH 8,0 ¢ ImM de EDTA). Posteriormente, foi realizado um
tratamento com RNAse (2uL de uma solucdo a 10mg/ml), a 37°C por 1 hora. A seguir,
procedeu-se a uma nova desproteinizagdo com 1 volume de clorofil, seguida por
centrifugagdo (13000 rpm, 10 min.), recuperando-se o sobrenadante e precipitando o DNA
com 1 volume de isopropanol. O DNA foi recuperado por centrifugacdo e o pellet obtido

ressuspendido em 200pL de TE. O DNA foi estocado a —20°C.
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8.2. Extracdo e identificacio dos componentes quimicos presentes nos oOleos
essenciais de Hesperozygis ringens.

O o6leo essencial foi obtido das plantas por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger,
descrito por Mechkovski & Akerele (1992). O material a ser extraido foi colocado em balao
de fundo redondo de 3.000 ml, juntamente com agua até cobrir o material a ser extraido. O
principio do método consiste em evaporar uma mistura de material vegetal e agua. O vapor
formado ¢ condensado em condensador, ¢ o 6leo, que é imiscivel com a dgua, ¢ facilmente
separado. O rendimento do 6leo essencial em termos de volume/peso € lido diretamente no
proprio aparelho. Em seguida o produto foi secado com Na,SOj anidro.

A identificagdo dos componentes quimicos das amostras de 6leo essencial foi realizada
por cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo de massas
(GC/MS).

Os constituintes dos 6leos foram identificados por combinagao do espectro de massas e
indice de reten¢do de Kovats (Kovats, 1965; Pacakova & Feltl, 1992), utilizando solugao
padrdo de hidrocarboneto C9 a C26, realizado em colunas de diferentes polaridades, e
também por comparacao com dados da bibliografia. Os dados obtidos nas tabela relacionan-se
a area de integragao dos picos.

As analises por cromatografia gasosa foram realizadas em um Hewlett Packard 6890,
equipado com processador de dados HP-Chemstation. As analises em coluna polar foram
realizadas em coluna capilar HP-Innowax de Silica fundida (30 m X 320 um i.d.), 0,5 um de
espessura de filme (Hewlett Packard, Califérnia, USA), com a seguinte programagdo de
temperatura: 40°C (8 min) para 180°C a 3C/min, 180-230°C a 20°C/min, 230°C (20 min);
temperatura do injetor 250°C, razdo de slipt (1:50), temperatura do detector 250°C, gas de

arraste H, (34 Kpa), volume injetado: 0,6 pL. de amostra diluida em hexano (1:10).
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As analises em coluna apolar, foram realizadas em coluna capilar de silica fundida HP-5
(30m X 320 um i.d.), 0,25 um de epessura de filme (Hewlett Packard, Califérnia, USA),
detector FID, com a seguinte programagdo de temperatura: 60°C (8 min), 60-180°C
(3°C/min), 180-230°C (20C/min), 230°C (20min), temperatura do injetor 250C, detector a
275°C, modo de injecdo split, razdo de split 1:50, gas de arraste H, (32 KPa), volume injetado
0,6uL de amostra diluida em hexano (1:10).

Os resultados de espectro de massa dos compostos foram obtidos a partir de analises em
cromatografo gasoso acoplado ao detector seletivo de massas Hewlett Packard
6890/MSD5973, equipado com software HP-Chemstation e biblioteca de espectros Wiley 275
(MacLafferty et al., 1997).

As andlises em coluna polar foram realizadas em coluna capilar HP-innowax (30m X
250 um), 0,25um de espessura de filme (Hewlett Packard, Califérnia, USA). O programa de
temperatura foi o mesmo usado na analise de GC, interface 280°C, razdo de split 1:100, gés
de arraste H, (56Kpa), energia de ionizagdo 70 eV, intervalo de aquisicdo de massas 40-350,
volume injetado 0,4 pL. de amostra diluida em hexano (1:10) “solvent cut” 3,5 min.

As analises em coluna apolar utilizaram coluna capilar HP-5 (30m X 250 pm), 0,25 pm
de espessura de filme ((Hewlett Packard, Califérnia, USA). O programa de temperatura foi o
mesmo usado nas andlises em GC com este tipo de coluna, interface 180°C, razdo de split
1:100, gas de arraste He (55,4 KPa) energia de ionizacdo 70 eV, intervalo de aquisicdo de
massas 40-350, volume injetado 0,4 pL. de amostra diluida em hexano (1:10). “solvent cut”

3,5 min.
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8.3. Composicao dos meios de cultivo utilizados na micropropagacio.

COMPOSTOS MEIOS DE CULTIVO
MS (mg/L) | BS (mg/L) | QL (mg/L) NN (mg/L) | N6 (mg/L)
Macronutrientes
KNO; 1.900 2.500 1.800 950 2830
(NHy),S0O,4 - 134 - - 460
NH;NO; 1.650 - 400 720 -
CaCl,.2H,0 440 150 - 220 166
MgS0,.7H,0 370 250 360 185 185
KH,.PO, 170 - 270 68 400
NaH2PO4.H20 == 150 == -== -
Ca(NOs), - - 1.200 - -
Micronutrientes
KI 0,83 0,75 0,8 --- 0,8
H;BO; 6,30 3 6 10 1,6
MnSO,.4H,0 22,3 10 17 25 4.4
ZnS0,.7H,0 8,60 2 9 10 1,5
Na,M00,.2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 -
CuS0O,.5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 -
Co0S0,4.6H,O 0,025 0,025 - -
CoCL,.6H,O - - 2,5 -
FeEDTA
Na,EDTA 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
FeSO,.7H,O 27,8 27,8 27,8 2,78 27,8
Suplementos orginicos
Glicina 2 -—- 2 2 20
Acido nicotinico 0,5 1 0,5 1 5
Piridoxina 0,5 1 0,5 1 5
Tiamina 1 10 0,1 10 10
Biotina --- --- --- 0,05 ---
Acido félico 0,5
Mio-inositol 100 100 100 100 100
Sacarose 30.000 20.000 30.000 20.000 20.000
Agar 0,7% 0,7% 0,7% 0,7% 0,78%

O pH dos meios MS, B5, NN e N6 foram previamente ajustados para 5,8 ¢ do meio
QL para 5,0 com solugdo de NaOH (0,5M), autoclavados a 120°C, sob 1 atm de pressao

durante um periodo de 20 min.
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8.4. Fotografias mostrando detalhes de Hesperozygis ringens.

Figura 1- A- Local de coleta (Sao Francisco de Assis), B- Planta de H. ringens, C- Detalhe da

flor de H. ringens e D- detalhe da folha mostrando bolsas oleiferas de H. ringens.
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