DEDICO

Para aquelas pessoas que fazem sorrir meu coragdo,

Para a galera que sempre esteve junto...

...até mesmo quando eu ndo estava dispostall!

Para a pessoa que eu esperava que me chutasse quando cai e que foi umas das pessoas que me
ajudou a levantar...

Para as pessoas que fizeram diferenca em minha vida,

Para as pessoas que quando olho para trds sinto muitas saudades...

Para as pessoas que me aconselharam quando me senti sozinha, e me ajudaram a entender
que ndo importa em quantos pedagos meu coragdo tenha se partido, o mundo ndo pdra para
que eu o conserte.

Para as pessoas que me deram uma for¢a quando eu ndo estava muito animada para o
trabalho!!!

Para as pessoas que amei e que ainda amo...

Para aqueles que encontro todos os dias e ndo tenho a chance de dizer tudo o que sinto
olhando nos olhos...

Para aqueles que jd esqueceram o quanto foram importantes para mim...

A vida é um caminho cheio de surpresas e o final dele ninguém conhece...

Vocé pode fazer coisas em um instante, das quais se arrependerd pela vida inteira ou fazer
coisas das quais se orgulhard para o resto da vida.

O que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida...

..temos s0 uma vida para viver...

E ela é sempre muito mais curta do que imaginamos... cada momento é muito, muito
importante...

Por isso queria deixar todo meu carinho aos meus velhos e também novos amigos, amigos
reais que estdo sempre presentes em minha vida (mesmo que seja apenas em pensamento) com

sua alegria e boa vontade!!!



II

Agradecimentos

A Deus, por tudo.

Aos meus pais e aos meus irmaos ¢ minha sobrinha, pelo carinho e amor.

A minha orientadora querida, Profa. Dra. Giuseppina Pace Pereira Lima, pela paciéncia e amizade.
Aos funcionarios do Departamento de Quimica e Bioquimica, do IB, UNESP, em especial ao “Sr.
Luiz e Sr. Edson”, pelo auxilio recebido. Nao esquecendo do Luis Claudio Correa, pelas dicas
fundamentais no laboratorio.

A amiga Elaine Maria Boteon, pela grande amizade e ajuda durante toda a fase experimental.

Aos amigos Silvania,Valdir, Maria Olivia, Jéferson, Débora, Cristiano e Renato pela ajuda e horas
de conversas e distracoes.

Aos funcionarios da Sec¢ao de Pos-Graduagdo do IB, UNESP, em especial ao Serginho.

Aos colegas do laboratorio de Bioquimica, Camila, Céssia, Fabio,Tassia enfim todos que passaram
por ele ao longo desses dois anos de estudos.

Agradeco aos funcionarios do Departamento de Quimica e Bioquimica, do IB, UNESP.

OBRIGADA!!!



FEE S B )

0 N N W

i

INDICE
CRESUITIO .ttt sttt e sb ettt st e b e b e s st 01
CADSITACT .t h et h et h et b e e bt e b eh et bt et sheenees 03
CINEEOAUGAO ..t e e e e e e e e e et e e e e e treeeeetaaeeenraaaeens 05
- REVISAO A TTEETALUIA. ...ttt ettt ettt ettt sbe e eaeen 08
4.1. Origem € deSCriGA0 DOtANICA. .....eevueeeiieiieiieiie ettt ettt et ettt et et sseeebeesteesseesaeesnbeenneenneas 09
4.2, IMPOTTANCIA CCONOIMICA ...uveeuvrereieeereesieesiteeereeteeteesseesseessseesseesseesseessseesseasseesseesseesssesssessessssesseensees 09
4.3, Cultura de tECIAOS ...ouveruiiiiiiieierteeit ettt ettt ettt st b et b ettt be s 10
4.4. Atividade antioXIAANTE .......c..eeciiriiriiriiiieeee ettt sttt st 13
O35} 1111 (o 3 PO OO OSSO PUUSRRP USRI 16
IO 1031101 028 U LRSS 31
. CONSIACIAGOES FINAIS.......uviiiieiiiiiiieieie ettt eett e e e ete e e et e e e eeteeeeeetaeeeeetreeeeentseeeetaeeeeennrreeeas 44

. Referéncias bibDIIOGIATICAS. .......ccviiiieiieiiceie ettt et se e e eebeesbeense e neeenes 42



1 - RESUMO



2

ZIGIOTTO, D.C. Compostos fendlicos e atividade antioxidante em plantas Salvia officinalis
(L) micropropagadas, 2007. 54p. Dissertagdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias, UNESP —

Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo a determinagdo e possivel comparagdo do teor de fendis e
flavondides totais e a atividade antioxidante, em plantas de salvia (Salvia officinalis)
micropropagadas e aquelas cultivadas em casa de vegetacdo. Inicialmente testou-se 3 tempos de
assepsia (15, 30 e 45 minutos em hipoclorito de soédio a 20%), tanto para as sementes como para
microestacas (explantes), onde avaliou-se explantes contaminados, mortos e oxidados, numero de
brotagdes e eventuais formagdes de calos. Os explantes foram transferidos para meio de cultivo
contendo reguladores vegetais. O experimento constou de 5 tratamentos (T1-MS, T2-MS+1,0 mg L
'BAP, T3-MS+1,0 mg L'BAP+0,25 mg L'IBA, T4-MS+2,0 mg L'BAP, T5-MS+2,0 mg L’
'BAP+0,25 mg L"'IBA), com 50 repeti¢des, sendo uma planta por tubo de ensaio. Com 30 e 60 dias
foram coletadas plantulas para realizacdo das andlises visuais (numero de explantes contaminados,
oxidados e mortos, sadios, nimero de brotos por explante e altura média das brotagdes) e
bioquimicas (teores de flavonodides totais e fendis totais e atividade antioxidante em extrato
metanolico). Na assepsia o melhor resultado obtido em hipoclorito de sddio a 20% foi com o tempo
de 30 minutos para as microestacas. Nao foi observado nas sementes indicios de germinagdo. Para a
proliferacdo de brotos, o tratamento contendo 1 mg L de BAP foi mais eficiente, enquanto que
para a altura o melhor meio de cultivo foi a testemunha (MS) (sem adi¢do de reguladores vegetais).
IBA promoveu a formacao de poucas raizes. Para as analises bioquimicas os resultados mostram que
microestacas cultivadas em meio contendo BAP e/ou IBA, nas concentracdes e combinagdes utilizadas,
ndo induziu aumento nos teores de flavonoides totais em plantas cultivadas in vitro. Plantas cultivadas
em meio contendo BAP mostraram os maiores teores de fendis totais soliveis. A atividade antioxidante

foi maior quando se usou no meio a combinacdo dos dois reguladores vegetais

Palavras-chave: micropropagac¢ao, salvia, flavonoides, atividade antioxidante.
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ZIGIOTTO, D.C. Phenolic compounds and antioxidant activity in Salvia officinalis (L.)
micropropagated, 2007. 54p. Thesis (MSc) — Biosciences Institute, Sao Paulo State University
(UNESP), Botucatu.

Abstract

The present work aims was to determine and to compare the levels of total phenolics and
flavonoids and antioxidant activity between sage (Salvia officinalis L.) plants micropropagated and
cultivated in greenhouse. It was tested three times of asepsis (15, 30 and 45 minutes with 20%
sodium hypochlorite) for seeds and microcuttings (explants) deriving of the cultivated plants in
greenhouse. The experiment consisted to five treatment (T1-MS; T2 - MS + 1,0 mg L™ BAP; T3-
MS + 1,0 mg L' BAP (Benzilaminopurine) + 0,25 mg L™ IBA (Indolbutyric cid); T4 — MS + 2,0
mg L' BAP; T5 — MS + 2,0 mg L™ BAP + 0,25 mg L' IBA), with 50 repetition and one explant for
test-tube. Since 30 and 60 days were collected seedlings to realization of the visual analysis
(contaminated explants, oxidaded and/or death, healthy, number and height for shoots) and
biochemical analysis (levels of total flavonoids, total phenolics and antioxidant ativity, through the
method free-radical DPPH (2,2-diphenylpicrylhydrazil)). The treatment for thirty minutes in sodium
hypochlorite was adequate to promote explants with the minor rate contamination, oxidaded and
death explants. However, it wasn’t observed any rate seed germination. The treatment containing 1
mg L of BAP was more effective for the shoots proliferation; to the height the better of culture
medium was the control (MS) without addition of plant growth regulators. IBA induced the
formation of fews roots. The results of biochemical analysis showed that cultivated explants in
medium content BAP and IBA, in the concentration and arrangement used not induced increase in
the levels of total flavonoids in plants cultivated in vitro. Seedless cultivated in medium with BAP
showed the greater phenolic compounds content. The antioxidante activity was greater when the

combination was used in medium with growth regulators.

Key-words: micropropagation, sage, flavonoids, antioxidant activity
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A salvia (Salvia officinalis L.) é uma planta originaria do Sul da Europa, pertencente a
familia Lamiaceae, muito utilizada na medicina, assim como na fabricagdo de cosméticos ¢ na
culinaria. E planta de clima quente sem excesso de calor, desenvolvendo-se bem em solos drenados
argilo-arenosos, podendo sofrer em solos imidos (Martins et al., 1998).

O género Salvia ¢ representado por 900 taxa em todo o mundo. E muito difundida no
Mediterraneo, Africa e Américas Central e do Sul (Avato et al., 2005).

Algumas espécies sao amplamente usadas na medicina popular ¢ como plantas
ornamentais, assim como para propoésitos culinarios (Skala & Wysokiinska, 2004). Pesquisa feita
pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) mostrou que aproximadamente 80% da populagdo de
paises em desenvolvimento ainda utilizam como recurso primario no atendimento da satde, a
medicina tradicional que consiste no uso de extratos vegetais e seus principios ativos (Farnsworth et
al., 1991).

A salvia possui diversas propriedades terapéuticas, dentre elas destacam-se a emenagoga,
diaforética, germicida, antibactericida, anti-séptico, antiflamatoria, antioxidante e adstringente
(Evans, 1991; Hertwig, 1991; Costa, 1994), além de ser usada para combater a inflamagdo da
cavidade bucal e da gengiva e, também, como agente gastrintestinal (Tekel’ova, 1993). Extratos de
salvia ou 6leo essencial apresentam propriedades hipotensiva, acdo no sistema nervoso central e
atividade antiespasmoédica (Newall, 1996).

Vem sendo amplamente estudada devido aos seus componentes antioxidantes (Cuvelier et
al., 1996; Tepe et al., 2005). Alguns compostos quimicos presentes em sdlvia apresentam alta
atividade antioxidante (Matsingou et al., 2003), isto €, sdo capazes de diminuir os danos causados
por espécies reativas de oxigénio (ROS), geradas através de processos oxidativos.

Os metabolitos presentes em salvia estdo sendo identificados e foi verificado que os
compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos na espécie, contribuindo para a atividade
antioxidante. Vdrios trabalhos descrevem os diferentes compostos (Kosar et al., 2005), porém, o
estudo em plantas cultivadas in vitro é escasso. Além disso, plantas cultivadas dessa forma podem
apresentar variagdes no conteido devido a técnica. Por outro lado, a micropropagacdo pode
aumentar a producdo de plantas, independente de interferéncias do meio. A propagacdo in vitro
fornece plantas em qualquer época do ano e ¢ uma importante ferramenta para estudos bioquimicos.

Apesar das dificuldades no ajuste e desenvolvimento de protocolos para cultura in vitro,
estudos desta natureza sao relevantes, podendo-se destacar a cultura da salvia, pela sua importancia
econdmica.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo determinar o teor de alguns
compostos antioxidantes em plantas micropropagadas de séalvia (Salvia officinalis L.) comparando-

as com plantas cultivadas em casa de vegetagao.
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4.1. Origem e descricio botanica

Salvia officinalis L. ¢ originaria do mediterraneo e foi aclimatada na regido sul do Brasil.
Pertence a familia Lamiaceae Lindley (Labiateae Juss) e pertence a sub classe Asteridae, ordem
Lamiales (Cronquist, 1981), e possuindo aproximadamente, 220 géneros e 4000 espécies de
distribuicdo cosmopolita (Hedge,1992). Segundo Harley (1994), no Brasil ocorrem 29 géneros e
505 espécies. De acordo com Barroso (1986), sdo poucos os géneros de nossa flora e muitos foram
introduzidos em nossa cultura como plantas medicinais, que sdo produtoras de 6leos essenciais,
utilizadas como condimentos ou ornamentais.

Em geral, as Lamiaceae s3o plantas herbaceas ou arbustivas com folhas opostas cruzadas,
inteiras. As flores sdo pequenas ou grandes, na maioria vistosas, reunidas em densas
inflorescéncias, quase sempre axilares. As flores sdo diclamideas, hermafroditas, pentameras,
fortemente zigomorfas e bilabiadas. O androceu ¢ formado por dois ou quatro estames e as flores
que possuem dois estames, apresentam dois estaminodios. O ovario, na familia, ¢ stipero, envolto
num disco glandular unilateralmente expandido e saliente; este ovario ¢ também bicarpelar,
bilocular, com dois 6vulos por loculo e falsamente tetralocular por invaginacdo dos carpelos; seu
estilete ¢ ginobasico. O fruto € seco constituido por quatro niculas. As sementes raramente possuem
endosperma e quando este aparece, € escasso € o embrido é reto (Barroso, 1986; Joly, 1993;
Heywood, 1993).

Desenvolve-se bem em regides de clima ameno como o sul do Brasil e quando cultivada
em locais que recebam luz solar e cujo clima seja quente, sem excesso de calor. Em climas tropicais
sO se conserva viva em vasos, protegidos do excesso de radia¢do solar. Prefere solos de terrenos
bem drenados, permeaveis, argilo-arenoso, leves, ricos em matéria organica e nutriente, com bom
suprimento inicial e periddico de nitrogénio e com uma boa exposi¢do a luz solar, podendo sofrer
em terrenos Umidos (Martins et al., 1998).

O género Salvia possui cerca de 800 espécies (Judd, 1999) de ampla dispersdo,

principalmente no Mediterraneo e Oriente, € nas regides montanhosas subtropicais (Barroso, 1986).

4.2. Importancia econdmica

A familia destaca-se por sua importancia econdmica, sendo suas espécies amplamente
utilizadas como medicinais, condimentos, aromaticas € ornamentais, como por exemplo: Salvia
officinalis L. (sélvia), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Ocimum basilicum (basilico), Mentha sp
(horteld), Thymus vulgaris (tomilho), Lavandula angustifolia Mill. (alfazema), Salvia splendens
Sellow ex Roem. (sangue de addo), Salvia guaranitica A.St.Hill.- ex Benth. (salvia-azul)

(Judd,1999).
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A sélvia ¢ uma planta medicinal muito popular que ha décadas vem sendo estudada, devido
aos seus componentes antioxidantes. E amplamente usada na medicina para tratamentos de varios
grupos de doengas e muitas pessoas usam na preparacao de alimentos (Cuvelier et al., 1996).

Os extratos aquoso, alcoolico e cetdnico de Salvia officinalis sao usados como agentes anti-
sépticos, antibactericida, fungicida e antiinflamatério. E muito usado para combater a inflamacao da
cavidade bucal e da gengiva e também, como agente gastrintestinal (Tekel’ova, 1993). Sao
combinados na preparacdo de medicamentos para o tratamento de bronquite aguda e cronica
(Manolova et al., 1995), apresentando ainda propriedades hipotensiva, acdo no sistema nervoso
central e atividade antiespasmddica (Newall, 1996).

A atividade antioxidante da salvia tem sido descrita em diversos trabalhos (Gulcin et al.,
2004; Tepe et al., 2005) e a presenga em maior ou menor quantidade desses compostos, depende de
diversos fatores, tais como modo de cultivo, variacdes sazonais, adubacao, etc.

A produgdo de plantas de salvia para suprir o mercado, pode ser incentivada através de

diferentes métodos. Entre eles, pode-se citar a propagacdo massal in vitro.

4.3. Cultura de tecidos de plantas

De acordo com Gratapaglia & Machado (1998), a atividade comercial da micropropagacao,
hoje, concentra-se principalmente na limpeza clonal e na multiplicagdo de espécies ornamentais e
arbustivas. Num segundo plano vém as lenhosas, com destaque para a multiplicacdo de porta-
enxertos de fruteiras de clima temperado e arvores-elites de esséncias florestais de rapido
crescimento. Além das razdes econdmicas, esta distribui¢ao reflete o maior sucesso encontrado com
a micropropagacao de espécies herbaceas. Dentre estas, destacam-se as plantas medicinais que vém
despertando grande interesse econdOmico para a industria farmacoldgica. Neste contexto, o processo
de micropropagacdo ¢ uma importante ferramenta nao s6 para a producdo massal de plantas isentas
de patdégenos, mas também para a producdo de metabdlitos secundarios tais como alcalodides,
taninos, flavonoides, fendis, entre outros (Captan et al., 2001).

O termo cultura de tecido de plantas foi definido por George (1993) como a ciéncia do
crescimento de células, tecidos ou 6rgdos isolados de uma planta em um meio artificial. Devido ao
tamanho dos propagulos utilizados, a propagagdo vegetativa in vitro, também denominada de
micropropagacao, ¢ a aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos ¢ a de maior impacto (Torres et
al., 1998).

As técnicas de cultura de tecidos constituem excelente instrumento de trabalho a disposigao
de pesquisadores das mais diferentes areas do conhecimento cientifico. No caso de plantas que se
propagam por sementes, estas podem apresentar variabilidade genética, que pode ser prontamente

superada pela propagagdo in vitro (Pasqual & Ando, 1989). As pesquisas em células e tecidos
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vegetais superiores cultivados in vitro tém sido estimuladas, em parte, com o objetivo de
propagac¢ao de plantas em massa, estudos de fisiologia e bioquimica do crescimento e diferenciagao,
assim como manipulacao genética (George, 1993).

A regeneragdo de plantas completas pode ser derivada a partir da cultura de tecido de trés
principais formas, que sdo a partir de um apice caulinar ou gema lateral pré—existente, a partir da
inducdo de novos dapices caulinares (organogénese) e, ainda, a partir da indu¢do de embrides
somaticos (George,1993).

Dentre as varias técnicas de cultura de tecidos, a organogénese apresenta muitas vantagens
quando comparada a propagacdo clonal via métodos convencionais (enraizamento de estacas e
enxertos, por exemplo), onde destaca-se a possibilidade de obter uma rapida e elevada
multiplicagcdo de plantas, partindo-se de um unico explante (Merkle et al., 1990).

Teoricamente, todas as células vivas de plantas possuem potencial para regenerar um
organismo inteiro (totipoténcia). Esta potencialidade tem sido explorada através da cultura in vitro
de protoplasto, de células, de tecidos e 6rgdos. Tecidos que estdo mitoticamente quiescentes, em
vias de diferenciacdo ou ja comprometidos com alguma funcao, podem ser redirecionados para a
formagdo de 6rgdos ou embrides em meio de cultura apropriado (Thorpe, 1994).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), o processo de micropropagacao divide-se
em trés estagios: no estagio I realiza-se a selecdo de explantes, desinfestacdo e cultura em meio
nutritivo sob condi¢des assépticas. No estagio II, promove-se a multiplicagdo dos propagulos
mediante sucessivas subculturas em meio proprio para a multiplicagdo. No estagio III, ocorre a
transferéncia das partes aéreas produzidas para o meio de enraizamento e subseqiiente transplantio
das plantas obtidas para substrato ou solo, processo este também chamado de aclimatizagdo. Dos
trés estagios citados, o estagio I (assepsia do material) e estagio III (aclimatiza¢ao) sdo considerados
os estadgios mais criticos no processo de micropropagacao.

Geralmente, em cultura de tecidos, usam-se reguladores vegetais, tais como auxinas e
citocininas, para inducdo de raiz e parte aérea. Contudo, nem sempre ¢ benéfica a aplicagdao de
reguladores vegetais imediatamente apds o isolamento do explante da planta-matriz. Eles podem
estimular respostas indesejadas como a formacdo de calo e, eventualmente, intoxicar os tecidos
(Grattapaglia & Machado, 1998). Pode ser interessante, em alguns casos, fazer um pré-
condicionamento dos explantes, inoculando-os em meio nutritivo sem biorreguladores. Nessa etapa,
que pode durar de uma a duas semanas, sao detectadas contaminagdes e observado o
comportamento dos explantes, podendo ser selecionados aqueles que melhor resistirem a
desinfestagdo ou que apresentaram maior vigor.

As citocininas sdo indispensaveis para a quebra de dominancia apical, indugao e proliferagdo

de gemas axilares. O tipo de citocinina € a sua concentracao sdo os fatores que mais influenciam o
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sucesso da multiplicagdo in vitro. O BAP (Benzilaminopurina) tem sido muito eficaz para promover
a multiplicagdo em diversas espécies e parece ser a citocinina por exceléncia, para a multiplicacao
de partes aéreas e inducao de gemas adventicias, além de apresentar menor custo. A razao da maior
eficiéncia do BAP, seguida em ordem decrescente por cinetina (KIN) e isopenteniladenina (2iP),
pode estar na capacidade dos tecidos vegetais metabolizar os hormonios naturais mais rapidamente
do que os reguladores sintéticos (Hasegawa, 1980; Hu & Wang, 1983; Zaerr & Mapes,1985).

As concentracdes de auxina usadas em cultura de tecidos sdo freqiientemente baixas se
comparadas com as citocininas para manter um balango auxina/citocinina menor que 1.
Concentracdes excessivas de auxina podem inibir a multiplicagdo ou favorecer demasiadamente o
enraizamento ou formacao de calo, em detrimento da multiplicacdo (Hu & Wang, 1983).

O NAA (Acido naftalenoacético) ¢ o IBA (Acido indolbutirico) sdo, normalmente,
adicionados em concentragdes abaixo de 0,5 mg L™, enquanto o IAA (Acido indol-acético), por ser
menos estavel em cultura, pode ser adicionado em concentragdes superiores.

Além dos reguladores vegetais podem-se variar diversos elementos no meio de cultivo, entre
eles esta a sacarose que segundo Grattapaglia & Machado (1998), a concentragdo desta ou de outra
fonte de actlicar, tem também efeito sobre a multiplicacdo e o crescimento. Concentragdes de 2 a 4%
(p/v) sdo as comuns, abaixo dessa faixa, pode ocorrer clorose nas culturas e acima dela, pode
incorrer em problemas de excessivo potencial osmoético do meio, possibilitando deterioragdo das
culturas.

Trabalhos de micropropagacdo de séalvia tém sido descritos, procurando principalmente
obter o melhor protocolo. O uso de diferentes explantes (apical e segmento nodal) foram estudados
em Salvia valentina e Salvia blancoana e a taxa maxima de proliferacdo de brotos foi obtida
cultivando microestacas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com citocinina,
porém o enraizamento foi baixo, mesmo utilizando o IAA ou IBA (Cuenca & Amo-Marco, 2000).

Liu et al. (2000) verificaram alta freqiiéncia organogénica em Salvia sclarea L., usando 2,4-
D (Acido 2,4 diclorofenoxiacético) e a multiplicagdo dos tecidos foi realizada em meio contendo
IAA e BA (Benziladenina).

O melhor meio para multiplicagdo de brotos via apice caulinar em Salvia nemerosa foi
obtido em meio MS suplementado com 8,6 uM BA e 2,9 uM TAA, enquanto que o uso da ldmina
foliar como explante, forneceram calos e brotacdes em meio contendo 0,9 uM de BA e 2,9 uM
IAA. Nesta espécie, o uso de NAA nao induziu brotagdes, mas favoreceu a formacao de raizes
(Skala & Wysokinska, 2004).

Para Salvia fruticosa Mill Arikat et al. (2004) estabeleceram protocolo de micropropagagao
usando tecido apical e as brotagdes obtidas em meio MS acrescido de 0,75 uM de BA e a indugdo

de raizes ocorreu em meio contendo 2,7 uM de IBA. Neste estudo foram analisados os teores de
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6leos essenciais e o resultado aponta para o maior teor de canfora borneol em material oriundo do
cultivo in vitro durante a aclimatagao.

Avato et al. (2005) relatam muitas dificuldades na fase de estabilizagcdo de brotos de salvia.
Resultados mostram que ocorre uma baixa porcentagem de crescimento (45 a 47%) com a adi¢ao de
diferentes concentragdes de BAP (1 ou 0,5 mg L), as quais nio apresentaram diferengas entre si.
Os brotos desenvolvidos mostraram diferentes sintomas de estresse, tais como 13 a 20% de
vitrificagdo, 20 a 27 % de oxidacao e 8 a 19% de contaminacao. Os autores relatam ainda que o uso
de outros reguladores vegetais, tais como giberelinas, KIN e IAA, ndo produziram efeitos positivos.

Santos-Gomes et al. (2003) identificaram 20 compostos fendlicos em calos de Salvia
officinalis  oriundos de microestacas cultivados em meio contendo 2,4-D, BA
(benziladenina) ou zeatina (ZEA) ou cinetina (KIN).

De acordo com os autores citados, entre outros trabalhos verificados na literatura, o cultivo
in vitro, poderia potencializar o teor de algumas substancias, como no caso deste trabalho, o teor ou

atividade de substancias antioxidantes (removedoras de radicais livres).

4.4. Atividade antioxidante

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo compostos os quais acredita-se ter um papel crucial
na senescéncia prematura, doengas cronicas, armazenamento de alimentos e preparacdes
farmacologicas (Kosar et al., 2005). As ROS sao moléculas quimicamente reativas derivadas de
oxigénio e sdo geradas nos organismos vivos como produto das vias metabolicas. As espécies
reativas de oxigénio podem reagir diretamente com biomoléculas tais como carboidratos, proteinas,
lipideos ¢ DNA e ha evidéncias que o acimulo de ROS nos sistemas bioldgicos causam danos
oxidativos para o tecido, afetando a integridade e fungdo das células (Zhao et al., 2005).

Os danos oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio tém sido freqiientemente
associados a patogénesis e problemas de saide, como envelhecimento, artrite, cancer, inflamagao e
doengas do coragao em humanos (Abe & Berk, 1998).

Diversas substancias sdo descritas por apresentarem atividade antioxidante, tais como
vitaminas C e E, carotendides, compostos fendlicos, entre outros. Atualmente o uso de
antioxidantes naturais em alimentos e bebidas ricas em polifenois pode exercer efeito benéfico na
satide humana (Block et al., 1992) e seu estudo tem sido alvo de incessantes pesquisas.

Antioxidantes podem agir pelos seguintes mecanismos na peroxidacdo de lipideos:
diminuindo a concentra¢do de oxigénio, prevenindo a cadeia de inicia¢do através do processo de
remocao de radicais inicializadores, ligacdo catalitica com ions metélicos prevenindo a geragdo de

radicais iniciantes e quebra de cadeia para diminuir a continua retirada de hidrogénio por radicais
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ativos (Dorman et al., 2003), ou ainda diminuir a atividade de outras enzimas como [AA oxidase
(Mathesius, 2001).

A atividade antioxidante de espécies vegetais, causada principalmente pelos compostos
fenolicos, tem sido demonstrada em muitos trabalhos nos ultimos anos. Fendis simples (Ce)
ocorrem naturalmente e sdo divididos em grupos: acidos fenolicos derivados de acido benzoico (Cs
— Cj), que podem estar livres ou combinados com ésteres ou glicosideos (acido galico); fendis
acidos derivados do acido cinamico (C¢ — C;3) (&cidos cumarico, cafeico, feralico) que sao
amplamente distribuidos e ocorrem raramente no estado livre e as vezes estdo estereficados e, os
ésteres glicosideos fenilpropanoides (Bruneton, 1999; Skerget et al., 2005).

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios e protegem a planta contra danos
oxidativos, infeccao de patodgenos, entre outros (Dixon et al., 1989). Fenolicos estao localizados no
vacuolo como fenol-glicosideos e sdo substratos pobres para enzimas oxidativas (Calderon et al.,
1992), eles necessitam ser hidrolizados antes da reagdo enzimatica (Arnaldos et al.., 2001).

A atividade antioxidante da salvia (S. officinalis) foi relatada por diversos autores (Santos-
Gomes et al., 2002). Alguns dos compostos fendlicos presentes tem revelado grande especificidade
ao oxigénio ativo, tais como radicais superoxido, hidroxilas e O, (Makaki et al.,1995), inibindo a
peroxidagdo de lipidios (Hohmann et al.,1999).

Os flavonoides também sdo compostos fendlicos e t€m sua estrutura baseada em 2-fenil-
benzopirano (CsC3Cy), sendo representados por varias classes, de acordo com o grau de oxidagdo do
anel central. Sdo compostos hidrossoliveis presentes nos vacuolos das células das plantas e
representam o maior grupo de compostos fenolicos vegetais. Mais de 3000 diferentes flavonoides
foram descritos e s3o divididos em vdarias classes, incluindo as amplamente distribuidas
antocianinas, flavonas e flavonois (Raven, 2001). Os flavonodides sdo fenilbenzopironas que,
usualmente, sdo conjugados com acucares e estdo presentes em plantas vasculares. Diversas
propriedades biologicas tém sido atribuidas aos flavonoides. Estes beneficios sdo explicados pelo
seu potencial antioxidante como quelante de metal ou removedores de radicais livres, como
observado por Ross & Kasum, (2002).

A Salvia officinalis tem sido creditado diversos usos medicinais e seus compostos fendlicos
tém sido identificados por apresentarem atividade antimicrobiana, assim como, removedora de
radicais livres (Makaki et al., 1995; Tepe et al., 2005).

Os compostos fendlicos presentes em salvia tem sido identificados em diversos trabalhos e
cita-se o acido rosamarinico, acido carnosinico, acido salviandlico e seus derivados carnosol,

rosmanol, epirosmanol, rosmadial e metil-carnosatos (Lu & Foo, 2001), entre outros.
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Santos-Gomes et al. (2003) encontraram durante o cultivo de calos de Salvia officinalis vinte
compostos fendlicos e nas células em suspensio, 18 compostos, sendo que nos dois tipos de células,
houve predominancia de dcido rosamarinico, representando 94-97% dos fenois totais.

Viérios trabalhos tém demonstrado a atividade antioxidante de algumas plantas, utilizando
diversos métodos. A atividade removedora de radicais de alguns compostos antioxidantes pode ser
avaliada através da reacdo com DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate), que contém radical
livre estavel e tem sido muito usado para avaliar a capacidade de remogdo de radicais através de
reagdes com antioxidantes (Malencic et al., 2000; Zhao et al., 2005).

Miliauskas et al. (2004) estudaram pela reagdo com DPPH a atividade antioxidante em S.
officinalis, entre outras plantas e verificaram que a salvia mostrou maior acao contra radicais livres.
Comparando S. miltiorrhiza ¢ Panax ginseng, Zhao et al. (2005) notaram que o potencial
antioxidante da salvia foi maior, usando também reacdo com DPPH.

De acordo com Lamaison et al. (1990), algumas espécies do género Salvia mostraram
significante atividade antioxidante em extratos hidroalcdolicos com DPPH, tais como S.
lavandulifolia (ICso 80 ug mL™), S. officinalis (ICso 41 ng mL™), S. sclarea (ICsy 45 pg mL™) e S.
triloba (ICso 50 pg mL™). Malenic et al. (2000) verificaram que S. reflexa apresentou indice
superior (ICso 106,20 ug mL™).
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Reguladores vegetais na micropropagacio de Salvia officinalis L."

Zigiotto, D.C.", Lima, G.P.P.!
! Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista,

CP 510, CEP 18.618-000, Botucatu, SP. e-mail: gpplima@ibb.unesp.br

RESUMO

Microestacas e sementes de plantas de Salvia officinalis foram submetidas a assepsia e
inoculadas em meios nutritivos com o objetivo de producdo de plantas in vitro. O presente trabalho
foi dividido em dois experimentos. No primeiro objetivou-se testar trés formas de assepsia em meio
basico MS (Murashige & Skoog, 1962), semi-solido, ausente de reguladores vegetais. No segundo,
foram utilizadas diferentes concentracdes de reguladores vegetais (BAP — Benzilaminopurina e IBA
— Acido indol butirico) no meio de cultivo para a regeneragéo e multiplicagéo de explantes oriundos
de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Durante os 60 dias de experimento foram realizadas
analises visuais quanto a porcentagem de explantes contaminados, mortos ¢ oxidados, nimero e
altura média dos brotos. No experimento I o melhor resultado obtido para assepsia com hipoclorito
de sodio a 20% foi o tempo de 30 minutos para as microestacas. As sementes nao mostraram indicio
de germinagio. Para a proliferacdo de brotos, o tratamento contendo 1 mg L™ de BAP foi mais
eficiente, enquanto que para a altura o melhor meio de cultivo foi a testemunha (MS) sem adigdo de
reguladores vegetais e o IBA promoveu a formacao de poucas raizes.

Palavras-chave: salvia, assepsia, BAP, IBA, cultivo in vitro.

ABSTRACT - Plant Growth regulators in the micropropagation of Salvia officinalis L.
Microcuttings and seeds of Salvia officianalis plants have been submitted to asepsis and inoculated
in nutritive medium with aims to production of the in vitro plants. The present work has been
divided in two experiments. In the first, the aims was test three forms of asepsis in the basic culture-
medium called MS (1962) semisolid, without addition of plant growth regulators. In the second has
been utilizated differents concentrations of the plant growth regulators (BAP-6-benzilaminopurine,
IBA-indolbutyric acid) in the cultive medium for the regeneration and multiplication of the explants
originate of the cultivated plants in greenhouse. During the 60 days of the experiment was
accomplished visual analysis as to percentage of contamination explants, oxidaded and death,

healthy, medium number shoot height. In the experiment I the best results for obtained of asepsis in
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20% sodium hyplochlorite for 30 minutes for microcuttings. However it wasn’t observed any rate
seed germination. The treatament containing 1 mg L of BAP was more effective for the shoots
proliferation, whereas to the height the better of culture-medium was the control (MS) without

addition of plant growth regulators. The IBA induced the formation of fews roots.

Key words: sage, assepsis, BAP, IBA, micropropagation.

INTRODUCAO

A salvia (Salvia officinalis L.) ¢ uma planta originaria do Sul da Europa, muito utilizada na
medicina, assim como na fabricacdo de cosméticos e na culinaria (Martins et al., 1998).

Ressaltando a importancia das plantas medicinais nos seus diversos aspectos para a saude
humana, dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam que 80% da populagao mundial
as utiliza como principal recurso basico de saude. O mercado internacional de fitoterapicos
movimenta milhdes de dolares anualmente. No Brasil, cerca de 25% do faturamento da industria
farmacéutica estd relacionado com farmacos derivados de plantas, mas apesar de todo este
potencial, o Brasil ainda importa 84%, a um custo elevado (Simdes et al., 1999).

As plantas medicinais e aromaticas t€ém uma grande importancia para a industria
farmacéutica e para a medicina tradicional em véarios paises. A sélvia ¢ uma planta medicinal muito
popular e ¢ reconhecida desde os tempos remotos pelo seu uso como tdnico, estimulante,
carminativo, anitséptica, entre outros (Kintzios, 2000). Mais recentemente, efeitos antioxidantes da
salvia vém sendo demonstrados (Tepe et al., 2005; Avato et al., 2005).

Embora S. officinalis seja uma das espécies mais importantes comercializadas como fins
medicinais, a aplicacdo biotecnologica de métodos de propagacao tem sido pouco usado (Avato et
al., 2005). A micropropagacdo ¢ uma forma de obtengdo vantajosa de se obter grande numero de
plantas, em pequeno espaco fisico e temporal, além de fornecer material vegetal para estudos
bioquimicos e fisioldgicos, como o teor de substancias antioxidantes.

Trabalhos de micropropagacao de salvia tém sido descritos, procurando, principalmente,
obter o melhor protocolo. O uso de diferentes explantes (apical e segmento nodal) foram estudados
em Salvia valentina e Salvia blancoana e a taxa méaxima de proliferacdo de brotos foi obtida
cultivando microestacas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com citocinina,

porém o enraizamento foi baixo, mesmo utilizando IAA ou IBA (Cuenca & Amo-Marco, 2000).
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Liu et al. (2000) verificaram alta freqiiéncia organogénica em Salvia sclarea L., usando 2,4-
D (Acido 2,4 diclorofenoxiacético) e a multiplicagdo dos tecidos foi realizada em meio contendo
IAA e BA (Benziladenina).

Devido ao interesse econdmico da planta, o presente trabalho teve com objetivo desenvolver
um protocolo de micropropagacdo de salvia (Salvia offininalis L.), usando BAP
(benzilaminopurina) ¢ IBA (&cido indolbutirico), para produgdo massal e futuros estudos

bioquimicos.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratoério de Micropropagacdo, do Departamento
de Quimica e Bioquimica, do Instituto de Biociéncias (IB), UNESP, em Botucatu-SP.

A primeira etapa (Experimento I) teve como objetivo testar trés formas de assepsia em meio
basico MS (Murashige & Skoog, 1962), utilizando como explante microestacas e sementes.

A segunda (Experimento II) teve como objetivo determinar concentragdes adequadas de
reguladores vegetais no meio de cultivo para a fase de regeneracdo e multiplicacdo de explantes.
Durante esta fase foram realizadas as analises visuais ndo destrutivas.

O material vegetal utilizado para os experimentos foi obtido de plantas cultivadas no
Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronomicas, UNESP/Botucatu
(Jardim Clonal).

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio nutritivo, ausente de
regulador vegetal. Como meio de cultura utilizou-se a combinacao de nutrientes proposta por
Murashige & Skoog (MS) (1962), acrescido de fonte de carbono (sacarose-30%) e solidificado com
agar (7%). No caso do experimento II (regeneragdo e multiplicagdo) acrescentou-se ao meio de
cultura MS combinag¢des de concentracdes de benzilaminopurina (BAP) e acido indol butirico
(IBA).

Ap0s o ajuste do pH para 5,8, os meios foram autoclavados a uma temperatura de 121 °C

por 20 minutos (1 atm).

Experimento I — Assepsia

Para implantagdo do experimento de assepsia utilizou-se como fonte de explantes sementes e

microestacas (gemas apicais e laterais) com um centimetro de comprimento, obtidas segundo
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descricdo anterior. Esta fase ¢ extremamente delicada, pois a partir de experimentos prévios, a
assepsia se torna determinante na obtengao de plantulas sadias.

O experimento de germinacdo in vitro de sementes foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado contendo trés tratamentos utilizando o 4cido sulfurico (2N) por 5, 10 e 20
minutos e trés sub-tratamentos, desinfestagdo em hipoclorito de sodio 20% (contendo 2% de cloro
ativo) por 3, 6 e 9 minutos, com cinco repeti¢des, cada uma contendo 20 sementes sendo que o
procedimento com o acido foi feito em capela e depois levado para a camara de fluxo, onde estas
foram imersas em banho de hipoclorito de sodio a 20%. Foi testada também uma assepsia sem 0 uso
do 4cido sulfurico. As sementes apds lavagem em agua estéril (trés vezes), foram inoculadas em
meio MS ausente de reguladores vegetais.

ApoOs a inoculagdo das sementes, os vidros foram levados para a cdmara de crescimento,
onde permaneceram 15 dias no escuro e 30 dias no claro ou até os explantes atingirem 1 cm de
altura, com temperatura controlada em torno de 24 + 1 °C e fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro).

Outros testes foram realizados na tentativa de promover a germinagao in vitro de salvia, tal
como reducdo pela metade da concentragao dos sais propostos por Murashige & Skoog (1962) e uso
de escuro em toda a fase experimental.

Para o experimento com gemas utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
contendo trés tratamentos [desinfestacdo em hipoclorito de sodio (20%) por 15, 30 e 45 minutos],
com cinco repeticdes cada uma contendo cinco explantes (gemas laterais e apicais). Os explantes
foram inoculados em meio MS basico contendo apenas a metade da concentragdo dos sais minerais
e em outro com adi¢io de reguladores vegetais (0,5 mg L™ de BAP ¢ 0,25 mg L' de IBA), Durante
essa fase foram feitas andlises visuais quanto ao nimero de plantulas contaminadas, mortas,
presenca de oxidacao, brotagdo, enraizamento e vitrificagao.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional SIGMA STAT 2.0.

A partir dos resultados obtidos neste primeiro ensaio, implantou-se o segundo ensaio
utilizando-se o método de assepsia que apresentou menor percentagem de explantes contaminados,

mortos ou oxidagao.

Experimento II — Regenerac¢ao e multiplicacio

Para a realizacdo do segundo experimento utilizou-se plantas oriundas da germinac¢do das
sementes em substrato especifico, com aproximadamente 3 cm, contendo 2 pares de folhas
(incluindo as cotiledonares). O substrato foi constituido por mistura de 1:1:1 de areia branca fina,

esterco de curral e grama seca. O delineamento foi inteiramente casualizado, contendo cinco
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tratamentos com cinqiienta repeticdes de uma amostra cada, totalizando cinqiienta explantes por
tratamento.

As plantas formadas, denominadas explantes foram coletadas assim que atingiram 1 cm de
altura e levadas para o laboratorio onde estas passaram pelo processo de assepsia que consistiu em 3
minutos em alcool 70 % e em hipoclorito de s6dio 20% (solucdo comercial, contendo 2% cloro
ativo) por 30 minutos (melhor resultado de assepsia obtido no experimento I). Passaram pela
triplice lavagem em agua esterilizada sendo transferidas para meio semi-solido de cultura (MS)

acrescido de sacarose, agar e diferentes concentragdes e combinagdes de reguladores vegetais (BAP

e IBA) (Tabela 1).

TABELA 1. Combinagdes de diferentes concentragoes de BAP e IBA referentes aos tratamentos

utilizados durante a fase de multiplicagdo e regeneragado (Fase II).

TRATAMENTOS CONCENTRAGOES (mg L™)
TRATAMENTO 1 TESTEMUNHA (MS)
TRATAMENTO 2 1,0 BAP
TRATAMENTO 3 1,0 BAP x 0,25 IBA
TRATAMENTO 4 2,0 BAP
TRATAMENTO 5 2,0 BAP x 0,25 IBA

Apos 30 dias de inoculagdo em meio, foram realizadas as primeiras analises quanto ao
tamanho (altura em cm), nimero de brotagdes, formacdo de raizes, presenca de calos, oxidagdo,
contaminag¢do e mortalidade.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional SIGMA STAT 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I — Assepsia

a. Gemas apicais ou laterais

Foram testados diversos tipos de assepsia para as gemas, porém, devido ao baixo numero de

plantas sobreviventes (Tabela 2), novas plantas foram semeadas em estufa, de onde foram retiradas

gemas para inoculacdo in vitro.
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Um dos fatores limitantes ao sucesso da micropropagagdo in vitro ¢ a adequacdo da
metodologia de assepsia dos explantes. Segundo Grattapaglia ¢ Machado (1998), uma das
dificuldades da micropropagacao reside no fato de se obter um explante descontaminado sem
conduzi-lo a morte quando isolado.

O uso de hipoclorito de s6dio 20% por 45 minutos induziu alta taxa de oxidagdo nos
explantes logo nos primeiros 5 dias, promovendo o aparecimento de partes escuras nas plantas e no
meio, causando a morte de todos os explantes, sendo portanto, este tratamento ndo utilizado. Nota-
se pela tabela 1 que o nimero de explantes sadios, sobreviventes nos dois tempos de assepsia foi
muito baixo. O uso de hipoclorito de s6dio 20% por 30 minutos, promoveu menor infestagdo de
fungos e bactérias, agentes causais da contaminagdo observada no presente trabalho, porém a taxa
de sobrevivéncia de 33,33% ¢ muito baixa para micropropagacao, ja que o custo de producao ¢ alto.
Testes com concentragdes maiores de hipoclorito foram utilizados, porém a taxa de oxidagdo foi

muito alta.

TABELA 2. Porcentagem de explantes contaminados, oxidados, sadios (sobreviventes) e com
brotacdes, obtidos de gemas axilares e apicais de plantas de sdlvia, em dois tempos de desinfestagao

com hipoclorito de sodio (20 %).

15 MINUTOS 30 MINUTOS C.V (%)
CONTAMINADOS 10,00 a 12,28 a 7.3
OXIDADOS 2333 a 14,04 b 0,72
SADIOS 16,67 b 33,33a 4
C/BROTOS 0,5b 3,75a 3,5

A oxidacdo ocorre em fun¢do da liberagdo de compostos fendlicos in vitro, precursores da
sintese de lignina, pelo tecido injuriado ou senescente, que contém alta concentracdo desses
componentes (George & Sherington, 1984). Esses compostos fendlicos sdo oxidados por enzimas
polifenol oxidases, produzindo substancias toxicas, inibindo o crescimento dos explantes, além de
escurecer o meio de cultura (Grattaplaglia & Machado, 1998; Guerra, 1989). Uma das
possibilidades técnicas para reduzir esse problema inclui a lavagem em agua corrente dos explantes
coletados, antes da desinfestacdo, auxiliando a lixiviacdo dos compostos fendlicos (Grattapaglia &
Machado, 1998), técnica realizada no presente experimento, porém sem €xito.

Segundo Leifert et al. (1994), os principais géneros de fungos, causa mais comum da perda
de explante em cultura de tecidos, tém sido o Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Botrytis,
Alternaria e Fusarium e Borges et al. (1997) sugerem que o pré-tratamento de matrizes seja

determinante para a redugdo da porcentagem de contaminagdo e ndo o tratamento de desinfestagao.
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Pode-se também atribuir a ocorréncia dessas contaminagdes a manipulagdo dos explantes,
durante a inoculagdo. Bactérias do género Bacillus sdo bastante tolerantes ao calor, podendo os
esporos resistir a temperaturas maiores que 100°C e a tratamentos com alcool e hipoclorito de
calcio ou sodio (Leifert et al., 1994), sendo que os principais géneros de bactérias fitopatogénicas
sdo: Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia, Corynebacterium e Agrobacterium. Os resultados do
presente trabalho indicam que o método de assepsia usando hipoclorito de sdédio por 30 minutos
reduziu a porcentagem de contaminacao, porém nao de modo satisfatorio para se ter uma produgdo
em larga escala e de baixo custo.

A contaminagdo por fungos e bactérias presentes no meio de cultura pode ser causada pela
presenga de fungos e bactérias enddgenas, pela manipulagdo do material vegetal utilizado ou pela
desinfestagdo inadequada dos materiais de laboratério. A contaminacao enddgena, geralmente ¢é
causada pelas bactérias presentes nos tecidos vegetais. Os métodos de desinfestagdo nem sempre
eliminam os microorganismos associados aos tecidos vegetais, muitos deles permanecem latentes
no interior das células e nos espagos intercelulares ou vasos condutores ficando protegidos dos
agentes quimicos e, freqlientemente, se manifestam nas primeiras semanas de cultivo (Capo, 1998).

Neste experimento, uma alternativa para diminuir a incidéncia de contaminagdo seria a
utilizacdo de antibidticos ou mesmo fungicidas, mas como na planta poderia ocorrer dano, ou
alteracdo de cor ou de forma, ou qualquer variacdo, alterando o teor de substincias antioxidantes, ja
que se trata de uma medicinal, evitou-se o uso destes produtos.

Observa-se também que ndo ocorreu brotagdo com o uso da menor concentragdo do agente
desinfestante, por outro lado, a contaminacdo foi menor, mas a taxa de explantes escurecidos,
provavelmente oxidados, foi maior. Assim, devido a baixa taxa de brotagcdo obtida no tempo de 30
minutos, as gemas axilares e apicais foram inoculadas em meios contendo reguladores vegetais,
esperando-se uma taxa de sobrevivéncia maior, com brotacdes, mesmo perdendo-se plantas por
contaminagao.

Os resultados da tabela 3 mostram que explantes, desinfestados com hipoclorito de sodio, por
30 minutos, apresentaram maior taxa de plantas sadias € menor oxidag¢do, quando inoculados em
meio contendo reguladores vegetais. Nota-se que o uso de reguladores (BAP — 0,5 mg L' ¢ IBA —
0,25 mg L) induziu a formagdo de calos em ambos os tratamentos. Mesmo com estes resultados
obtidos, a taxa de explantes sobreviventes foi baixa e, portanto, a obtencao de plantas via sementes
em casa de vegetagdo, se tornou um método mais eficiente para obter grande numero de explantes

(gemas apicais e laterais).
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TABELA 3. Porcentagem de explantes contaminados, oxidados, sadios, com brotacdes e com calos
obtidos de gemas axilares e apicais de plantas de salvia oriundas do Jardim Clonal (FCA/Botucatu),
em dois tempos de desinfestacdo com hipoclorito de sddio (20%) e cultivadas em meio MS com 0,5

mg L de BAP ¢ 0,25 mg L' IBA.

15 MINUTOS 30 MINUTOS C.V (%)
CONTAMINADOS 10,00 b 15,79 a 11
OXIDADOS 23,33 a 14,03 b 9
SADIOS 18,33 b 31,58 a 4
C/BROTOS 3,39b 17,54 a 6,8
CALOS 6,67 a 7,02 a 2,1

b. Inoculacdo de sementes

Todos os testes realizados com sementes nao induziram germinacgao in vitro. Diversos testes
tais como, uso de 4cido sulftrico, lavagem em &4gua corrente e escarificagdo mecanica, foram
efetuados na tentativa de induzir a germinagdo das sementes de salvia em meio de cultura, porém
sem sucesso. O primeiro fator que poderia afetar seria a dorméncia das sementes, mas apds testes
em gerbox, notou-se boa taxa de germinagdo (80%), o que levou a descartar a possivel dorméncia.
Testaram-se também diversos lotes de sementes, mas todos apresentaram o mesmo resultado.

Diversos trabalhos mostram que as sementes de salvia apresentam boa taxa de germinagao.
Menezes et al. (2004), em trabalho com salvia ornamental, notaram que a semente de salvia
comporta-se como indiferente a luz, e as temperaturas de 15, 20 e 25°C afetam a velocidade de
germinacgdo das sementes, sendo que 15°C retarda o processo germinativo. Neste trabalho, todas as
sementes foram mantidas a 25°C e foram testados tanto escuro como luz, sendo que nenhum
tratamento foi eficiente para induzir a germinacdo in vitro. Esses resultados ndo se repetiram
quando plantou-se em substrato ¢ em estufa, e nesse experimento a taxa de germinagao foi de 90%.

A baixa percentagem de germinagdo ou emergéncia pode ser uma conseqliéncia de
problemas como dorméncia das sementes, baixo vigor ou devido a fatores ambientais como
temperatura, luz, dificuldade de embebicdo, que por ndo serem bem conhecidos, dificultam o
manuseio e causam prejuizos (Menezes et al., 2004), o que foi descartado neste trabalho, ja que as

sementes germinaram bem em substrato e em casa de vegetagao (Figura 1).
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FIGURA 1. Germinacao de semente em substrato para obten¢ao de explantes de Salvia officinalis.

Experimento II — Regeneraciao, multiplicacio in vitro

A partir dos resultados obtidos no primeiro experimento, implantou-se o segundo,
utilizando-se o melhor tempo de assepsia, isto ¢, 30 minutos em hipoclorito de s6dio a 20%. Os
explantes (microestacas com 1 cm), apds inoculagdo em meio de cultura, foram levados para a
camara de crescimento onde permaneceram no claro por 60 dias em temperatura controlada em
torno de 24 + 1°C e fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro).

Na Tabela 4 nota-se que mesmo usando explantes cultivados em casa de vegetacdo, a taxa
de contaminacgdo foi alta, principalmente no tratamento 5. Em todos os tratamentos, a contaminag¢ao
foi geralmente devido a bactérias e ndo ocorria no meio e sim, na planta, nos levando a supor que
possivelmente seria uma contaminacdo enddgena, necessitando o uso de antibidticos, tanto na
assepsia, como no meio de cultura. Entretanto, como a finalidade deste projeto ¢ de obter atividade
antioxidante da sdlvia, ndo foi usado fungicida ou antibidtico, os quais poderiam interferir nas

determinagoes.

TABELA 4. Porcentagem de explantes contaminados e oxidados e nimero médio de brotos e altura
média de brotos em salvia cultivada in vitro, sob efeito de diferentes concentracdes e combinacdes

de BAP e IBA.

TRATAMENTOS
T T2 T3 T4 T5 C.V (%)
Contaminados (%) 18,10 b 21,46 b 22,97 ab 20,72 b 26,00 a 9,38
Oxidados ou mortos (%) 2552a 2431ab 20,67 b 20,36 b 22,00 b 8,44
Numero médio de brotos 3,61 ab 4,10 a 1,98 ¢ 2,99b 3,11b 12,09
Numero médio de raizes - - 1 - 2 -
Altura média de brotos 2,67 a 1,81b 1,46 b 1,80 b 1,70 b 22,39

Meédias seguidas da mesma letra na horizontal, ndo mostram diferengas significativas (p < 0,05)
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Pode-se observar que plantas inoculadas em meio contendo apenas a solucio basica de sais
proposta por Murashige ¢ Skoog (1962), apresentaram menor taxa de contaminagdo e maior
porcentagem de oxidacao e ou mortalidade. O maior nimero de brotos ocorreu no tratamento 2, isto
¢, contendo apenas 1 mg L' de BAP.

As citocininas como a 6-benzilaminopurina (BAP) promovem a formagdo de brotos e alta
taxa de multiplicagdo em muitos sistemas de micropropagacao, ao passo que a cinetina (CIN) e o
2iP permitem o crescimento normal sem multiplas brotagcdes (Hu & Wang, 1983). As citocininas de
modo geral, promovem a produ¢do de partes aéreas, mas seu excesso pode ser toxico e levar ao
encurtamento dos entrends e a problemas na fase de enraizamento (Leshem et al., 1988). Neste
trabalho, nota-se que a menor concentragao de BAP utilizada promoveu a maior formagao de brotos
e em concentragdes maiores, este resultado ndao foi observado, principalmente quando em
combinac¢do com IBA. Erig et al. (2002) também notaram que a combinagdao de BAP com IBA nao
influenciou o ntimero de brotacdes, enquanto que o uso de BAP isoladamente aumentou a taxa de
multiplicagdo de brotos em amoreira preta. Por outro lado, para George (1996), a associagdo, no
meio de cultura, de BAP e IBA, pode induzir a proliferagdo de partes aéreas, diferente do observado
no presente trabalho.

Skala & Wysokinska (2004), trabalhando com Salvia nemerosa, observaram que a adig¢do de
IBA ndo foi tdo eficiente na produgcdo de brotos, mesmo combinado com BA (benziladenina),
quando comparado com o uso de BA isoladamente.

Pode ser observada a presenga de raizes em plantas de sdlvia cultivadas na presenga da
auxina, sendo que esse regulador vegetal foi determinante para a formacdo de raizes, mesmo que
em baixo nimero. Resultados semelhantes sdo descritos por diversos autores (Couto et al., 2003;
Bosa et al., 2003). Segundo George (1996), a presenca de auxina € necessaria para a inducao do
enraizamento em segmentos caulinares. Plantas que respondem a auséncia de auxina exogena
possuem, presumivelmente, suficientes niveis enddgenos.

Diversos trabalhos mostram a eficiéncia do IBA na indugdo de raizes durante a
micropropagacdo de salvia. Em S. nemerosa, Skala & Wysokinska (2004) obtiveram, apos 4
semanas, 82% de enraizamento usando este regulador vegetal, enquanto que o uso de IAA induziu a
formacgao de 96% de raizes e NAA, 100%. Por outro lado, para Salvia sclarea, Liu et al. (2000) nao
observaram bons resultados para enraizamento usando IAA ou NAA, enquanto que em Salvia
valentina, Cuenca & Amo-Marco (2000) notaram inibicdo da formagdao de brotos e as raizes
produzidas foram pequenas e em niimero reduzido.

Na tabela 3 observa-se também, que explantes cultivados em meio MS basico sem adi¢do de
reguladores vegetais, apresentaram maior alongamento dos brotos em relagdo aos demais

tratamentos. Nota-se que com aumento das concentracdes de BAP houve diminui¢do na altura dos
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brotos, como também relatado por outros autores (Fraguas et al., 2004; Koubouris & Vasilakakis,

2006).

Conclusao

O melhor tempo de assepsia de microestacas de salvia foi de 30 minutos com hipoclorito de
sodio a 20%. Para a proliferagio de brotos, o uso de BAP (1 mg L) foi eficiente. A formagdo de

raizes podem ser induzidas por IBA.
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Resumo: Micropropagacdo de salvia foi obtida através de microestacas, oriundas de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo, em meios contendo BAP e/ou IBA. Aos 30 e 60 dias foram
analisados os teores de fenois totais e flavonodides totais, além da atividade antioxidante (extrato
metandlico), por DPPH. Os resultados mostram que as microestacas cultivadas em meio contendo
BAP e/ou IBA, nas concentragdes e combinagdes utilizadas, ndo induziu aumentos nos teores de
flavonodides totais. Plantas cultivadas em meio contendo BAP mostraram os maiores teores de
fendis totais soluveis. A atividade antioxidante foi maior quando se usou no meio a combinag¢ado dos

dois reguladores vegetais.

Palavras — chave: atividade antioxidante, flavonoides, micropropagagao.

Phenolic compounds and antioxidant activity in Salvia officinalis cultivated in vitro

Abstract: Micropropagation of sage was taken through microcuts, derivated of cultivated seeds in
vitro, in medium with BAP (Benzilaminopurine) and/or IBA (Indol butiric acid). In the 30 and 60
days the total phenol and flavonoids content and antioxidant activity have been analyzed by DPPH
(metanolic extract). The results of biochemical analysis showed that cultivated explants in medium
content BAP and IBA, in the concentration and arrangement used not induced increase in the levels
of total flavonoids in plants cultivated in vitro. Seedless cultivated in medium with BAP showed
the greater phenolic compounds content. The antioxidante activity was greater when the

combination was used in medium with growth regulators.

Key words: antioxidant activity, flavonoids, micropropagation.
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INTRODUCAO

Pesquisas realizadas nos ultimos anos relatam que muitos vegetais apresentam, em sua
constitui¢do, compostos com acdo antioxidante, dentre os quais destacam-se as especiarias,
ingredientes utilizados no preparo de alimentos, na produgdo de farmacos, entre outros. O efeito
antioxidante de diversas plantas foi comprovado e a séalvia foi considerada uma das mais eficazes
(Melo et al., 2003).

A presenca de compostos fendlicos em plantas medicinais vem sendo alvo de muitos estudos
por apresentarem atividade antioxidante (Block et al., 1992). Os compostos fenodlicos sdo
metabolitos secundarios e protegem a planta contra danos oxidativos, infec¢do de patdgenos, entre
outros (Dixon et al., 1989). Fendlicos estdo localizados no vactuolo como fenol-glicosideos e sao
substratos pobres para enzimas oxidativas (Calderdn et al., 1992). Entre os compostos fenolicos,
encontra-se os flavonoides.

Os flavonodides também sdo compostos que tém sua estrutura baseada em 2-fenil-
benzopirano (C¢C;3Cs), sendo representado por varias classes, de acordo com o grau de oxidagao do
anel central. Sdo compostos hidrossoliveis presentes nos vacuolos das células das plantas e
representam o maior grupo de compostos fenolicos vegetais. Mais de 3000 diferentes flavonoides
foram descritos e s3o divididos em vdrias classes, incluindo as amplamente distribuidas
antocianinas, as flavonas e os flavonois (Raven, 2001). Diversas propriedades bioldgicas tém sido
atribuidas aos flavonoides. Estes beneficios sdo explicados pelo seu potencial antioxidante como
quelante de metal ou removedores de radicais livres, como observado por Ross & Kasum em 2002.

Antioxidantes podem agir pelos seguintes mecanismos na peroxidacdo de lipideos:
diminuindo a concentracao de oxigénio, prevenindo a cadeia de iniciagdo através do processo de
remocao de radicais inicializadores, ligacdo catalitica com ions metélicos prevenindo a geragao de
radicais iniciantes e quebra de cadeia para diminuir a continua retirada de hidrogénio por radicais
ativos (Dorman et al., 2003), ou ainda diminuir a atividade de outras enzimas como IAA oxidase
(Mathesius, 2001).

Viérios trabalhos tém demonstrado a atividade antioxidante de algumas plantas, utilizando
diversos métodos. A atividade removedora de radicais de alguns compostos antioxidantes pode ser
avaliada através da reacdo com DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate), que contém radical
livre estavel e tem sido muito usado para avaliar a capacidade de remogdo de radicais através de
reagdes com antioxidantes (Malencic et al., 2000; Zhao et al., 2005).

Para Salvia officinalis tem sido creditado diversos usos medicinais e compostos fenolicos
tém sido identificados por apresentarem atividade antimicrobiana, assim como removedora de

radicais livres (Makaki et al., 1995; Tepe et al., 2005).
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Os compostos fenodlicos presentes em salvia tém sido identificados em diversos trabalhos e
citam-se: acido rosamarinico, acido carnosinico, acido salviandlico e seus derivados carnosol,
rosmanol, epirosmanol, rosmadial e metil-carnosatos (Lu & Foo, 2001), entre outros.

Os metabolitos presentes em salvia estdo sendo identificados e foi verificado que os
compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos na espécie, contribuindo para a atividade
antioxidante. Varios trabalhos descrevem os diferentes compostos (Kosar et al., 2005), porém, o
estudo em plantas cultivadas in vitro ¢ escasso. Além disso, plantas cultivadas dessa forma podem
apresentar variagoes no conteudo devido ao modo de cultivo. Por outro lado, a micropropagagado ¢
uma forma de aumentar a producdo de plantas, independentes de interferéncias do meio. A
propagagao in vitro fornece plantas em qualquer época do ano e ¢ uma importante ferramenta para
estudos bioquimicos.

Apesar das dificuldades no ajuste e desenvolvimento de protocolos para cultura in vitro,
estudos desta natureza sdo relevantes, podendo-se destacar a cultura da salvia, pela sua importancia
econdomica.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a determinagdo os teores de fenois
totais e flavondides totais, além da atividade antioxidante, em plantas de salvia (S. officinalis)

micropropagadas e plantas matrizes oriundas do campo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micropropagagdo, do Departamento
de Quimica e Bioquimica, do Instituto de Biociéncias (IB), UNESP, Botucatu-SP.

Para a realizagdo do experimento utilizou-se plantas oriundas da germinac¢do das sementes
em substrato, constituido por mistura de areia branca fina, esterco de curral e grama seca (1:1:1).

Plantulas com aproximadamente 25 dias e 3 c¢cm, contendo 2 pares de folhas (incluindo as
cotiledonares) foram levadas para o laboratorio de micropropagacao. As plantas formadas,
denominadas explantes, apds assepsia por 3 minutos em alcool 70 % e em hipoclorito de sédio 20%
(solugdo comercial, contendo 2% cloro ativo) por 30 minutos passaram por triplice lavagem em
agua esterelizada (destilada e autoclavada). Apds esse procedimento, foram retirados microestacas,
de aproximadamente 1,0 cm, contendo um par de gemas (explantes) e inoculadas em meios de
cultura, contendo sais minerais proposto por Murashige & Skoog (1962), acrescido de sacarose (3
%), agar (6 %) e diferentes concentragdes e combinagdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) e Acido
Indol-butirico (IBA) (Tabela 1). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,

contendo cinco tratamentos com 50 repeticdes de uma amostra (planta) cada.
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Tabela 1. Combinagdes de diferentes concentracdes de BAP e IBA usadas para inoculagdo de

explantes de sélvia.

TRATAMENTOS CONCENTRAGOES (mg L'1)
Tratamento 1 Testemunha (MS)
Tratamento 2 1,0 BAP

Tratamento 3 1,0 BAP x 0,25 IBA
Tratamento 4 2,0 BAP

Tratamento 5 2,0 BAP x 0,25 IBA

Teor de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados pelo método colorimétrico descrito por Liu et al.
(2002). Amostras de tecido fresco foram maceradas em metanol em temperatura ambiente e
aliquotas colocadas em tubos de ensaio e diluidas com metanol ¢ NaNO, 5%. AICl;.6H,O 10% foi
adicionado e apds 5 minutos, NaOH foi acrescido. A mistura foi bem homogeneizada e a
absorbancia lida imediatamente contra um branco, a 510 nm usando um espectrofotometro UV-Vis.
O teor de flavonodides totais serd determinado em comparacdo com uma curva de referéncia

(quercetina).

Teor de fenois totais

O teor de fendis foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965;
Singleton et al., 1999). A curva de referéncia foi preparada com acido tanico. Para andlise nas
plantas, 1 ml de extrato metanolico foi misturado com reagente de Folin-Ciocalteu e carbonato de
sddio (75 g/L). A absorgio foi lida apds 30 minutos a 20 °C a 765 nm em espectrofotometro UV-
Vis.

Atividade antioxidante (DPPH)

Para avaliar a atividade antioxidante potencial de extratos de salvia, foi medida através do
método descrito por Gyamfi et al. (1999). Aliquotas dos extratos foram misturadas com tampao
Tris-HCI (pH 7,4) e DPPH em metanol. Apds 30 minutos o resultado da absorbancia em 517 nm foi
aplicado para determinac¢ao do CEs ou ICs (porcentagem de inibicao).

Aos 30 e 60 dias da instalacdo do experimento in vitro foram realizadas coletas das
plantas para serem submetidas as andlises bioquimicas de flavonodides, fenois e atividade

antioxidante (DPPH), o mesmo procedimento foi realizado aos 60 dias. Essas andlises também
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foram realizadas em plantas in vivo (planta cultivada em casa de vegetacao) como parametros de
comparacao.

Para cada analise bioquimica utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado contendo
trés repeticdes com uma planta cada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional

SIGMA STAT 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de flavonodides (Tabela 2) pode-se observar que entre os tratamentos da
primeira coleta, assim como da segunda, ocorreu diferenca significativa. Nota-se que o maior teor
de flavonodides foi encontrado na testemunha, tanto aos 30, como aos 60 dias. Plantas cultivadas
com BAP em combinac¢do com IBA, independente da concentracdo usada, apresentaram teores de
flavonoides totais semelhante ao da testemunha aos 30 dias, enquanto que aos 60 dias, essa
semelhanca ndo foi observada. Os resultados mostram ainda que aos 30 dias, as plantas cultivadas
in vitro apresentam maiores teores de flavonoides que aos 60 dias. O uso dos reguladores vegetais
BAP e IBA, nas concentragdes e combinacdes utilizadas, ndo induziu aumentos nos teores de
flavonoides totais em plantas cultivadas in vitro.

Os resultados mostram ainda um outro dado importante, que as plantas cultivadas in
vitro tendem a apresentaram valores maiores de flavonoides totais em relagdo as plantas cultivadas
no campo e que plantas cultivadas in vitro, em meio ausente de reguladres apresentaram o maior
teor de flavonoides, tanto aos 30, como aos 60 dias. Resultados diferentes foram relatados por
Santos-Gomes et al. (2002), os quais notaram que o uso de citocinina (BA ou KIN) ndo promoveu

aumento de flavondides em relacdo as plantas comerciais.

Tabela 2. Teor de flavonoides totais (ug quercetina. g massa fresca) em Sdlvia officinalis L. aos

30 e 60 dias, cultivadas in vitro e no campo.

Coletas Planta Testemunha 1,0 BAP 1,0 BAP 2,0 BAP 2,0 BAP Média

(dias) campo (T1) (T2) X (T4) X
0,25 IBA 0,25 IBA
(T3) (T5)
30 9,31 Ba 28,30 Aa 14,88Ba 18,62ABa 9,22Ba 19,92ABa 16,71

a
60 9,31 Ba 21,19 Aa 5,76 Bb 6,48 Bb 5,37 Ba 2,93 Bb 8,61b

Média 9,31B 24775 A 10,32 B 12,55 B 7,30 B 11,42 B

Letras maitsculas nas linhas e minusculas nas colunas iguais, ndo mostram diferenga significativa (p < 0,05). C.V(%) = 34,71
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Em relagdo ao teor de fendis totais soluveis aos 30 dias de cultivo in vitro, pode-se observar
que os maiores teores foram encontrados na planta do campo (cultivada em casa de vegetacdo) e no
tratamento 5 contendo a maior concentracao de BAP e IBA. Baixos niveis de fenois totais foram
encontrados nos tratamentos contendo a combinagdao de BAP e IBA aos 60 dias de cultivo in vitro.

Nota-se que tantos nos teores de flavondides (Tabela 3), como nos teores de fenois totais, os
teores médios nas coletas foram maiores aos 30 dias, quando comparado com 60 dias. Santos-
Gomes et al. (2003) também observaram que os teores de compostos fendlicos foram inversamente
correlacionados com o crescimento das culturas e interpretaram os resultados como uma
conseqiiéncia da maior demanda de carbono e energia, além do fluxo metabdlico favorecido para
biossintese do metabolismo primario, principalmente biomassa. Os autores também encontraram
aumento nos compostos fenolicos em plantas cultivadas in vitro, comparadas com salvia comercial,
isto &, cultivada no campo. Esses resultados também podem ser verificados neste trabalho quanto ao

teor de flavonodides, mas ndo com os de fenois totais.

Tabela 3. Teor de fenois totais soltiveis (ug 4cido tanico. g™ massa fresca) em Sdlvia officinalis L.

aos 30 e 60 dias, cultivadas in vitro e no campo.

Coletas Planta Testemunha 1,0 BAP 1,0 BAP 2,0 BAP 2,0 BAP Média
(dias) campo (T1) (T2) X (T4) X
0,25 IBA (T3) 0,25 IBA
(T5)

30 583,40 Aa 332,43 Bb 436,22 ABa 537,35 ABa 590,02 Aa 388,18 ABa 477,94 a
60 583,40 Aa 528,06 ABa 584,24 Aa 332,69 Bb 460,33 ABa 331,12Ba 469,97 a

Média 583,38 A 430,25 AB 510,23 AB 435,04 AB 525,18 AB 359,65 B

Letras maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas iguais, ndo mostram diferenga significativa (p < 0,05). C.V(%) = 19,89

O uso da citocinina BAP na produgdo de brotos também pode ter influenciado os pardmetros
analisados. Trabalhos relatam que o tipo e a concentragdo de citocinina interferem no teor de
compostos fendlicos. Santos-Gomes et al. (2002) observaram que o menor teor de compostos
fenolicos foi encontrado em brotacdes de salvia cultivadas em meio contendo 1,5 mg L' de BA,
comparada com KIN em trés concentragdes diferentes (1,5; 2,0 e 4,0 mg L'l)‘ Os autores atribuem
esse efeito ao alto potencial morfogénico das células em presenca de BA, pois promoveu maior
producao de brotagdes. Neste trabalho, o uso de BAP, uma citocinina com ag¢ao semelhante ao BA,
mostrou bons resultados em relagdo aos fendis totais, principalmente na maior concentracio (2 mg
L") e produziu bom nimero de brotagdes (2,99). Em contrapartida, com o uso da menor
concentracio de BAP (1 mg L), as plantas produziram teor de fendis totais semelhante

.« . -1 J . . 3 ;
estatisticamente ao tratamento contendo 2 mg L~ de BAP, porém induziram maior numero de
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brotagdes (4,10), sendo que o uso desta citocinina isolada no meio de cultura, ndo promoveu a
formagao de raizes, encontrado nos tratamentos contendo IBA (média de uma raiz por planta).

O uso de IBA no meio de cultura nao induziu, como esperado, a formacgdo de raizes (média
de 1 raiz por planta cultivada em meio contendo IBA), entretanto, um efeito favoravel sobre o teor
de flavonoides foi observado. Plantas cultivadas em meio contendo IBA mostraram maiores
concentragdes de flavondides, porém nao diferiram significativamente dos demais tratamentos. Em
relagdo aos teores de fendis totais, o uso de IBA no meio também ndo promoveu aumentos desses
compostos.

Geralmente, os compostos fendlicos aumentam a agdo da auxina no enraizamento através da
inibigdo do [AA-oxidase e conseqiientemente, a destrui¢do do IAA (4cido indol-acético) (Padney &
Pathak, 1981). Pelos niveis de compostos fenolicos observados neste trabalho, esperava-se
enraizamento, que ndo ocorreu. De acordo com Trobec et al. (2005), alguns compostos fendlicos
(monofendis e m-difenois) podem agir inibindo o enraizamento por estimular a oxidagdo do [AA ou
promover a descarboxilagdo, enquanto alguns deles ndo mostram efeito regulador no conteudo de
IAA em tecidos vegetais.

Por outro lado, o teor de fendis totais e flavonodides observado neste trabalho em plantas
cultivadas in vitro, podem ser vantajosos, ja que a sua produ¢do pode ser controlada em laboratorio,
dada a facilidade deste controle e acredita-se que esta pode ser uma boa alternativa para producao
de compostos antioxidantes.

A atividade antioxidante (Tabela 4) foi determinada nos microestacas de salvia cultivada in
vitro, aos 30 e 60 dias, além da planta matriz. Nao ocorreu diferenga significativa (p < 0,05) para
coletas e nem para a interagdo entre coletas e tratamentos. Nota-se que plantas cultivadas em meio
contendo a combinacdao de BAP e IBA mostraram as maiores atividades antioxidantes realizadas em
extrato metandlico via DPPH, em comparacdo com os demais tratamentos e ainda, ocorre uma

tendéncia das plantas cultivadas via micropropagacdo apresentarem maior atividade antioxidante.

Tabela 4. Atividade antioxidante (porcentagem) em Sdlvia officinalis L. aos 30 e 60 dias,

cultivadas in vitro e no campo.

Coletas Planta Testemunh 1,0 BAP 1,0 BAP 2,0 BAP 2,0 BAP Médias
(dias) campo a (T2) X (T4) X
(T1) 0,25 IBA (T3) 0,25 IBA (T5)
30 85.46 a 111.37 a 104.39 a 112.09 a 108.76 a 129.81 a 108.65 a
60 85.46 a 106.23 a 79.82 a 141.88 a 13145 a 135.24 a 113.35a

Médias 85.46B 108.80 AB 92.11 AB 126.99 AB 120.11 AB 132.52 A

Letras maitsculas nas linhas e mintisculas nas colunas iguais, ndo mostram diferenga significativa (p < 0,05). CV =21.80%
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A atividade antioxidante pode ser tomada como uma propriedade da célula em remover
radicais livres formados por processos oxidantes, formando as ROS (espécies reativas de oxigénio),
que sdao moléculas quimicamente reativas derivadas de oxigénio e ha evidéncias que o acamulo de
ROS nos sistemas biologicos causa danos oxidativos para o tecido, afetando a integridade e fungao
das células (Zhao et al., 2005). Antioxidantes sdo compostos que inibem ou atrasam a oxidacao de
outras moléculas pela inibicdo da iniciacdo ou propagagdo da cadeia de rea¢do de oxidagdo e
diversas moléculas podem ser consideradas antioxidantes, como a vitamina C, carotendides, fendis
e flavonoides (Larson, 1988; Tepe et al., 2007).

Assim, neste trabalho a atividade antioxidante encontrada pode ser devida aos compostos
analisados, mas principalmente aos fendis totais, ja que diversos autores descrevem como o acido
rosmarinico (composto fendlico) como o principal agente antioxidante encontrado em salvia
(Santos-Gomes et al., 2002; Tepe et al., 2007) e a interelagdo entre atividade antioxidante de
extratos vegetais e contetido de fenois tem sido previamente relatada (Maillard & Berset, 1995).

De acordo com Lamaison et al. (1990), algumas espécies do género Salvia mostraram
significante atividade antioxidante em extratos hidroalcélicos com DPPH, tais como .
lavandulifolia (ICso 80 ug mL™), S. officinalis (ICso 41 pg mL™), S. sclarea (ICsy 45 pg mL™) e S.
triloba (ICso 50 pg mL™). Malencinc et al. (2000) verificou que S. reflexa apresentou indice
superior (ICso 106,20 pg mL™). Neste trabalho nota-se que o ICsq encontrado foi muito proximo ou
superior ao descrito na literatura, dependendo dos tratamentos utilizados.

O uso da combinacao de 2 mg L'!'de BAP e 0,25 mg L' de IBA, induziu valores de ICso em
torno de 132 pg mL™ de extrato, resultado superior ao encontrado na literatura, enquanto que nos
demais tratamentos as plantas mostraram valores proximos aos citados na literatura, sendo algumas
vezes superior, sugerindo que possivelmente, as plantas produzidas via micropropaga¢do possam
apresentar niveis superiores de compostos antioxidantes, tais como fendis, como descrito por
Santos-Gomes et al. (2003).

Os resultados mostram que as plantas de salvia cultivadas in vifro mantém a habilidade de
produzir fendis totais e flavonoides totais, conseqiientemente, sua atividade antioxidante. Assim, a
cultura de tecidos de Salvia officinalis ¢ um bom sistema para estudar compostos antioxidantes, tais

como compostos fendlicos.
CONCLUSAO

Microestacas cultivadas em meio contendo BAP e/ou IBA, nas concentragdes ¢

combinagdes utilizadas, ndo induziu aumentos nos teores de flavondides totais em plantas
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cultivadas in vitro. Na combinacdo dos dois reguladores ocorre maior atividade antioxidante.

Plantas cultivadas em meio contendo BAP contem maiores teores de fenois totais soluveis.
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Com base nos resultados, pode-se observar que alguns dos objetivos foram alcangados. E
necessario ressaltar que para alcancar os objetivos foi preciso adaptar algumas das metodologia
utilizadas, como por exemplo, o proprio protocolo da planta (Salvia officinalis), e as metodologias
de Fenois Totais e DPPH as quais exigiam material seco.

Como um dos objetivos era a germinagdo in vitro € esta ndo ocorreu, utilizou-se outras
fontes de explantes (microestacas), onde obteve-se baixa taxa de sobrevivéncia para producdo
massal, mas que foi eficiente para a finalidade de testar combina¢des de concentracdes de
reguladores vegetais no meio de cultivo, promovendo assim a multiplicagao.

Através das andlises bioquimicas foi possivel comprovar que em salvia in vitro ocorre
aumento nos teores de flavonoides e teores de fendis totais assim como na atividade antioxidante se

comparadas com plantas cultivadas em casa de vegetacgdo.
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