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RESUMO

SOUZA, Marco Andre Alves de. Expressio Génica relacionada a Producio de Oleo
Essencial e Avaliacao do Metabolismo de Mentha arvensis Sob Diferentes Condicoes de
Cultivo. 2010. 106f. Tese (Doutorado em Quimica, Quimica Agricola). Instituto de Ciéncias
Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2010.

O cultivo de espécies aromadticas para a obtencdo de 6leos essenciais tem grande importancia
econdmica, principalmente, pela crescente demanda nas indistrias de alimentos, de
cosméticos e a farmacéutica. O Brasil é o maior produtor de dleo essencial, entretanto, € o que
menos arrecada em valores monetdrios, pois, sua producdo é basicamente de 6leo essencial de
laranja, com baixo valor agregado. O 6leo essencial de Mentha arvensis L. é rico em mentol
(70-80%), uma dos produtos naturais com maior demanda no dia-a-dia do homem moderno.
Atualmente, o Brasil tornou-se um grande importador de mentol o que tem contribuido
negativamente para a balanca comercial brasileira. Deste modo, para o desenvolvimento deste
trabalho escolheu-se a planta M. arvensis. O objetivo do estudo foi avaliar se variagdes nas
intensidades luminosas e diferentes concentracdes de fésforo promovem alteracdes na
producdo de biomassa e em aspectos nutricionais, com reflexos na biossintese de Oleos
essenciais. Também foi avaliada a influéncia da idade da folha sobre a qualidade do dleo
essencial. Com esta finalidade, a planta de M. arvensis foi cultivada sob o efeito de diferentes
condicdes, o que permitiu a andlise dos teores das fragdes soluveis, dos pigmentos
fotossintéticos, das atividades das enzimas relacionadas com a assimila¢do do nitrogénio e o
estudo histoquimico e anatdmico dos tricomas secretores, estrutura morfologica onde é
produzido o 6leo essencial. Também foram realizadas analises da expressdo dos genes
relacionados com a rota de sintese do mentol. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagio
em Clevenger modificado e as analises quimicas das substincias realizadas por CG/EM. A
utilizacdo do indice de Kovats auxiliou na identificcdo das principais substancias no dleo
essencial. Os resultados permitiram concluir que a qualidade do 6leo essencial é determinada
pelas condicdes fisioldgicas e a idade das folhas e que a produgdo é dependente da eficiéncia
de sintese e a densidade de tricomas secretores nas folhas. Além disso, foi constatado que as
diferentes concentracdes de fosforo afetaram alguns aspectos do metabolismo vegetal, os
quais refletiram na produgdo de biomassa, nas fracdes soldveis, com conseqiiéncias na
producdo e qualidade dos dleos essenciais. Também, mostraram que variagdes nos niveis de
luminosidade afetaram a expressdo de seis entre os oito genes envolvidos com a rota de
sintese do mentol, em plantas de M. arvensis e que as alteracdes na expressdao dos genes
provavelmente estdo associados a um fator de transcri¢do, o qual deve estar atuando sobre
toda a rota metabdlica.

Palavras-chave: Mentha arvensis, 6leos essencial, sistema hidropdnico, tricomas secretores,
expressao génica.
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ABSTRACT

SOUZA, Marco Andre Alves. Gene expression related to Production of Essential Oil and
Evaluation of Mentha arvensis Metabolism Under Different Conditions of Cultivation. 2010.
106f. Thesis (Ph.D. in Chemistry, Agricultural Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2010.

The cultivation of aromatic specimens for obtaining essential oils have great economic
importance, mainly by increasing demand in the food, cosmetic and pharmaceutical industry.
Brazil is the largest producer of essential oil, however, is what earns less in money value,
because, its production is mainly of orange essential oil, with low added value. The essential
oil of M. arvensis is rich in menthol (70-80%), a natural products with higher demand in daily
life of modern man. Currently, Brazil has become a major importer of menthol which has
contributed negatively to the brazilian trade balance. Thus, for the development of this work
was chosen to be a specimens of economic interest and social demand, the Mentha arvensis.
The purpose of study was to evaluate whether changes in light intensities and different levels
of phosphorus promote changes in biomass production and nutrition, with consequences for
the biosynthesis of essential oils. We also analyzed the influence of leaf age on the quality of
essential oil. To this end, the plant of M. arvensis was grown under the effect of different
conditions, which allowed the analysis of the levels of soluble fractions, of photosynthetic
pigments, the activities of enzymes related to nitrogen assimilation and the anatomical and
histochemical study of trichomes, morphological structure where it is produce the essential
oil. The study also included analysis of the expression of genes related to the route of menthol
synthesis. The essential oil was obtained by extraction with hydrodestillation in modified
Clevenger and the chemical analysis of substances obtained by GC-MS. The Kovats index
was used to collaborate in identification of the main substances in essential oil. The results
showed that the essential oil quality is determined by physiological conditions and leaf age
and that the production is dependent on the synthesis efficiency and density of trichomes on
the leaves. In addition, it was found that different concentrations of phosphorus affected some
aspects of plant metabolism, which reflected the production of biomass in the soluble fraction,
with consequences on production and quality of essential oils. Also showed that variations in
light levels affected the expression of six of the eight genes involved in the route of synthesis
of menthol, in plants of M. arvensis and that changes in gene expression are probably
associated with a transcription factor, which could be acting on the whole pathway. All of this
information showed that environmental conditions and / or nutritional affected some aspects
of plant metabolism, which reflected the production of biomass, of trichomes and on the
expression of genes related to the route of menthol, which reflect on the quality and the
production of essential oils.

Keywords: Mentha arvensis, essential oils, hydroponic system, secretors trichomes, gene
expression.
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3PGA 3-fosfoglicerato (3-phosphoglycerate)

ATP Adenosina trifosfato

C+X Carotenos + xantofilas

CG/EM Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
Cla,Clb Clorofilasaeb

CoA Coenzima A

DMAP  Dimetilalil pirofosfato (Dimethylallyl pyrophosphate)

DNA Acido desoxiribonucleico (Deoxyribonucleic acid)

DOXP  Desoxi-D-xilulose 5-fosfato (Deoxy-D-xylulose 5-phosphate)
E4P Eritrose 4-fosfato (Erythrose 4-phosphate)

FPP Farnesil pirofosfato (farnesyl pyrophosphate)

FSII Fotossistema II

GA3P Gliceraldeido 3-fosfato (Glyceraldehyde 3-phosphate)
GDH Glutamato desidrogenase

GGPP Geranilgeranil pirofosfato (geranylgeranyl pyrophosphate)
Gli Glicose

GOGAT Glutamato sintase

GPP Geranil pirofosfato (geranyl pyrophosphate)

GS Glutamina sintetase

Hepes Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico
IAC Intituto Agrondmico de Campinas

IPP Isopentenil pirofosfato (Isopentenyl pyrophosphate)
m/z Razio massa/carga

N Nitrogénio

NADH  Nicotinamida adenina dinucleotideo (nicotinamide adenine dinucleotide )
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

NPK Adubo contendo Nitrogénio, Fosforo e Potéssio.

NR Nitrato redutase

OPPP Via oxidativa das pentose-fosfato (oxidative pentose-phosphate pathway)
P Fésforo (Phosphorus)

PCR Reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)

PEP Fosfoenolpiruvato (phosphoenolpyruvate)

Pir Piruvato

PMSF Metosulfato de fenazina (phenazine methosulfate)
PVP Polivinilpirrolidona

PVPP Polivinilpolipirrolidona

RNA Acido ribonucléico (Ribonucleic acid)

Sac Sacarose

TNG Tricoma ndo glandular
TSC Tricoma secretor capitado
TSP Tricoma secretor peltado
uv Radiacdo ultra violeta

XAD-4  Resina polimérica hidrofébica
a-KG alfa-cetotoglutarato (alpha-ketoglutarate)
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais, no transcorrer da historia, foram fundamentais e assumiram
importante valor para a humanidade, principalmente, na medicina e na culindria. Atualmente,
os Oleos essenciais estdo presentes em nossas vidas com maior intensidade, pois seus
componentes possuem grande demanda na industria de cosméticos, alimentos, perfumaria e
quimica fina (McGARVEY e CROTEAU, 1995; SANGWAN et al., 2001; SHARMA et al.,
2003; KOTHARI, 2005; BIZZO et al., 2009).

Entre os diversos tipos de 6leos essenciais utilizados, os produzidos pelo género
Mentha sdo os mais requisitados, principalmente, o de Mentha arvensis L. (menta japonesa,
vique), que possui como principal componente o mentol (SHANKER et al., 1999).
Dificilmente, o homem moderno nao faz uso do éleo essencial de Mentha arvensis ou de seus
derivados, pois, diversos produtos artesanais e industriais utilizam-no na sua formulacio
(SHARMA et al., 2003; CROTEAU et al., 2005; GARLET et al., 2007).

Em fun¢do da grande demanda, a producdo de 6leo essencial de M. arvensis € a
segunda maior do mundo (18.000 Mg.ano'l), perdendo apenas para o de laranja (50.000
Mg.ano'), no qual o 6leo essencial é apenas um subproduto da industria de suco
(SANGANERIA, 2005).

O Brasil é o maior produtor de 6leo essencial (42.000 Mg.ano™), seguido pelos EUA
(21.500 Mg.ano'l) e India (16.000 Mg.ano"l), entretanto, ¢ o que menos arrecada em valores
monetarios, pois, movimenta apenas U$ 70 milhdes por ano, sendo os EUA e a India os paises
que mais faturam com este mercado, com 240 e 195 milhdes de dodlares anuais,
respectivamente (KOTHARI, 2005).

O contraste entre a produgdo e a arrecadacdo brasileira justifica-se no fato do Brasil
produzir pouco 6leo essencial com valor agregado, como por exemplo, o de M. arvensis
(GARLET et al., 2007; BIZZO et al., 2009) Estes fatos tém forte influéncia na balanca
comercial brasileira, tornando o Brasil nos dltimos quatro anos um grande importador de
mentol, o que t€m contribuido negativamente em cerca de 10 milhdes de doélares por ano
(KOTHARI, 2005).

Substituir os tradicionais centros produtores no periodo da segunda guerra mundial
proporcionou ao Brasil aumentar a produgéo de 6leo essencial de M. arvensis, tornando-o, na
década de 70, o principal produtor mundial (BIZZO et al., 2009). Entretanto, o uso extensivo
das areas produtoras, problemas fitossanitarios, entre outros, conduziram os produtores rurais
a substituirem as lavouras de M. arvensis por outras culturas de menor exigéncias nutricionais
e tratos culturais (MAIA, 1998). Em funcdo destes fatos, atualmente, o Brasil é o terceiro
maior produtor de o6leo essencial de M. arvensis, perdendo para India e China
(SRIVASTAVA et al., 2002).

A composicdo quimica do 6leo essencial é constituida em sua grande maioria por
fenilpropanoides e terpenoides, dos quais os monoterpenos, geralmente, sio 0S mais
abundantes (SANGWAN er al., 2001). Nas plantas de M. arvensis 0os monoterpenos
representam aproximadamente 90% do 6leo essencial, sendo que o percentual de mentol pode
variar entre 70 e 95% (SHANKER et al., 1999; SRIVASTAVA et al., 2002).

A biossintese do dleo essencial nas plantas de M. arvensis ocorre exclusivamente nas
células secretoras dos tricomas secretores capitado e peltado, isto porque, somente nestas
células os genes envolvidos com a sintese do mentol s@o expressos, tornando este um local
unico, onde todas as reagdes bioquimicas de interesse ocorrem (SHANKER et al., 1999;
SHARMA et al., 2003; CROTEAU et al., 2005).

Aumentar a concentragd@o de tricomas secretores nas folhas de M. arvensis e ampliar a
expressdo dos genes envolvidos com a sintese dos 6leos essenciais pode ser uma excelente
estratégia para melhorar a produtividade desta planta, pois, o teor médio (%) encontrado nas
suas folhas estd entorno de 1,5% (massa seca), o que ndo é muito se comparado com outras
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espécies do género (DESCHAMPS, et al., 2006). Contudo ndo existem linhas de pesquisa no
Brasil que priorizem a geragdo de conhecimento bésico sobre os aspectos biomoleculares
envolvidos com 6leos essenciais. Geralmente, os trabalhos se limitam a avaliar a producio e a
qualidade dos 6leos essenciais obtidos, sem entretanto, estudar o metabolismo envolvido.

Recentes estudos protedmicos e gendmicos possibilitaram compreender como 0s
organismos respondem aos estimulos enddgenos e exdgenos, conduzindo as pesquisas para a
melhoria dos caracteres gerais de interesse. Atualmente, as caracteristicas indesejaveis
(silenciadas) e as desejaveis (superexpressas) permitem a producdo em grande escala e com
menor custo de vdrias substancias de origem vegetal ou animal (LIMA, 2001; VAZ et al.,
2007/08). O mesmo pensamento aplicado as plantas cultivadas possibilitou a geracdo de
espécies melhoradas geneticamente (REACH, 2007/08).

SHARMA et al. (2003) relataram que apenas um gene pode estar envolvido com a
diferenciagdo entre os diferentes tipos detricomas. Deste modo, alterar a expressdo deste gene
tornaria possivel aumentar a concentracdo de tricomas secretores nas folhas.

Depois de extensivos estudos CROTEAU et al. (2005) chegaram a conclusdo de que
certamente apds a sintese do 6leo essencial, muito pouco é perdido por volatilizagdo ou
oxidacdo, ao contrdrio, eles observaram que as alteracdes na producdo e qualidade do dleo
essencial de M. piperita eram controlados pela abundancia das enzimas envolvidas com a
sintese destas substincias, as quais eram controladas ao nivel transcricional.

No ano de 2001, o grupo de pesquisa liderado por Croteau desenvolveu plantas de M.
piperita superexpressando o gene dxr, e obtiveram 40% de aumento na producdo do dleo
essencial. Dois anos apds, diminuiram os percentuais de pulegona e mentofurano, produtos
indesejaveis no Oleo essencial de M. piperita, ao superexpressarem o RNA-antisenso para o
gene da mentofurano sintase. No ano seguinte, publicaram resultados, com a mesma planta,
mostrando aumento nos teores de limoneno de 2% para 75%, apds suprimirem a expressao do
gene da limoneno-3-hidroxilase (MAHMOUD e CROTEAU, 2001, 2003 e MAHMOUD et
al., 2004).

O objetivo do estudo foi avaliar se variagdes nas intensidades luminosas e diferentes
concentracdoes de fésforo promovem alteracdes na produgcdo de biomassa e em aspectos
nutricionais, com reflexos na biossintese de Oleos essenciais. Também foi avaliada a
influéncia da idade da folha sobre a qualidade do dleo essencial. Com esta finalidade, a planta
de M. arvensis foi cultivada sob o efeito de diferentes condi¢des, o que permitiu a andlise dos
teores das fracdes soliveis, dos pigmentos fotossintéticos, das atividades das enzimas
relacionadas com a assimilacio do nitrogénio, o estudo histoquimico e anatomico dos
tricomas secretores e a analise CG/EM dos dleos essenciais. Também foram realizadas
analises da expressdo dos genes relacionados com a rota de sintese do mentol.

Portanto, dentro do contexto deste estudo, deve-se destacar como de grande
importancia a geracdo de conhecimentos que pode ser extrapoladas ou utilizadas como
modelo ao estudo de outras plantas aromadticas, assim como o objetivo de se incrementar a
producdo e controlar a qualidade das substincias produzidas pelas plantas arométicas.

O estudo dos mecanismos envolvidos nesses processos ¢ um campo da pesquisa que
apresenta um interesse crescente. Principalmente, porque os governos tém estimulado a
utilizacdo de fitoterdpicos na satide publica (BRASIL, 2006). Além disso, os 6leos essenciais
possuem larga aplicacdo na producdo de fitoterdpicos. E a biotecnologia como ferramenta
para o estudo em bioquimica, tem muito a oferecer para o aumento da eficiéncia na producio
de dleo essencial, em plantas aromaticas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais: Aspectos Culturais, Sociais e Econdomicos.

As plantas, especialmente as medicinais, sdo os maiores aliados do homen na luta
contra diferentes males (PATWARDHAN, 2005), desde uma simples dor de cabeca, ao mais
complexo como o céncer. Esta relacdo entre 0 homem e as plantas se confunde com a prépria
histéria da humanidade, onde por necessidade, o homem encontrou nas plantas a resposta aos
seus problemas de satide (PHILLIPSON, 2001).

Apanhados histéricos, encontrados em placas de barro babil6nicas contendo
ilustracdes para tratamentos médicos com ervas, apontam plantas sendo utilizadas como
fitoterapicos ha 3.000 anos antes de Cristo. Outros achados histéricos, na mesma época,
registram importacdes de ervas entre diferentes cidades. Entre os anos de 3.000 e 2.000 antes
de Cristo foram encontrados registros de que comunidades na China, Assiria, Egito e India
utilizavam-se de misturas medicinais com ervas (tidas como magicas) para o tratamento de
enfermidades. Por volta de 1550 anos antes de Cristo foram encontrados escritos egipcios
com receitas médicas e anotacdes sobre a utilizacdo aromdtica e cosmética das ervas
(ALMEIDA, 1993; PHILLIPSON, 2001; CUNHA, 2005).

Desde entdo, o homem vem buscando nas plantas uma resposta eficiente para
diferentes problemas de saide e, com ferramentas cada vez mais modernas e competentes,
esta busca tem se ampliado e resultados positivos tém sido encontrados (MATOS, 1998).

Diversos trabalhos cientificos vém confirmando a eficiéncia da fitoterapia no combate
a diferentes enfermidades e moléstias, bem como na recuperacdo da homeostase ou na
supressdo de sintomas, tais como: problemas associados ao trato digestivo (BLUMENTHAL,
1998; LAWRENCE, 1992), as vias respiratérias (BLUMENTHAL, 1998;), ao sistema
nervoso central e periférico (PHILLIPSON, 1999), problemas associados ao sistema
circulatério (HASLAM, 1996; KELLY & SMITH, 1996; DESTRO er al., 2006), ao sistema
enddcrino (BALDWIN et al., 1986), problemas de pele e mucosas (TYLER; 1994), também
doencas causadas por fatores externos, como infec¢des por diferentes patégenos (AYRES &
LOIKE, 1990; SCALBERT, 1991; OKUDA et al., 1993). Além desse relatos, também, sdo
utilizados para amenizar alguns sintomas decorrentes das enfermidades, tais como: dores pelo
corpo ou em alguns Orgdos, febre, fadiga, inflamacgdo, entre outros (BARATA et al., 1978;
MACRAE & TOWERS, 1984).

A possibilidade de se encontrar um novo medicamento, um modelo estrutural para a
sintese de novos compostos ou simplesmente a demanda pela utilizagdo de um fitoterdpico,
tem justificado investimentos de milhdes de doélares por todo o mundo em pesquisas com
plantas medicinais (NEVES, 2001 e MARTINS, 2000).

Para o tratamento de algumas enfermidades utiliza-se exclusivamente produtos ou
derivados extraidos de plantas, como por exemplo, as substancias semi-sintéticas vinorrelbina
e vindesina e as ndo sintéticas vincristina e vimblastina (Figura 1), que s@o extraidas da vinca
e utilizadas na quimioterapia para o tratamento de cinceres de pulmdo, mama e sangue
(ANELL, et al., 2001; FACCHINI 2001; HASHIMOTO e YAMADA, 1994).

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) é outro grave problema que afeta grande
parte da populagdo no mundo e seu tratamento € resolvido, em 90% dos casos, com digoxina
e digitoxina (Figura 1), que s@o heterosideos cardioativos extraidos, principalmente, de
algumas plantas do género Digitalis (DOHERTY e KANE, 1975).

As empresas farmacéuticas, na maioria dos casos, ndo esperam somente descobrir
novos compostos de uso terapéutico. Elas procuram, também, modelos na natureza, que
possam ser utilizados como ponto de partida para o desenho de novas drogas sintéticas
(SANDIS et al., 2000).



Algumas substancias extraidas das plantas, que possuem alta eficiéncia no controle de
algumas enfermidades, podem custar mil délares o miligrama comercializado. O alto custo
inerente ao principio ativo pode estar relacionado ao fato de serem encontrados em
pequenissimas quantidades nas plantas, serem de dificil sintese ou ambos os casos. Por
exemplo, o caso do paclitaxel (Taxol®) que foi considerado como o antitumoral mais
promissor nos tltimos 20 anos (Figura 1). Esta substancia foi extraida das cascas do tronco de
Taxus brevifolia (100 a 300 mg.kg™) que leva entre 60 e 100 anos para poder ser explorada
comercialmente, sua sintese é muito dificil porque esta substancia ¢ uma molécula complexa
com 11 centros quirais, tornando sua sintese invidvel comercialmente (SCHENKEL et al.,
2001).

Paclitaxel (Taxol®) Vinorrelbina

Vimblastina (R = CH3 e X = OCH3)
Vincristina (R = CHO e X = OCH3)
Vindesina (R =CHze X=NH,)

Digoxina (R = OH)
Digitoxina (R = H)

Figura 1. Estrutura quimica de algumas substincias naturais e semi-sintéticas utilizadas como
medicamento.

Quando a extracdo de um produto natural ou sua sintese nao € vidvel do ponto de vista
ecolégico e econdmico, outras alternativas devem ser pesquisadas. A biotecnologia tem se
mostrado uma promissora ferramenta na solucdo desses problemas. Através de cultura de
tecidos e organismos geneticamente modificados, diversas substancias estdo sendo
produzidas, como alcaldides, ubiquinonas, inclusive o paclitaxel (HEZARI e CROTEAU,
1997; JHA et al., 1998; SERAFINE e CASSEL, 2001).

Em vista do potencial farmac€utico que se encontra por traz das plantas, ou melhor,
dentro delas, uma enorme porta de oportunidades se abre para a industria quimica e
farmacéutica; que por sua vez nido tem medido esforcos na busca de novas moléculas com
atividade medicinal.



Em fungdo deste macico investimento, a maioria dos medicamentos que estio no
mercado, origina-se de produtos naturais, em especial, de plantas. Entre as 20 drogas mais
vendidas nos EUA em 1988, apenas sete ndo derivavam diretamente de produtos naturais.
Ainda assim estes participaram em algum momento da histéria farmacoldgica dessa droga
(FERREIRA, 2004).

A participagdo do Brasil no mercado internacional de plantas medicinais também é
bastante expressiva. Segundo dados da Carteira de Comércio Exterior, o Brasil exportou no
ano de 1984 um valor estimado de US$ 20 milhdes em produtos naturais obtidos de plantas
(NEVES, 2001).

Em contrapartida um outro setor, ndo menos lucrativo, estd ressurgindo com forca
total: o mercado de fitoterdpicos. Adotando uma postura mais natural, este mercado
comercializa os produtos de origem vegetal submetidos, a uma menor agdo dos processos
quimicos e bioquimicos, o que geralmente ocorre no processo de obtengdo de moléculas
isoladas e purificadas. Os fitoterdpicos sdo comercializados na forma de folhas verdes ou
secas (trituradas ou nao), infusos, tinturas, ou também, como medicamento através de formas
farmacéuticas (SONAGLIO et al.,2001).

Do processo de pesquisa e desenvolvimento até a comercializacdio de um
medicamento, os fitoterdpicos podem proporcionar uma economia superior a 10 vezes o que
se gasta para produzir um medicamento convencional (alopdtico), isto significa muito, quando
se trata de satde publica (FERREIRA, 1998; NEVES, 2001; SOUZA e MIRANDA, 2003).

Pensando nisto, a Organizac¢do das Nag¢des Unidas (ONU) e a organizacdo Mundial de
Satide (OMS) tém incentivado a pesquisa e a utilizag@o de fitoterdpicos nos postos de saude e
hospitais publicos por todo o mundo (BRASIL, 2006a). No Brasil esta experiéncia tem sido
bem aproveitada e tem se tornado um modelo para outros paises.

Como o Brasil se encontra entre os 10 maiores mercados farmacéuticos do mundo e
possui a maior biodiversidade do planeta, faltavam alguns esfor¢cos a fim de assegurar regras
legais para garantir produtos fitoterdpicos eficientes, seguros e de qualidade. Entdo, a partir de
1996 o Ministério de Sadde reuniu um grupo de peritos para avaliar os requisitos legais
necessdrios para se construir uma legislagdio moderna sobre o assunto (PETROVICK et al.,
1999).

Atualmente o governo brasileiro através do decreto 5813 de 22/06/2006 aprovou a
politica nacional de plantas medicinais e fitoterdpicos, criando um Grupo de Trabalho para
elaborar, no prazo de cento e vinte dias, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (BRASIL, 2006b). Entretanto alguns estados e municipios do Brasil tomaram a
iniciativa e criaram seus programas especiais de apoio a producdo de plantas medicinais e a
inclusdo de fitoterdpicos nos programas de saide publica (MATOS, 1998; BRASIL, 1997;
BRASIL, 2004; BRASIL, 2005).

Estes acontecimentos vém impulsionando o aumento na demanda por medicamentos
fitoterapicos, em contrapartida deve existir, também, incentivos publicos para promover
estudos e pesquisas que permitam a geracdo de fitoterdpicos eficientes, seguros e de
qualidade.

Recentemente, o estudo das plantas medicinais e aromaticas estd sendo abordado
também sob o enfoque agricola, servindo como alternativa para pequenos, médios e grandes
produtores (MARTINS, 2000). Como resultado, pode-se esperar melhoria na qualidade dos
produtos fitoterdpicos.

Entretanto, hd um problema, pois, a producdo de metabdlitos especiais é o resultado de
complexas interacdes entre biossintese, transporte, estocagem e degradacdo, sendo cada um
desses processos governado por genes e, portanto, influenciado por trés fatores principais:
hereditariedade, estigio de desenvolvimento e ambiente (SANTOS, 2001; DREW e
DEMAIN, 1977).



Alguns desses fatores podem ser controlados com certa facilidade, como a
hereditariedade, através da producdo de mudas clonais ou sementes com conhecida pureza
genética. Outro fator que pode ser controlado sem problemas € o estidgio de desenvolvimento,
pois através de estudos pode-se determinar o momento ideal para se realizar a coleta da planta
e assim obter melhor producdo. Entretanto, o fator ambiente nem sempre pode ser controlado,
principalmente em grandes areas.

As vias metabdlicas que produzem os compostos bioativos (metabolismo especial) sdo
vias complexas e que, em geral, ndo apresentam uma atividade linear em todas as condi¢des
ambientais (LIMA et al., 2003). Isto se deve ao fato de serem uma ferramenta de defesa as
adversidades do ambiente onde estdo sobrevivendo (VINING, 1990).

Portanto, para se elaborar um medicamento fitoterapico, deve-se obrigatoriamente
estudar a planta e compreender os mecanismos bioquimicos envolvidos na produgdo dos
metabdlitos especiais e suas relagdes com o ambiente, entender os fatores que controlam essa
vias metabdlicas, para que dessa forma, se possa atender as exigéncias legais, para a produgio
de um medicamento fitoterdpico adequado.

2.2 Metabolismo Vegetal

E denominado metabolismo o conjunto de rea¢des quimicas que continuamente estio
ocorrendo em cada célula. A presenca de enzimas especificas garante a direcdo dessas
reacdes, estabelecendo o que se denomina de rotas metabdlicas. Os produtos intermedidrios,
quando formados, s@o disputados por outros caminhos metabdlicos, estabelecendo uma rede
de informagdes quimicas que continuamente estdo ativando e inibindo a atividade ou
expressdo de genes que, por sua vez, codificam as enzimas responsdveis pela manutencdo
dessas vias (Figura 2).
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Figura 2. Rotas ou vias metabélicas. A esquerda, a possibilidade de competicio pelo substrato

intermedidrio. A direita, a possibilidade da regulagdo via Feedback ou pelo controle da expressdo
génica (adaptado de MOYNA e MENENDEZ, 2001).



2.2.1 Metabolismo primario

As plantas possuem um metabolismo geral comum a todas as outras espécies e que por
isso recebe o nome de “metabolismo primdrio”. Faz parte deste, a sintese de compostos
essenciais para a sobrevivéncia das espécies vegetais, tais como: agucares, aminodcidos,
dcidos graxos, nucleotideos e seus polimeros derivados. Contudo, para a sintese destes
compostos, sa0 necessarios nutrientes, dgua e luz provenientes do meio.

Segundo SANTOS (2001) a teoria evolucionista explica porque o metabolismo bésico
€ muito semelhante entre os vegetais. De acordo com essa teoria, todos os seres vivos derivam
de um precursor comum, do qual conservam algumas caracteristicas. E por isso que as suas
principais macromoléculas sdo as mesmas.

Pode-se dizer que nas células existem quatro tipos de pequenas moléculas orgénicas
(agudcares, dcidos graxos, aminodcidos e nucleotideos), as quais dardo origem as principais
macromoléculas da célula (carboidratos, lipideos, proteinas e os 4cidos nucléicos), que por
sua vez, participam da formacgao de estruturas complexas como: a parede celular, a membrana
plasmatica, as enzimas e o DNA, responsaveis por func¢des distintas nas células (SANTOS,
2001).

Além disso, s@o as rotas metabdlicas primdrias, como o ciclo de Calvin-Benson, a via
glicolitica e o ciclo de Krebs, onde estdo presentes os produtos intermedidrios: gliceraldeido
3-fosfato, fosfoenolpiruvato, a-cetoglutarato, aspartato e acetil-CoA, que sdo os precursores
das principais vias do metabolismo especial (SHAH e ROGERS, 1964)

Nos seres vivos, os eventos bioldgicos, quase que na sua totalidade, acontecem para
permitir que o objetivo principal da vida ocorra a perpetuacio das espécies. Neste sentido, nas
plantas, varias sdo as metas a serem alcancadas passando pela captagdo de energia luminosa
até a fase reprodutiva.

Na Figura 3, pode-se observar que a biossintese de metabdlitos primdrios estd
relacionada a uma série de eventos que ocorrem sucessivamente ou ao mesmo tempo, desde a
captacdo de energia luminosa, na membrana dos tilacéides (fotossintese), até a replicacdo
génica, no nucleo da célula. Portanto, € através do metabolismo primario que dia ap6s dia as
plantas trabalham sua sobrevivéncia, de forma, a garantir estruturalmente a permanéncia de
sua descendéncia no ambiente.

Captagéao
/ de energia \
Construcdes Perpetuacgao
de componentes da informacao
celulares genética
BIOSSINTESE
DE METABOLITOS
PRIMARIOS
Armazenamento Utilizagao
de energia da energia

\A Catalise /

e transformacoes
quimicas

Figura 3. Biossintese de metabdlitos primérios e sua relagdo com os eventos que ocorrem com a
planta.



2.2.2 Metabolismo especial

Além das substancias provenientes do metabolismo primadrio, diferentes compostos
sdo produzidos em pequenas quantidades, através do metabolismo secundirio ou especial
(GOTTLIEB et al., 1996). E através dos metabdlitos especiais que a planta responde aos
diferentes fatores ambientais, sejam eles fisicos ou bioldgicos, permitindo comunicar-se e
interagir com diferentes organismos, atraindo ou repelindo, sustentando ou destruindo
(MARTINS et al.,1995; MARASCHIN e VEPOORTE, 1999).

Na realidade, os metabdlitos especiais sdo responsdveis pela interface ambiente-planta.
Portanto, é através do metabolismo especial que a planta responde aos estimulos externos e
internos, como por exemplo, uma maior producdo de substincias voldteis no periodo do
florescimento, para atrair os insetos polinizadores, assim como a producio de substancias
amargas para inibir a herbivoria.

Diferentes substincias quimicas podem ser produzidas durante toda a vida do vegetal,
em determinadas épocas e/ou em determinado instante. Elas podem ser uma resposta
especifica e de curta duracdo em resposta a um determinado evento, como por exemplo, na
relacdo simbidtica com microorganismos, quando se produzem substancias fendlicas. Ou
podem ser ndo especificas, como na producio de flavonédides, que por sua vez, possui acio
protetora a raios UV, antifingica, antibacteriana e atrativa a polinizadores, tornando-se
necessario durante toda a vida da planta (STOESSL, 1985 e 1986; SANTOS, 2001; MOYNA
e MENENDEZ, 2001).

A principal teoria que sustenta a causa da enorme diversidade de compostos
secundarios nas plantas superiores é explicada pela interacdo com patégenos e herbivoros, o
resultado da associag@o freqiientemente mutualistica dessas plantas com herbivoros, e entre
eles principalmente os insetos, foi a explosdo da quimica de produtos naturais (GOTTLIEB,
1987). A Figura 4 apresenta um esquema hipotético relacionando a biossintese de metabdlitos
especiais com a sustentacdo da planta no ambiente em que ela se encontra.
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Figura 4. Esquema hipotético de utilidades ecoldgicas, fisioldgicas e adaptativas dos compostos
secunddrios para o estabelecimento da planta no ambiente. Associagdo dos compostos secundarios
a diferentes estratégias: nutricionais, reprodutivas, interativas e defensivas.



Segundo SANTOS (2001) a producdo de metabdlitos especiais é o resultado de
complexas interacdes entre biossintese, transporte, estocagem e degradacdo, sendo cada um
desses processos governados por genes e, portanto, influenciados por trés fatores principais:
hereditariedade, estdgio de desenvolvimento e ambiente.

A integracdo entre o metabolismo primério e o especial é apresentada de forma
reduzida e didatica na Figura 5, onde sdo mostradas as rotas metabdlicas principais. Essas vias
ddo origem a diferentes grupos de substincias, como: alcaldides, terpenoides, lignanas,
flavonédides, cumarinas, benzenéides, quindides, xantonas e lactonas (DI STASI, 1996).
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Figura 5. Principais rotas metabdlicas para a biossintese de metabdlitos especiais, formados
principalmente por dois precursores: o dcido chiquimico e o acetato. Via DOXP recentemente
associada a biossintese de terpendides em plantas (adaptado de SANTOS, 2001; DI STASI, 1996;
SANGWAN et al., 2001; LICHTENTHALER, 1999).

As plantas sdo como inddstrias quimicas que a todo o momento, ou em dada
circunstancia, estdo produzindo novas e complexas substincias. Geralmente estas substincias
sdo ativas sobre outros organismos, € por esse motivo sio exploradas por possuirem atividade
medicinal (SANDIS ef al., 2000). Segundo PLETSCH (1998), entre os incontdveis produtos
naturais de plantas, os terpendides constituem o maior grupo (= 33.000 substancias), seguidos
pelos alcaldides (+ 16.000 substancias).
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Anualmente, quatro mil novos substancioas quimicas de origem vegetal t€ém sido
relatados (MARASCHIN e VEPOORTE,1999); mais de 300 fitoalexinas ja foram
caracterizadas entre diferentes classes de substincias quimicos como cumarina, diterpeno e
flavondide, entre outras, tendo sido identificadas em mais de vinte familias de vegetais
superiores (SMITH, 1996).

A bioatividade vegetal é um assunto polémico no meio cientifico e motivo de
controvérsias. Entretanto € imperativo que se faca um estudo unificado desse assunto como
forma de se conhecer “os motivos ecoldgicos” para a existéncia de cada substincia,
identificando desde as rotas metabdlicas até as estruturas morfoldgicas, exigindo, dessa
forma, uma visdo ampla, ndo apenas macro ou microscopica mas também quimico-bioldgica
(GOTTLIEB et al., 1996; GOTTLIEB et al., 2002).

O grande desafio atual estd na elucidacdo das vias biossintéticas do metabolismo
especial. Nesse sentido a identificacdo das enzimas envolvidas na formagdo dos metabdlitos
especiais, com o auxilio dos avancos obtidos na biologia molecular, significard a abertura das
portas do futuro, tornando cada vez mais vidvel o isolamento dos genes especificos
responsdveis por promover ou inibir as conversdes de substdncias fitoterdpicas de alta
relevancia (MATTOS, 1997).

Deste modo, plantas superexpressando genes responsdveis em aumentar a
produtividade ou a qualidade de um ou mais metdbolito de interesse possibilitard, inclusive, a
diminui¢do do impacto causado pelo homem a natureza, visto que muitas substincias obtidas
por préticas extrativistas poderdo ser subtituidas por plantas ou outros organismo modifiacdo
geneticamente.

Portanto, aumentar a producdo em larga escala de espécies vegetais medicinais pode
ser uma excelente estratégia para minimizar o extrativismo predatdrio nas florestas, fato que
tem sido responsavel pela ameaca de extingdo de algumas espécies produtoras de substancias
de amplo uso e comercializacdo como o jaborandi (Policarpus microphilum L), pau rosa
(Aniba roseadora D.), canela (Cinnamomun zeylanicum B.), entre outras (FURLAN, 1996).

2.3 Oleos Essenciais

Existe uma confus@o comum e corrente entre 6leos essenciais e os 6leos vegetais,
porém, fora algumas caracteristicas semelhantes, em geral, ambos pertencem a classes
bastante distintas. Os O6leos vegetais t€m na sua composicdo basicamente lipidios
(triacilglicerol) e 4cidos graxos que sdo substincias do metabolismo primario, fazendo parte
por exemplo, das membranas bioldgicas e tendo importante papel na reserva de energia para o
metabolismo celular (PAULUS et al., 2004).

Por outro lado, os 6leos essenciais, sdo misturas complexas contendo diferentes
classes de substdncias, principalmente, terpenoides e fenilpropanoides, os quais possuem
estruturas quimicas diversificadas e fazem parte do metabolismo especial (SANGWAN et al.,
2001; SIMOES e SPITZER, 2001; DUDAREVA et al., 2004). Além disso, os odleos
essenciais apresentam funcdes ecoldgicas que permitem as plantas interagirem com o
ambiente (DUDAREVA et al., 2004; CHENG et al., 2007; BOUDET, 2007).

Os 6leos essenciais possuem baixa solubilidade em meio aquoso, menor densidade e
maior viscosidade que a dgua, também, possuem boa solubilidade em solventes orgénicos
apolares, sdo voldteis a temperatura ambiente, apresentam forte aroma e paladar picante
(SIMOES e SPITZER, 2001; GOTTLIEB et al., 1996).

A obtencdo ou extragdo dos Oleos essenciais varia em funcdo da finalidade e das
caracteristicas do material. Em geral, os métodos de extracdo sdo: prensagem, uso de
solventes organicos, hidrodestilacio e fluidos supercriticos (BIZZO et al., 2009; SANTOS et
al., 2004; MAZUTTI et al., 2006).
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A composicdo do dleo essencial pode variar de acordo com a metodologia de extragdao
utilizada, que por sua vez, interfere no perfil quimico quanto ao nimero, ao tipo de
constituintes, bem como na sua concentracdo. Na Figura 6 estdo apresentadas as principais
substéncias presentes no 6leo essencial de Mentha arvensis L.
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Figura 6. Principais substancias encontradas nos 6leos essenciais de plantas do género Mentha.

Em sua grande maioria, o mercado de dleos esséncias € abastecido por 6leo extraido
por hidrodestilagdo ou arraste com vapor d’dgua, exceto para extracdo do 6leo essencial de
laranja, o qual € realizado por expressdo (prensagem) dos pericarpos (BIZZO et al., 2009;
SIMOES e SPITZER, 2001; SANTOS et al., 2004; SERAFINI e CASSEL, 2001). Estas
técnicas sdo mais acessiveis, pois, necessitam de baixo investimento financeiro e técnico,
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entretanto, expdem as substincias extraidas a condi¢des indesejadas, como alta temperatura e
exposicao ao ar. Entretanto, quando se deseja a extracdo de um produto de alta qualidade sem
a presenca de artefatos, ou a extragdo especifica de substincias com alto valor agregado,
justifica-se a extra¢do do 6leo essencial por fluidos supercriticos (MAZUTTI et a., 2006;
SERAFINI e CASSEL, 2001).

Logo em seguida ao processo de extracdo, os 6leos essenciais apresentam coloragdo
clara e translicida que aos poucos pode variar do amarelo claro ao castanho, ou apresentar
coloracdo azul, como é o caso do dleo essencial de camomila (Chammomila officinalis) e de
mil-folhas (Achillea millefolium) que possui o azuleno, responsavel pela cor caracteristica
(STANGARLIN et al., 1999; SIMOES e SPITZER, 2001; SERAFINI e CASSEL, 2001).

A andlise de rotina utilizada mais para verificar o perfil quimico do 6leo essencial € a
cromatrografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), o qual permite
separar, identificar e quantificar cada componente presente na amostra (SERAFINI e
CASSEL, 2001; FALKENBERG et al., 2001).

O cuidado com a qualidade do dleo essencial € de extrema importancia, pois muitos
deles podem conter produtos indesejdveis, como a pulegona e mentofurano que sdo toxicas e
diminuem o valor do 6leo essencial de horteld (BURBOTT e LOOMIS, 1967; CLARK e
MENARY, 1980, WILDUNG e CROTEAU, 2005). Cabe ressaltar que muitos produtos
obtidos do dleo essencial sdao matéria prima para confec¢dao de remédios ou fitoterdpicos, por
isso, deve-se ter seriedade quanto a qualidade quimica do produto.

Os meios para se evitar a perda de qualidade do 6leo essencial se iniciam desde os
cuidados durante a colheita, bem como o armazenamento do material vegetal e do dleo
essencial apds a extragdo (BLANK et al., 2007). Durante o processo de extracdo reacdes de
isomerizagcdo e oxidacdo podem ocorrer, diminuindo a qualidade do 6leo essencial. Deste
modo, deve-se evitar expor o 6leo essencial a luz direta, temperaturas elevadas e contato com
o ar (KAROUSOU et al., 1998;GUIMARAES et al., 2008).

2.3.1 Biogénese de dleos essenciais

O aminoacido aromatico fenilalanina, substincia formada na via do
chiquimato/aragonato, ¢ intermedidrio de diferentes vias metabdlicas, dentre elas, a de
aminoacidos aromaticos, a sintese de proteinas e de fenilpropanoides (STRAK, 1997; TOBIN,
2005; FERRER, 2008).

A via chiquimato/aragonato ocorre nos plastideos, principalmente no proplastideo,
produzindo a fenilalanina, a qual € transportada ao citossol e utilizada na sintese de proteinas,
em reacdes de transaminag@o, ou enviados para a sintese de fenilpropanoides, no reticulo
endoplasmaético (GUIMARAES e al., 2008; DIXON e PAIVA, 1995; BIGGS et al., 1991;
PICHERSKY et al., 2005).

Virias enzimas envolvidas com a biossintese de fenilpropanoides, como a fenilalanina
amonialiase, a chalcona sintase, a glicosil transferase e a trans-cinamato-4-monoxigenase
foram descritas como soliveis no citossol, contudo, existem evidéncias (constatadas por
imunolocalizacdo) mostrando a associacdo destas enzimas com estruturas de membrana do
reticulo endoplasmético (BOUDET, 2007; FERRER, 2008; DIXON e PAIVA, 1995;
KUTCHAN, 2005; ACHNINE et al., 2004; WAGNER ¢ HRAZDINA, 1984). Estes relatos
permitem identificar esta organela como o principal local de producdo de fenilpropandéides e,
por intermédio do transporte de vesiculas enderecadas, seria o vactolo o local de estocagem.

A eritrose-4-fosfato (E4P, 1) e o fosfoenolpiruvato (PEP, 2) sdo os substratos iniciais
utilizados na via chiquimato/aragonato e disponibilizados pela via oxidativa das pentoses
fosfato plastidial, que ¢é abastecida com carboidratos proveniente de células
fotossinteticamente ativas (Figura 7) (SANGWAN et al., 2001).
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Figura 7. Via chiquimato/aragonato: eritrose-4-fosfato (1), fosfoenolpituvato (PEP, 2), 2-Desidro-3-
desoxi-D-arabino-heptanoato 7-fosfato (DAHP, 3), 3-desidroquinato (4), 3-desidrochiquimato (5),
chiquimato (6), chiquimato-3-fosfato (7), 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP, 8), corismato
(9), prefenato (10), L-aragonato (11), L-fenilalanina (12), (E)-cinamato (13) e 4-cumarato (14).
DAHP sintase (E,), 3-desidroquinato sintase (E,), 3-desidroquinato desidratase (E;), chiquimato-3-
desidrogenase (E,), chiquimato quinase (Es), EPSP sintase (E¢), corismato sintase (E;), corismato
mutase (Eg), prefenato aminotransferase (Eo), aragonato desidratase (E), fenilalanina amonialiase
(E)) e cinamato-4-hidroxilase (E;,). Adaptado de BOUDET (2007); STRAK (1997); KANEHISA
et al (2008).
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O primeiro produto da reacdo entre E4P (1) e PEP (2) é o 2-desidro-3-desoxi-D-
arabino-heptanoato (3), que apds sucessivas reacgdes, incluindo reagdes de oxireducdo
dependentes de NADPH, produzird o dcido chiquimico (6), o principal intermedidrio da via e
que d4 o nome a rota metabélica (SIMOES e SPITZER, 2001). Em seguida, o chiquimato,
sofre sucessivas reacdes, entre elas, reacdes de fosforilacdo envolvendo ATP (adenosina
trifosfato), transaminagéo, descaboxilacio, desaminacdo e oxireducido envolvendo NADPH,
até a formacao do produto final, o dcido para-cumarico (14) (BOUDET, 2007, STRAK, 1997,
FERRER et al., 2008; KUTCHAN, 2005). As diferentes classes de fenilpropanoides sdo
formados a partir de cumarato e cinamato, através de reacdes de conjugacdo, alongamento,

reducdo, oxidagdo e ciclizacdo (Figura 8).
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Figura 8. Diferentes reacdes quimicas para a sintese de fenilpropanoides a partir de (E)-cinamato ou
4-cumarato (representado no centro). Alongamento da cadeia lateral: flavonéides (15), estilbenos
(16), estirilpironas (17), benzofenonas e/ou xantonas (18) e cinamatos com cadeia alongada (19).
Através da reducdo da cadeia lateral: diidrocinamato (20) e derivados do dlcool cinamoil (21). Pela
degradacdo da cadeia lateral: derivados de benzoatos (22). Pela hidroxilacdo e lactonizagdo:
derivados de cumarinas (23). Por conjugacdo: derivados de cinamidas (24) e derivados de ésteres
de cinamatos (25). Adaptado de SIMOES e SPITZER (2001); BOUDET, 2007; STRAK (1997);
FERRER et al. (2008).
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Contudo, deve-se ressaltar que a classe das substincias mais abundante nos 6leos
essenciais de M. arvensis sdo os terpenoides, destacando-se principalmente, monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo este dltimo encontrado em menor quantidade (SANGWAN et al., 2001;
RAJESWARA RAO, 1999; SIMOES e SPITZER, 2001; SERAFINI e CASSEL, 2001).

Até o inicio da década de 1990 acreditava-se que os terpenoides eram sintetizados
exclusivamente a partir da via do mevalonato, uma via citossdlica cujo substrato inicial € o
acetil-CoA, um intermedidrio do metabolismo de carboidratos (SIMOES e SPITZER, 2001;
BRAMLEY, 1997; LICHTENTHALER, 1999). Entretanto, em 1993, Michael Rohmer e
Frieder W. Lichtenthaler em cooperacdo com outros grupos de pesquisa investigaram a
biossintese de isoprendides em plastideos (SANGWAN el al., 2001; LICHTENTHALER,
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1999). Os autores observaram a existéncia de uma rota metabdlica independente da
mevaldnica, chamada de via de Rohmer ou via 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (DOXP), ou
mais atualmente chamada de rota gliceraldeido/piruvato (Figura 9).
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Figura 9. Via DOXP. Intermedidrios: piruvato (26), gliceraldeido-3-fosfato (27), 1-desoxi-D-xilulose
5-fosfato (DOXP, 28), 2-C-metileritritol 4-fosfato (MEP, 29), 4-difosfocitidil-2-C-metileritritol
(CDP-ME, 30), 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol 2-fosfato (CDP-MEP, 31), 2-C-metil-D-
eritritol 2,4-ciclopirofosfato (MEcPP, 32), (E)-4-hidroxi-3-metil-2-butenil pirofosfato (HMB-PP,
33), isopentenilpirofosfato (IPP, 34) e dimetilalilpirofosfato (DMAP, 35). Enzimas: DOXP sintase
(E13), DOXP reductoisomerase (E14), MEP citidililtransferase (E15), CDP-ME quinase (E16),
MEcP sintase (E17), HMB-PP sintase (E18), HMB-PP redutase (E19), IPP isomerase (E20).
Adaptado de CROTEAU et al. (2000); CROTEAU et al. (2005); KANEHISA et al. (2008)

Ambas as vias, plastidial (DOXP) e citossélica (mevaldnica), conduzem a producgao de
isdmeros do isopreno, isopentenilpirofosfato (IPP) e dimetilalilpirofosfato (DMAP), os quais
contituem mondmeros, unidade basica com cinco carbonos, que compde as diferentes classes
de terpenoides, como os hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C),
diterpenos (20C), e assim por diante (Figura 10) (SANGWAN er al., 2001; MAU e
CROTEAU, 2006; GANG et al., 2001).
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Figura 10. Ambas as vias, plastidial (DOXP) e citossélica (mevalonica), conduzem a producdo de
isdmeros do isopreno, isopentenilpirofosfato (IPP) e dimetilalilpirofosfato (DMAP), os quais
contituem mondmeros, unidade basica com cinco carbonos, que compde as diferentes classes de
terpenoides, como os hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos
(200), e assim por diante. Adaptado de CROTEAU et al., 2000.

Os substratos iniciais da via DOXP sdo o piruvato (26) e o gliceraldeido-3-fosfato
(27). Assim como na via chiquimato/aragonato, a via DOXP ocorre nos plastideos, depende
de carboidratos importados de células fotossinteticamente ativas, as quais sdo metabolizadas
na via oxidativa das pentoses-fosfato plastidial (SANGWAN et al., 2001; SHANKER et al.,
1999; CHENG et al., 2007; TOBIN, 2005; LANGE et al.; 2001; Croteau et al., 2000;
MCCASKILL e CROTEAU, 2006; MAU e CROTEAU, 2006; GANG et al., 2001).

Em algumas plantas, como em M. arvensis, a sintese de isoprenos a partir da via
mevalOnica (citossélica) é bloqueada nas células secretoras dos tricomas secretores , deste
modo, a demanda de isoprenos no citossol é suprida pelo transporte de isopentenilpirofosfato
proveniente dos plastidios (MCCASKILL e CROTEAU, 1995; LAULE et al., 2003;
EISENREICH et al., 1997; LANGE, et al., 2000).
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Em seguida, o IPP € convertido em DMAPP, através da acdo da enzima IPP
isomerase, a qual estd situada nos plastidios. Estes dois produtos da via DOXP sdo
condensados em uma estrutura de dez carbonos formando o geranilpirofosfato (GPP, 36),
precursor dos monoterpenoides, entre eles, alfa e beta-pineno, sabineno, mirceno, linalool e
limoneno, este ultimo, o intermedidrio mais importante para a sintese do mentol (Figura 10)
(CROTEAU et al., 2005; CHENG et al., 2007). A condensacdo de uma molécula de IPP a
uma de geranilpirofosfato (GPP) forma o farnesilpirofosfato (FPP) que € o intermedidrio para
a sintese dos sesquiterpenos.

Ainda nos plastidios, a sintese do limoneno d4 origem ao primeiro para-mentano, o
qual é transportado para o reticulo endoplasmatico e convertido em trans-isopiperitenol, pela
acdo da enzima limoneno-3-hidroxilase (Figura 11). Em seguida, uma série de reacdes de
oxireducdo dependentes de NAD(P)H ocorrem, passando pelas mitocondrias e finalizando no
citossol com a sintese do mentol (43) (CROTEAU et al., 2005; WILDUNG e CROTEAU,
2005; KUTCHAN, 2005; MAU e CROTEAU, 2006; TURNER et al., 1999; TURNER e
CROTEAU, 2004).

Isopentenil Dimetilalil
pirofosfato pirofosfato

)\ﬁOPP - )\/\OPP @
7
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P&y §ut§ 7T

NADP" NADH NADP"

Figura 11. Via metabdlica para sintese de monoterpenos. Geranil pirofosfato (36), (-)-limoneno (37),
(-)-trans-isopiperitenol (38), (-)-isopiperitenona (39), (+)-cis-isopulegona (40), (+)-pulegona (41),
(-)-mentona (42), (-)-mentol (43) e (+)-mentofurano (44). limoneno sintase (E»,), limoneno-3-
hidroxilase (E,3), (-)-trans-isopiperitenol deidrogenase (E.;), (-)-isopiperitenona redutase (E,s),
(+)-cis-isopulegona isomerase (Ey), (+)-pulegona redutase (E,;) e (-)-mentona redutase (E,s) e
(+)-mentofurano sintase (E,g). Adaptado de CROTEAU et al. (2005).

Nos dltimos 25 anos, o grupo de pesquisa liderado por Rodney B. Croteau estudou a
sintese destes para-mentanos em plantas do género Mentha e confirmaram, através
imunolocalizacdo, que as enzimas relacionadas estdo nos plastidios, reticulo endoplasmatico,
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mitocondrias e citossol (CROTEAU et al, 2005; TURNER er al., 1999; TURNER e
CROTEAU, 2004).

2.3.2 Estrutura secretora

As plantas de M. arvensis secretam substincias voldteis por meio de estruturas
especializadas, chamadas de tricomas secretores ou glandulares, que sdo responsdveis pela
estocagem e concomitante liberacido desse conteido para o meio ambiente (SHARMA et al.,
2003; SHANKER et al., 1999; GERSHENZON et al., 1992; CUTER, 1986).

Nas plantas do género Mentha sdo encontrados dois tipos de tricomas secretores . O
mais importante, quanto a producdo €, chamado de tricoma secretor peltado (TSP) (Figura 12)
e o outro de tricoma secretor capitado (TSC) (SHARMA et al., 2003; GERSHENZON et al.,
1992; CUTER, 1986; DESCHAMPS et al., 2006; MARTINS, 2002).

Cuticula
/

Espaco subcuticular

Cabeca secretora

Célula de suporte ou peduncular
Célula basal

Células do parénquima palicadico

Figura 12. Tricoma secretor peltado. Localizado nos caules em estdgio 1°, nas estruturas reprodutoras
e principalmente na epiderme das folhas. O tricoma é constituida de uma célula basal, uma célula
de suporte ou peduncular, com intensa deposi¢do de lignina e/ou suberina nas laterais e a cabeca
secretora ou disco secretor composto por oito células secretoras dispostas radialmente. Um espago
subcuticular é formado pela secrecdo de produtos volateis, principalmente terpenos, o qual é
contido por uma camada delgada de cuticula. Logo abaixo da epiderme se encontram as células do
parénquima pali¢ddico, fonte de fotoassimilado para as células do TSP (imagem obtida por
microscopia de luz e editado no programa Adobe Photoshop 6.0)

Os TSC possuem menor capacidade de estocagem e secrecdo do que os TSP
(SHARMA et al., 2003; SHANKER et al., 1999; TURNER et al., 1999). Todavia, alguns
autores, observaram que em plantas de Mentha piperita somente os TSP apresentavam
secrecdo de monoterpenos (BRUN et al., 1991).

Na espécie M. piperita sdo encontrados por volta de 8.000 TSP por folha (CROTEAU
et al., 2005), em plantas de M. arvensis a ocorréncia de tricomas secretores totais (TSP +
TSC) pode chegar a 10.000 por folha, sendo que esta concentragdo pode variar em funcao das
condig¢des de cultivo (SHANKER et al., 1999).

A relagdo entre os TSP e o TSC também varia em funcio da espécie, nas plantas de M.
arvensis a concentracdo de TSP € quatro vezes maior do que os TSC (SHANKER et al.,
1999), ao contrario, em M. piperita e M. spicata a concentragao de TSC & superior (BRUN et
al., 1991, TURNER et al., 2000b).
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Os tricomas secretores encontram-se em ambas as faces da lamina foliar, sdo
constituidos por uma célula basal, um peddnculo unicelular, uma cabeca composta por uma
célula secretora (TSC) ou oito células secretoras (TSP) revestidas por cuticula delgada. Além
disso, as paredes laterais das células do pedinculo sdo mais espessas e impregnadas por
substancias lipofilicas (Figura 12) (SHARMA et al., 2003; SHANKER et al., 1999; TURNER
et al., 1999; TURNER e CROTEAU, 2004; GERSHENZON et al., 1992; BRUN et al., 1991,
TURNER et al., 2000a; 2000b).

As células secretoras do TSP possuem diferentes caracteristicas morfoldgicas,
principalmente com relagéo as fases de desenvolvimento, apresentando uma complexa e rara
associacdo entre organelas e estruturas celulares (SHARMA et al., 2003; SHANKER et al.,
1999; TURNER e CROTEAU, 2004; TURNER et al., 2000a).

Durante a fase que antecede secrecdo dos 6leos essenciais, as células secretoras sdo
muito similares as meristemadticas, pois, possuem proplastideos, vactiolos pequenos e um
nicleo extenso (SHARMA et al., 2003; TURNER e CROTEAU, 2004; CUTER, 1986;
TURNER et al., 2000a), por outro lado, durante a fase de secrecdo, as células secretoras se
encontram maduras, com alguns leucoplastos e um reticulo endoplasmético liso bastante
extenso (SHARMA et al., 2003; TURNER e CROTEAU, 2004; TURNER et al., 2000a).

A fase de secrecdo tem inicio na separagdo da cuticula que envolve a parede celular
das células secretoras, até o enchimento total do espago subcuticular com as substancias
volateis (SHARMA et al., 2003; TURNER e CROTEAU, 2004; TURNER et al, 2000a;
2000b). O completo desenvolvimento do TSP € um processo muito rdpido, aproximadamente
60 horas, sendo 30 horas para o periodo que antecede a secrecio e 30 horas para o completo
enchimento do espaco subcuticular (TURNER et al., 2000a).

Na fase de maior producio e secre¢do dos dleos essenciais, ocorre uma sutil interagdo
entre as membranas que formam o reticulo endoplasmatico liso, as membranas que envolvem
os plastideos e a membrana plasmatica, sugerindo que estas estruturas estdo envolvidas no
processo de transporte e enchimento do compartimento subcuticular (CROTEAU et al., 2005;
KUTCHAN, 2005; TURNER et al., 2000b).

E provavel que para o transporte das substincias quimicas do 6leo essencial entre os
compartimentos subcelulares (plastidio, mitocondria e reticulo endoplasmatico) e a eventual
secrecdo, contra um gradiente de concentracdo no espaco de estocagem (espaco subcuticular),
seja necessdrio a presenca de proteinas especializadas (Figura 13) (TURNER et al., 2000b;
GANG et al., 2001; DUDAREVA et al., 2004).
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Figura 13. Compartimentos envolvidos na biossintése de monoterpenos em plantas de Mentha
arvensis (R.E.L. — reticulo endoplasmatico liso). Geranilpirofosfato sintase (GPPS), limoneno
sintase (LS), limoneno-3-hidroxilase/NADPH (L30OH), (-)-trans-isopiperitenol
desidrogenase/NAD" (IPD), (-)-isopiperitenona redutase/NADPH (IPR), (+)-cis-isopulegona
isomerase (IPL), (+)-pulegona redutase/NADPH (PR), (-)-mentona redutase/NADPH (MR) e
mentofurano sintase (MFS).

2.3.3 Aspectos ecologicos

Segundo PICHERSKY et al. (2006) os produtos volateis assumem multiplas fungdes
para as plantas, mas, podem estar envolvidos, principalmente, com interacdes ecoldgicas
espécie-especifico.

As substincias volateis secretadas pelas plantas podem servir como atrativo aos
polinizadores ou proteger as plantas intimidando os herbivoros e atraindo os inimigos dos
herbivoros, considerando que o produto natural emitido das partes vegetativas, sdo produzidos
e liberados apds a herbivoria (PICHERSKY e GERSHENZON, 2002).

Um exemplo muito interessante da relacdo entre as plantas e os insetos foi mostrado
por REINHARD et al. (2004) que demonstrou a habilidade das abelhas produtoras de mel em
serem atraidas e guiadas por fragrincias especificas secretadas por flores. Entretanto, nas
mesmas esséncias florais podem existir substincias antimicrobianas ou antiherbivoria,
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produzidas especificamente para proteger os 6rgdos sexuais das plantas (DeMORAES et al.,
2001).

Com relacdo as propriedades ecoldgicas especifica dos fenilpropanos e seus derivados,
muitos trabalhos tem indicado que sua principal fun¢do como elemento téxico € a defesa
contra a herbivoria (GANG et al., 2001; ADAMS e WEIDENBORNER, 1996; SANGWAN
et al., 1990).

Contudo, a acdo dos terpendides pode estar relacionado a outros eventos além da
interacdo inseto-planta citada por GOTILIEB (1987). Trabalhos tem mostrado que a producao
de isoprenos estd relacionado com a protecdo do sistema fotossintético aos efeitos danosos de
espécies reativas de oxigénio (LORETO et al., 2004; LORETO e VELIKOVA, 2001) e ao
aumento da tolerincia da fotossintese a altas temperaturas (SHARKEY et al., 2001).

Todavia, € fato que tanto a herbivoria, quanto a temperatura elevada promovem o
aumento na atividade de espécies reativas de oxigénio sobre o metabolismo, tornando,
provavelmente a biossintese de terpenos um possivel aliado na protecdo aos processos
oxidativos internos (DURDAREVA et al., 2004).

SOUZA (2006) encontrou altos niveis de 6xido de piperitenona em M. piperita,
sugerindo ser um artefato por ndo ser comum nessas plantas, mas, podendo estar associado ao
calor excessivo ao qual as plantas foram submetidas durante o cultivo em casa de vegetacdo
(media de 37°C durante o dia).

2.4 Integracao Entre o Metabolismo de Carboidratos e o de Oleos Essenciais

As plantas s@o organismos autotréficos que utilizam a fotossintese como fonte de
energia para a assimilacdo de carbono atmosférico e sintese de carboidratos (BOWYER e
LEEGOOQOD, 1997; HELDT, 2005). Todas as vias anabdlicas tém dependéncia direta dos
acucares sintetizados na fotossintese, chamada de ciclo de Calvin-Benson ou via de reducio
das pentose-fosfato. As treze reacdes enzimdticas do ciclo de Calvin ocorrem no estroma dos
cloroplastos, sendo esta a rota metabdlica pela qual o carbono entra no metabolismo de
carboidratos (TOBIN, 2005; NELSON e COX, 2000; BOWYER e LEEGOOD, 1997,
HELDT, 2005). Durante o funcionamento do ciclo de Calvin, o carbono atmosférico
convertido em trioses-fosfato pode ser transportado ao citossol e redirecionado as vias
catabdlicas (para a gerac@o de energia e poder redutor) ou para as vias anabdlicas, envolvidas
com o transporte, armazenamento e producdo de macromoléculas funcionais e estruturais
(NELSON e COX, 2000).

Muitas rotas anabdlicas sejam elas do metabolismo primério e especial, disputam
intensamente os recursos da fotossintese, como por exemplo, a via de assimilacdo de
nitrogénio, a sintese de dcidos graxos, isoprenos e fenilpropanoides (TOBIN, 2005; HELDT,
2005).

Estas vias ocorrem nos plastideos e dependem da disponibilidade de intermedidrios do
ciclo de Calvin, além de energia metabdlica (ATP) e poder redutor (NADPH) (SANGWAN et
al., 2001; GANG et al., 2001; TOBIN, 2005). Entretanto, os tricomas secretores , sobretudo
as células secretoras, ndo sdo fotossinteticamente ativas, possuindo, portanto, plastidios nao
clorofilados, chamados de leucoplastos (SHARMA et al., 2003; SHANKER et al., 1999;
CROTEAU et al., 2005; TURNER et al., 1999; TURNER e CROTEAU, 2004;
GERSHENZON et al., 1992; BRUN et al., 1991; TURNER et al., 2000a; 2000b).

Este fato sugere que a demanda por carboidratos para a sintese de substincias que
compdem o0s Oleos essenciais, sejam supridas através do transporte de sacarose, do
parénquima pali¢adico (tecido clorofilado) até os tricomas secretores , conforme ilustrado na
Figura 14.
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Figura 14. Transporte de fotoassimilados a partir das células do parénquima clorofilado (fonte) até as
células secretoras (dreno).

O transporte de sacarose pode ocorrer através de proteinas de membrana, entretanto,
evidéncias anatdmicas sugerem que o transporte preferencial deve ocorrer por via
simplasmica, através dos plasmodesmos, até as células secretoras, onde € convertida a glicose
e exportada para os leucoplastos, viabilizando a biossintese de produtos volateis.

Na literatura sdo apresentadas evidéncias do transporte de sacarose até as células
secretoras. Primeiro, foi observado a presenga de um nimero grande de plasmodesmas
interligando as células do parénquima (clorofilado), da base, do pedinculo, até as células
secretoras (SHARMA et al., 2003; CUTER, 1986; TURNER et al., 2000b).A presenca de
muitos plasmodesmos é um indicativo do intenso transito de nutrientes e fotoassimilados
entre o parénquima e os tricomas secretores, muito semelhante ao que ocorre entre as células
companheiras e o elemento crivado (THOMPSON, 1999; RUIZ-MEDRANO e
XOCONOSTLE-CAZARES, 2001; FERNANDES e SOUZA, 2004).

Uma segunda evidencia foi apresentada ao se observar que as células secretoras de
plantas de Mentha piperita L. isoladas em uma solucdo tampao (contendo substratos sacarose,
coenzimas, ATP e NADH), continuavam a sintetizar as substincias que compdem os 6leos
essenciais, sugerindo que a membrana plasmatica das células secretoras realizam o transporte
dos substratos, necessirios a sintese destas substincias (CROTEAU et al., 2005;
GERSHENZON et al., 1992; GERSHENZON et al., 2000). Além disso, os autores
constataram que a sacarose marcada com *C tinha sido utilizada como substrato na sintese de
isoprenos e monoterpenos, em células secretoras de M. piperita (GERSHENZON et al., 1992;
GERSHENZON et al., 2000).

Estes trabalhos foram importantes para comprovar que a fonte de carbono para a
sintese de produtos voldteis tem origem em tecidos fotossinteticamente ativos, que atuam
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como a fonte de fotoassimilados (sacarose), disponibilizando os recursos excedentes para a
sintese de 6leos essenciais nas células secretoras dos tricomas.

Além destas evidéncias, existem proteinas de membrana que fazem o transporte de
carboidratos para o interior dos plastidios (FISCHER e WEBER, 2002; WEBER, 2004),
garantindo o suprimento de carbono e permitindo a sintese dos intermediarios necessarios a
producdo de isoprenos e fenilpropanoides.

Somando-se a necessidade de fotoassimilados, existe uma grande demanda de energia
(ATP) e poder redutor (NAD(P)H) para a biossintese destes metabdlitos especiais
(CROTEAU et al., 2005). Como as células secretoras ndo fazem fotossintese, a via oxidativa
das pentoses fosfato seria uma das fontes de poder redutor para a manutencdo dessas rotas
anabolicas, também, ao custo de carboidratos importados de outros tecidos (TOBIN et al.,
2005).

A particdo de fotoassimilados, entre os tecidos clorofilados e ndo clorofilados, é
importante para a sintese de 6leos essenciais, de tal forma que foi encontrado uma relacio
positiva entre as atividades das enzimas rubisco e glicolato-oxidase (ciclo de Calvin) com o
aumento da produgdo de ésteres e dlcoois monoterpénicos (mais reduzidos), porém, negativa
quanto a produ¢do de monoterpenos cetonicos (mais oxidados) (SANGWAN et al., 2001).

Pesquisadores utilizaram inibidores do fotossistema II (FSII) na fotossintese, e
perceberam a diminuicdo na produg¢do de monoterpenos no 6leo essencial de plantas de
horteld, sugerindo que as ultimas etapas para a sintese de monoterpenos tenha sido bloqueada
(MAFFEI e CODIGNOLA, 1990).

Deste modo, a disponibilidade de recursos provenientes do metabolismo primario,
com destaque a fotossintese, ¢ um forte regulador da atividade das enzimas envolvidas com a
biossintese de 6leo essencial (CLARK e MENARY, 1980).

2.5 Fatores que Afetam a Producao e Qualidade de Oleos Essenciais

Alguns trabalhos descreveram com detalhes como a producéo de 6leos essenciais pode
ser afetada por diferentes fatores como a luminosidade, a temperatura, o fotoperiodos, seca,
estresse salino, adubacdo, idade da planta, hordrio de colheita, entre outros (SANGWAN et
al., 2001; LIMA et al., 2003; GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Outros trabalhos demonstraram que a radiagdo UVB provoca efeitos sobre a densidade
de tricomas secretores capitado e peltado, assim como na producdo e qualidade do dleo
essencial Ocimum basilicum. Os autores relataram, também, que a radiagdo atua
positivamente no processo de secre¢do, promovendo o enchimento do espaco subcuticular,
por outro lado, acelera o rompimento e perda do contetido por volatilizacdo (IOANNIDIS et
al., 2002).

Outros autores combinaram os efeitos da luz e da temperatura sobre a produgdo de
monoterpenos e concluiram que estes fatores contribuem para uma condicéo fisioldgica que
provoca reflexos marcantes na qualidade e no rendimento do 6leo de M.piperita (BURBOTT
and LOOMIS, 1966).

Resultados semelhantes foram obtidos por CLARK e MENARY (1980a) apds
estudarem os efeitos da densidade de f6tons, comprimento do dia e temperaturas diurna e
noturna. Os autores confirmaram que estes fatores modulam a sintese de pulegona,
mentofurano e mentol no 6leo de Mentha piperita, ratificando os resultados encontrados por
BURBOTT e LOOMIS (1966).

Foram observados também os efeitos de diferentes regimes fotoperiédicos em espécies
de menta e constataram que os dias mais longos estimularam o crescimento vegetativo e que a
producdo de 6leo essencial foi maxima sob efeito de dias curtos. Além disso, os autores
perceberam variacdes significativas na qualidade do 6leo (FAROOQI et al., 1999).
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Quanto ao efeito da qualidade luminosa KAROUSOU et al. (1998) testou a
suplementag@o luminosa com UV-B e constatou que houve aumento no rendimento de éleos
essencais de Mentha spicata L., contudo, os autores ndo observaram varia¢des na qualidade
do éleo.

Entre os nutrientes, o nitrogénio (N) é o que mais estimula uma resposta positiva ao
crescimento vegetativo. Isso se deve a um somatério de fatores fisioldgicos, que interagem
com o elemento e contribuem para que a planta sintetize maior massa (FERNANDES de
SOUZA, 2004).

CLARK e MENARY (1980) investigaram os efeitos da irrigacdo e adubacdo
nitrogenada sobre a producdo e qualidade do 6leo de M. piperita e constataram que os
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas na primeira colheita, contudo, foram
significativos na colheita da primeira rebrota, indicando que nestas circunstancias, tanto a
irrigacdo como a adubagdo nitrogenada, afetaram a produgéo e qualidade do 6leo essencial.

Outro elemento imprescindivel ao desenvolvimento das plantas € o fosforo (P). A
disponibilidade e o movimento deste nutriente no solo é lento, portanto, sua presenga
influencia diretamente o desenvolvimento das plantas, principalmente a parte aérea. O P faz
parte de estruturas quimicas importantes para as plantas (DNA, RNA e moléculas
intermediarias do metabolismo especial) e sua presenca estd relacionada com a
disponibilidade de energia quimica.

O desenvolvimento de plantas de M. piperita foi avaliado sob efeito da interacdo de P
e N na solu¢do nutritiva e verificou que nos tratamentos com maior concentracdo N e P houve
maior produgdo de massa fresca, porém, menor rendimento de 6leo essencial. Neste trabalho
os autores constataram uma correla¢do negativa entre producdo de massa e a de dleo essencial
(SOUZA et al., 2007).

Os efeitos da omissdo de fosforo sobre a absorcdo de nitrogénio em plantas de M.
arvensis foram avaliados por SINGH e SINGH (1968) os quais constataram que a ausé€ncia
deste elemento alterou as fracdes soldveis nitrogenadas e conseqiientemente a producdo de
peptideos. Os autores relataram que estas alteracdes podem causar reflexos na produgdo de
6leos essenciais.

Foram realizados estudos com omissdao dos elementos: nitrogénio, fésforo, potassio e
célcio, na solucdo nutritiva, e os resultados mostraram reducdo significativa na producdo de
massa verde e alteracdes nas propor¢des de limoneno, mentona, mentol e acetato de mentila,
no Oleo essencial de M. arvensis (MAIA, 1998).

2.6 Producao de Plantas Aromaticas em Sistema Hidroponico

Cerca de 250 mil espécies vegetais sdo fontes de substancias com potencial de
utilizacdo para a populacdo mundial, entretanto, apenas algumas centenas sdo de uso corrente,
e praticamente sdo inexistentes os estudos de sustentabilidade da sua exploracdo (NEVES,
2001). Por isso, torna-se necessdrio desenvolver sistemas alternativos para a producgdo de
plantas medicinais, de forma a minimizar os efeitos da exploragdo dos recursos in natura, e
também, para controlar as varidveis que interferem no rendimento do principio ativo de
interesse, diminuir custos de produgdo e produzir um material de qualidade.

O sistema hidropdnico consiste no cultivo de plantas em uma solugdo nutritiva
contendo os elementos essenciais a sobrevivéncia das mesmas (BUCHER er al., 2002;
TEIXEIRA, 1996).

Atualmente, diferentes hortalicas sdo produzidas em hidroponia e tém sido
comprovados os beneficios econdomicos e mercadolégicos, aos produtores (VITAL et al.,
2001). Utilizar a hidroponia para produzir plantas medicinais € uma ferramenta de interesse
cientifico e comercial. Através do sistema hidroponico podem ser feitos diferentes estudos de
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nutricdo de plantas medicinais, inferindo com maior certeza a importincia que um
determinado elemento pode assumir na produg¢do de massa ou de metabdlitos especiais
(FURLANI, 1999).

O cultivo hidropdnico entre outras formas de cultivo, pode apresentar vantagens que o
sistema tradicional (plantio no solo previamente preparado com calagem e adubacio
conforme recomendacio para a cultura) ndo apresenta, como observado por OCAMPOS et al.
(2003) ao comparar a horteld rasteira cultivada em diferentes sistemas. Estes autores
concluiram que o cultivo hidropdnico foi o que apresentou maior rendimento (produgéo de
biomassa e 6leo essencial), sem alteracdo no teor do 6leo essencial.

FERNANDES et al. (2004) cultivando manjericdo em hidroponia e em diferentes
substratos sob ambiente protegido, verificaram que o sistema hidropdnico apresentou a maior
produtividade de massa verde, aproximadamente 44% superior aos outros dois tipos de
cultivo, para ambas as espécies estudadas; entretanto, os autores constataram que ndo houve
diferenca significativa entre as formas de cultivo quanto ao rendimento e composi¢do quimica
dos dleos essenciais dentro da mesma espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento 1: Avaliacdo do Perfil Cromatogréﬁco do Oleo Essencial de Mentha
arvensis L. Obtido por Arraste com Vapor de Agua e Solventes Organicos

3.1.1 Material vegetal

Mudas de M. arvensis L., variedade IAC 701, foram obtidas junto a empresa Linax
sediada no distrito industrial de Votuporanga, SP, por intermédio do professor Nilson Borlina
Maia, professor do Instituto Agrondmico de Campinas. Mudas de M. arvensis arvensis foram
adquiridas no comércio varejista, na cidade do Rio de Janeiro, com origem na regido de
Atibaia, SP. As espécie foram propagadas na casa de vegetacdo do Departamento de Quimica
(UFRRIJ), submetidas a técnica de herborizagdo, depositadas no Herbario (RBR) do
Departamento de Botanica da UFRRI e registradas sob o nimero (RBR)-32886 (Figura 15).

A B

Figura 15. Mentha arvensis conhecida popularmente como: horteld japonesa, menta japonesa e vique.
A — Ramos no periodo reprodutivo, mostrando em detalhe as inflorescéncias (disponivel em:
http://www.dkimages.com/discover/previews/829/55019156.JPG); B — Apice de um ramo no
periodo vegetativo, mostrando em detalhe os primeiros cinco pares de folhas e C — matrizeiro
contendo plantas com aproximdamente 45 dias de idade (imagem obtida pelo Laboratério de
Bioquimica de Plantas, ICE/UFRRJ).
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3.1.2 Producio de mudas

As mudas utilizadas nos experimentos foram produzidas a partir de estacas com
aproximadamente 15 cm de comprimento, aproveitando-se os meristemas apicais das hastes
provenientes do terco médio da parte aérea. As folhas foram cuidadosamente retiradas
mantendo-se apenas os primérdios foliares e as trés primeiras folhas do dpice caulinar. Em
seguida as estacas foram tratadas com solucdo de hipoclorito 2% por 10 minutos e lavadas em
dgua destilada em abundancia, depois, foram posicionadas em suporte de isopor e com dois
tercos da parte inferior da estaca submersa na solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950)
com Y% da forca idnica e aeracdo constante. As mudas foram produzidas em camara de
crescimento com iluminacgdo artificial (+/- 200 umol.m'z.s'1 de fétons fotossinteticamente
ativos) por 12 horas didrias e temperatura de 25°C. Uma semana ap0s, todas as estacas
estavam enraizadas. Apds duas semanas, 100% das mudas apresentavam excelente nivel de
padronizacdo e estavam prontas para o plantio.

3.1.3 Confeccao dos canteiros de plantas medicinais

Foram confeccionados seis canteiros com medidas de 200 x 100 cm contendo
substrato comercial rico em matéria organica. A adubagao foi realizada com NPK (15-15-20)
conforme a recomendacgdo do fabricante. Para o plantio, foram feitos sulcos com 10 cm de
profundidade e 40 x 40 cm de espagamento. Caules (estolhos e hastes) contendo estruturas
propagativas foram colocados nos sulcos e cobertos com substrato. Uma camada de palha
seca com 2 cm de altura foi sobreposta aos canteiro. Um sistema simples de irrigagdo por
aspersao foi montado na drea dos canteiros e acionado sempre que necessario. Para o controle
da ferrugem foi necessdria a aplicagdo do fungicida Mancozeb e para o controle de lagartas
foi utilizado o inseticida Icon-Gardem (Syngenta), conforme orientagdo do fabricante.

3.1.4. Conducio do Experimento

Plantas de M. arvensis foram cultivadas a sol pleno, em canteiro contendo substrato
organico, adubadas com NPK (15-15-20) e conduzidas até 45 dias de idade. Plantas do centro
do canteiro foram coletadas e todas as folhas (aproximadamente 80 g) separadas para extracio
do 6leo essencial por arraste com vapor d’agua. Foram retiradas, também, amostras (3g) das
folhas do 4° e 5° n6 para a extragdo de Oleos essenciais com solventes orginicos como:
etanol, metanol, éter etilico, éter de petrdleo, acetato de etila e diclorometano. A extragdo do
6leo essencial utilizando solventes organicos ou por hidrodestilacdo e a andlise por CG/EM
foram realizadas conforme as metodologias descritas a seguir.

3.1.5 Extracao do éleo essencial com solventes organicos

Diferentes solventes (etanol, metanol, éter etilico, éter de petrdleo, acetato de etila e
diclorometano) foram utilizados na extracdo do 6leo essencial seguindo a metodologia
descrita adiante. Entretanto, o diclorometano foi o solvente escolhido para a extragdo do dleo
essencial das plantas de Mentha arvensis.

A metodologia utilizada consistiu na retirada de 3 g de folhas do terceiro e quarto no,
seguido pela imersdo das folhas em 10 mL dos solventes, em tubo Falcon por 48 horas na
geladeira (=4 °C). Apds este periodo as amostras foram filtradas e a fase orgénica secas com
Na,SO,. Por fim, as amostras dos extratos foram e armazenadas no freezer a -20 °C negativos,
até a analise por CG/EM.
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3.1.6 Extracao do éleo essencial por hidrodestilaciao

O ¢dleo essencial foi extraido a partir das folhas frescas da planta (+/-100 g), através da
extragdo por hidrodestilacdo por trinta minutos utilizando um aparelho de “Clevenger”
modificado (Figura 16). No processo de extracdo o dleo essencial foi arrastado pelo vapor da
dgua devido a sua volatilidade, depois foi condensado e recolhido. Em seguida, o hidrolato foi
submetido a parti¢do liquido-liquido, em funil de separagdo, utilizando-se diclorometano (5x
25 mL). As fases orgénicas foram reunidas, secas com Na,SO4 anidro, filtradas e evaporadas
em rotavapor. Apds evaporagdo do solvente, os rendimentos das extracdes foram calculados
com base na relagdo entre a massa do 6leo e a massa fresca das folhas, e expresso em
porcentagem (% m/m). Os dleos brutos foram armazenados em frascos de cor dmbar, sob
atmosfera inerte, em freezer (-20° C) até o momento da andlise.

Figura 16. Montagem do sistema para hidrodestilacio do dleo essencial. 1) manta aquecedora; 2)
baldo de fundo redondo de 2 litros; 3) Dorna ou reservatério para o material vegetal; 4) aparelho
de Clevenger; 5) condensador; 6) Reservatério de 250 mL para recolhimento do hidrolato e 7)
suporte.

3.1.7 Analise quimica do dleo essencial

A anélise do dleo essencial foi realizada por cromatografia em fase gasosa com detetor
de ionizacdo de chama (CG-DIC) em um sistema Hewlett Packard 5890 série I. Coluna
capilar CP-Sil-8CB (5% difenil em 95% de dimetilpolisiloxano) de comprimento- 30 m x
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura do filme; gis carreador He ( 1mL/min),
injetor no modo “split” (1:20) e integrador eletrdbnico HP 3396A. A programacdo de
temperatura do forno: 50 °C (Ti) por 2 min, 50-180 °C, 5 °C/min e 180 — 280 °C, 15 °C/min,
mantidos por 15 minutos a 290 °C. As temperaturas do injetor e do detector foram 230 °C e
250 °C, respectivamente. As concentragdes dos componentes foram calculadas tendo como
base as dreas dos picos no cromatograma, seguindo a ordem de elui¢io na coluna.

A andlise em um cromatdgrafo em fase gasosa acoplado ao espectrometro de massas
(CG/EM) foi realizada em um aparelho Saturn 2000 da Varian, com o mesmo tipo de coluna

1374

capilar e nas mesmas condi¢des de temperatura descrita acima, conectado a um detetor “fon
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trap” operando em modo de impacto eletronico a 70 eV com intervalo de massa entre 40-400
u e a razdo de 0,5 scan/s. O gés carreador: He (1 ml/min); temperatura do injetor: 230 °C;
temperatura da interface: 250 °C, e razdo de divisdo do fluxo 1:20.

Os padrdes analiticos: a-terpineol, R(-)-pulegona, (-)-o-pineno, (-)-limoneno,
eucaliptol, hidrato de sabineno, (-)-mentona, (+)-neomentol, mentol e (+)-mentofurano foram
obtidos junto a Sigma-Aldrich do Brasil e diluidos em diclorometano, em seguida, foram
injetados no cromatdgrafo em fase gasosa acoplado ao espectometro de massa. Os
componentes presentes no 6leo essencial também foram injetados sob as mesmas condig¢des
dos padrdes e identificados por comparacdo com os padrdes analiticos, com o indice de
retencdo linear, caculado com o auxilio de uma série homdloga de n-alcanos (Sigma-Aldrich,
Cs-Cy0) injetados nas mesmas condi¢cdes cromatograficas das amostras (VAN DEN DOOL &
KRATZ, 1963), por comparacdo com os modelos de fragmentagcdo dos espectros de massas,
sendo ambos comparados com dados da literatura (ADAMS, 1996) e por base de dados
computadorizados usando biblioteca NIST (1998).

3.2 Experimento 2: Determinacao da Folha Modelo Visando Analises do Metabolismo
nas Plantas de Mentha arvensis L.

3.2.1 Material vegetal, producido de mudas e canteiros

A obtencdo do material vegetal, a producdo das mudas e o plantio foram realizados
conforme descrito previamente nos itens 3.1.1 a 3.1.3

3.2.2 Conducao do experimento

Durante a condugio do experimento as plantas de M. arvensis foram cultivadas a sol
pleno, em canteiro contendo substrato organico, adubadas com NPK (15-15-20) e conduzidas
até 45 dias de idade. Trés plantas do centro do canteiro foram coletadas, amostras em
triplicata das folhas do 3° 4° e 5° né foram retiradas, utilizadas para a extragdo e
quantificagdo de pigmentos fotossintéticos e determinacdo da atividade da enzima nitrato
redutase, conforme metodologia descrita a seguir.

3.2.3 Extracao e quantificacao de pigmentos fotossintéticos

Para a extracdo e quantificacdo dos teores de clorofila a, clorofila b e carotendides,
duas amostras foram retiradas das folhas do 4° né com auxilio de um furador, com éarea
conhecida, imediatamente depois, os discos de folhas foram pesados e imersos em 10 mL de
dimetilsulf6xido, em frasco com tampa, protegidos da luz e armazenado na geladeira até o dia
seguinte. Em seguida, os frascos foram colocados em um banho com temperatura controlada
em 64°C, por 3 horas, quando observou-se a extracdo de todos os pigmentos, conforme
metodologia proposta por HISCOX e ISRAELSTAM (1979). Do extrato obtido, foram
retiradas aliquotas de 3mL para proceder a leitura em espectrofotdmetro, no modo
absorbancia, nos comprimentos de onda: 750 nm (turbidez), 665 nm (clorofila a), 649 nm
(clorofila b) e 480 nm (carotendides). As leituras de clorofila a, b e carotendides sdo
subtraidos da turbidez. Os valores obtidos foram expressos em concentragdo de pigmentos
segundo as equagdes propostas por WELLBURN (1994).
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3.2.4 Atividade da nitrato redutase

Para a atividade da enzima Nitrato Redutase (NR), duas amostras de 200 mg de
material vegetal das partes medianas da raiz, caule e do 4° nd das folhas foram pesadas e
incubadas em banho-maria a 30°C em frasco de vidro com 5 mL de tampao de fosfato pH 7,5
contendo 2 mM de KNOs; e 3% n-propanol. Imediatamente ap6s uma hora de incubagao, 0,4
mL da amostra incubada foi transferida para outro tubo, no qual foram adicionados, em
ordem, 0,3 mL sulfanilamida 1% em HCIl 3M e 0,3 mL de N-naftil-etileno-diamino 0,02%.
Ap6s 20 minutos de repouso, adicionou-se 4 mL de dgua destilada, os tubos foram agitados e
a leitura realizada em espectrofotometro no comprimento de 540 nm. A atividade potencial da
NR foi expressa com base na concentragcdo de nitrito, o qual foi determinado com o auxilio
de uma curva analitica JAWORSKI ,1971).

3.3 Experimento 3: Efeito da Concentracao de Fosforo Sobre a Producio e a Qualidade
do Oleo Essencial de Mentha arvensis L. Cultivada por Hidroponia.

3.3.1 Material vegetal, producio de mudas

A obtencdo do material vegetal, a producdo das mudas e o plantio foram realizados
conforme descrito previamente nos itens 3.1.1 e 3.1.2

3.3.2 Sistema hidroponico.

Para a confeccdo do sistema hidropdnico foram utilizados potes plasticos com 1,8 L de
capacidade, suporte de isopor com 2 cm de espessura, espuma sintética, temporizador
analdgico e alguns acessOrios comumente encontrados em lojas para aquaristas, como:
compressor de ar eletromagnético da marca RESUN, modelo ACO-003 com capacidade de
bombear 65L de ar por minuto, mangueira flexivel com abertura de 2,5mm de didmetro,
conectores de plastico, vdlvulas de pldstico e pedra porosa. Os potes foram perfurados para a
passagem da mangueira. No interior dos potes a mangueira foi conectada a pedra porosa. Na
outra ponta da mangueira foi conectada uma vdalvula, que por sua vez, foi conectada ao
compressor. A pedra porosa garante a formacdo de pequenas bolhas de ar que oxigenam a
solugdo nutritiva. A intensidade da formac@o de bolhas depende da vazdo de ar que passa pelo
sistema, o qual € ajustado pela vdlvula. O temporizador foi programado para funcionar a cada
45 minutos por um periodo de 15 minutos durante todo o dia. As placas de isopor foram
cortadas no formato dos potes. Dois furos foram feitos na placa de isopor para acondicionar as
mudas, que por sua vez, foram fixadas ao isopor coma utilizacao de fitas de espumas.

3.3.3 Solucao nutritiva

Foi utilizada a solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com algumas alteracdes
nos contetidos de P, conforme o experimento desenvolvido, ajustando sempre que possivel os
demais elementos quimicos o mais proximo possivel da concentragdo original. A
concentragdo dos nutrientes nas solucdes nutritivas estdo descriminados na Tabela 1.
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Tabela 1. Concentragdo dos nutrientes na solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) e nos
tratamentos com diferentes doses de P.

Nutriente

N-NO;
N-NH,4
P

K

Ca

Mg
S-S0,

Fe
Mn
B
Zn
Cu
Mo

Soluggode  TTTTTTTTT
Hoagland & Arnon (1950) T
Macronutrientes (mM)

14,00 15,00
1,00 -
1,00 0,05
6,00 6,00
4,00 5,00
2,00 2,00
2,00 2,48

Micronutrientes (uM)

89,61 89,61
9,11 9,11
16,3 16,3
0,76 0,76
0,31 0,31
0,10 0,10

------- Tratmentos

T2 T3
15,00 15,00
0,50 1,00
6,00 6,00
5,00 5,00
2,00 2,00
2,25 2,00
89,61 89,61
9,11 9,11
16,3 16,3
0,76 0,76
0,31 0,31
0,10 0,10

15,00

2,00
6,00
5,00
2,50
2,00

89,61
9,11
16,3
0,76
0,31
0,10

*T1, T2, T3 e T4, respectivamente, tratamentos com 0,05; 0,5; 1 e 2 mM de P.

3.3.4 Conducao do experimento

Mudas de M. arvensis foram cultivadas por 41 dias em sistema hidropdnico, variando-
se a concentragdo de P na solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950). As plantas foram
distribuidas em 4 tratamentos, cada um composto por 4 repeti¢des, totalizando 16 potes de 1,8
L com duas plantas cada. O sistema hidropdnico foi montado sobre bancadas dentro da
camara de crescimento vegetal do laboratério de bioquimica de plantas (UFRRJ). A
disposi¢do do sistema hidropdnico, dos tratamentos e dos pontos de medi¢ao da radiacdo
fotossinteticamente ativa estdo ilustrados nas Figuras 17 e 18.

Bomba
de Ar

T4,

T3,

T2,

T,

L

B

A

T4,

T3,

T2,

T,

T,

o

T2,

Ti.

T4,

T,

Croqui do experimento

Ponto de medicdo da radiagao

fotossintética.

Potes com 1,8 L contendo trés

plantas de M. arvensis.

Tubulagéo do sistema de aeragio
(bomba de ar — potes)

Figura 17. Posicionamento do sistema hidropdnico, dos tratamentos e dos pontos de medi¢do da
luminosidade do experimento montado na camara de crescimento vegetal. T1, T2, T3 e T4,
respectivamente, tratamentos com 0,05; 0,5; 1 ¢ 2 mM de P.
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Figura 18. Descricdo do método de coleta dos niveis de luminosidade e os valores obtidos aos 36 dias
de cultivo.

Diariamente o nivel da solucdo nutritiva foi acertado até 1,6 L. por vaso com adi¢do de
dgua destilada e o pH ajustado até 5,8 utilizando solu¢do de H,SO4 0,1N ou de KOH 0,1N.
Antes de qualquer intervencdo na solugdo, os valores de pH decorrentes das alteracdes
provocadas pela absor¢do de nutrientes pelas plantas, foram diariamente medidos e anotados.
A cada sete dias, as soluc¢des nutritivas correspondentes aos quatro tratamentos foram trocadas
por solugdes novas.

Ap6s a colheita, as partes das plantas foram fracionadas para as andlises das fracdes
soliveis (N-nitrato, N-amonio, N-amino e agtcares soliveis) descritos a seguir, pigmentos
fotossintéticos e atividades da nitrato redutase descritos previamente nos itens 3.2.3 e 3.2.4.

3.3.5 Extracao e analise das fracoes soluveis.

Para a extracdo hidroalcodlica bruta 1g de material vegetal das partes medianas da
raiz, caule e do 3° e 4° né das folhas foram pesadas, imersas em 10 mL de etanol 80% em
frascos com tampa e armazenados na geladeira. Em seguida, as amostras foram trituradas por
1 minuto com auxilio de um homogeneizador portitil, depois, filtradas e transferidas para
funil de separacdo, onde depois, foi acrescentado volume igual de cloroférmio. Apds uma
suave agita¢do a mistura ficou em repouso por 40 minutos. Ao fim deste periodo a fase apolar
foi descartada, a polar recolhida e avolumada até 50 mL com etanol 80%. O extrato foi
armazenado na geladeira e utilizado para a determinag@o de: a) acticares soldveis segundo a
metodologia de YEMM & WILLIS (1954); b) N-amino livre pelo método da ninidrina
segundo metodologia de YEMM & COCKING (1955); ¢) N-amo6nio segundo metodologia
colorimétrica de FELKER (1977) e d) N-nitrato segundo a metodologia proposta por
CATALDO et al. (1975).

3.3.6 Extracao do dleo essencial com diclorometano

A extracdo com solvente foi utilizada porque ndo foi possivel a obtencdo de folhas
sufucientes para a hidrodestilacdo. A metodologia utilizada consistiu na retirada de 3 g de
folhas da parte superior (3°, 4° e 5° nd) e inferior (6°, 7° e 8° nd), conforme Figura 19,
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seguido pela imersdo das folhas em 10 mL dos solventes, em tubo Falcon por 48 horas na
geladeira (=4 °C). Apds este periodo as amostras foram filtradas e a fase orgénica secas com
Na,SOq. Por fim, as amostras dos extratos foram e armazenadas no freezer a -20 °C negativos,
até a andlise por CG/EM.
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Figura 19. Esquema de separacio de amostras para a extra¢do de 6leo essencial das folhas da parte
superior e inferior das plantas de M. arvensis.

3.3.7 Analise quimica do dleo essencial

A metodologia utilizada na analise por CG/EM e na identifica¢do dos componentes do
6leo essencial foram semelhantes as descritas no item 3.1.7, exceto quanto a programacao,
que foi a seguinte: temperatura do forno de 60 °C (Ti) por 2 min, 60-110 °C, 2°C/min; 110-
150 °C, 3°C/min e 150-290 °C, 15°C/min, mantidos por 15 minutos. As temperaturas do
injetor e do detector foram 220 °C e 250 °C, respectivamente.

3.4 Experimento 4: Extracdo de Células Secretoras e Avaliacdo do Teor e do Perfil
Cromatografico do Oleo Essencial das Folhas de M. arvensis L., com Diferentes Idades.

3.4.1 Material vegetal, produciao de mudas e canteiros

A obtencdo do material vegetal, a produg¢do das mudas e o plantio foram realizados
conforme descrito previamente nos itens 3.1.1 a 3.1.3.

3.4.2 Conducao do experimento

Mudas de M. arvensis foram cultivadas até atingirem aproximadamente 45 dias de
idade. Em seguida, 3,5 g de amostras de folhas do 4° e 5° né foram separadas em
quadruplicata, para a extragdo das células secretoras, conforme a metodologia descrita a
seguir.

Para quantificacdo do teor e analise do perfil cromatografico, em funcdo da idade das
folhas de M. arvensis, foram separadas amostras de folhas do 3°, 4° e 5° n6 (superiores) e 6°,
7° e 8° nd (inferiores) em triplicata e quantidade suficiente para a extragcdo por
hidrodestila¢do, conforme descrito previamente no item 3.1.6 A analise do 6leo essencial foi
realizada conforme descrito no item 3.1.7.
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3.4.3 Extracao, isolamento e quantificacio de células secretoras

Este procedimento visou extrair as células secretoras presentes nos tricomas
secretores, localizados nas faces adaxial a abaxial das folhas, com a finalidade de se
desenvolver estudos em biologia molecular. O material extraido foi filtrado em trés filtros
com malha de didmetros decrescentes, de forma a concentrar as células de interesse no dltimo
filtro. A suspensdo de células secretoras foi entdo armazenada até sua utilizacdo no
procedimento de extracdo do RNA total. Esta técnica foi desenvolvida por Gershenzon et al.
(1992) e modificada para a extracdo de RNA total por Lange et al. (2000).

3.4.3.1 Extracdo das células secretoras

Folhas do 3° e 4° nd, totalmente expandidas, foram colhidas, das quais 3,5 g foram
imersos em uma solugdo contendo 1 mM de acido aurintricarboxilico, 5 mM de tiouréia e 2
mM de ditiotreitol, por uma hora a 4°C. Em seguida, as amostras de folhas foram transferidas
para um reservatorio com capacidade para 50 mL, no qual foram adicionados 20 g de contas
de vidro com 0,5 mm de didmetro, 3,5g da resina XAD—4 e tampdo de extra¢do contendo 25
mM de Hepes com pH 7,3; 200 mM sorbitol; 10 mM sacarose; 0,5 mM de NaH,POy4; 0,6%
(m/v) de metilcelulose; 1% (m/v) de polivinilpirrolidona (PVP M, 40.000); 1 mM acido
aurintricarboxilico; 5 mM de tioureia e 2 mM de ditiotreito DTT. Em seguida o reservatdrio
foi acoplado ao disruptor de células (Bead-beater da Biospec Product) e a potencia do motor
foi ajustado com auxilio de um reostato para funcionar entre 75 e 90 volts. Em seguida o
equipamento foi ligado por 15 segundos, por duas vezes, com intervalo de 15 segundos. Este
procedimento foi realizado buscando-se manter a temperatura entorno de 4°C.

3.4.3.2 Isolamento das células secretoras

Depois do processo abrasivo (método de extracdo), todo o extrato obtido foi vertido
sobre uma malha de nylon com 350 pum de porosidade, o material filtrado foi recolhido e
novamente filtrado em uma malha de nylon com 100 pm de porosidade e, depois, em uma
malha com 20 pum de porosidade. Para aumentar a eficiéncia no processo de filtragem os
filtros foram rinsados com tampéo de extracdo sem PVP e metilcelulose. O material retido na
malha de 20 um foi recolhido e transferidos para tubos, em seguida centrifugados a 10.000
gravidades, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi armazenado em N, liquido.
Todo o procedimento foi realizado a 4°C.

3.4.3.3 Quantificacdo das células secretoras

Apés a etapa de isolamento das células secretoras (antes da centrifugacdo) duas
aliquota de 10 pL. de cada amostra foram pipetadas sobre uma placa de contagem de células
(Neubauer improved bright-line da Optik Labor). A contagem foi realizada nos quadrados
grandes com volume igual a 0,1 mm’. Foram realizadas 18 contagens por amostra e a média
obtida foi transformada em concentracdo de células secretoras por mililitro de suspensdo. Para
efeito de contagem considerou-se apenas o agrupamento contendo 8 células secretoras em
formato radial, chamado de disco ou cabega secretora.
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3.5 Experimento 5: Efeito da Luminosidade Sobre a Producio e a Qualidade do Oleo
Essencial de M. arvensis L. Cultivada por Hidroponia.

3.5.1 Material vegetal, producio de mudas e sistema hidroponico

A obtencdo do material vegetal, a produg¢do das mudas e o plantio foram realizados
conforme descrito previamente nos itens 3.1.1 e 3.1.2 O sistema hidroponico foi montado,
conforme descrito anteriormente no item 3.3.2.

3.5.2 Solucao nutritiva

Foi utilizada a solug@o nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com alteragdes nos
conteidos de N, ajustando sempre que possivel os demais elementos quimicos o mais
proximo possivel da concentragdo original. A concentragdo dos nutrientes utilizados no
experimento estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracio dos nutrientes na solu¢do nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) e na solug@o
adaptada para 2 mM de N-NO; e 2mM de N-NH,".

Solugdo de

*k 1 ~
Nutriente Hoagland & Arnon (1950) Solucdo Adaptada
Macronutrientes (mM)
N-NO; 14,00 2,00
N-NH,4 1,00 2,00
p 1,00 1,00
K 6,00 6,00
Ca 4,00 5,00
Mg 2,00 2,00
S 2,00 9,50

* Micronutrientes (veja Tabela 1)

3.5.3 Controle da luminosidade

O experimento foi montado sobre quatro bancadas de madeira suspensas por estruturas
de metal, dentro da casa de vegetagdo do Departamento de Quimica (UFRRJ). Trés bancadas
foram construidas para receber uma cobertura extra (sombrite) que permitiu a reducdo da
luminosidade sobre os potes. A bancada sem o sombrite foi designada como tratamento com
100% de luminosidade e, as demais, designadas como tratamentos com 75, 50 e 25% de
luminosidade, conforme o sombrite utilizado na bancada. Cada bancada recebeu 6 potes de
plasticos totalizando 24 potes, cada um com 2 plantas. A disposi¢do dos tratamentos e dos
pontos de medicao da radiag@o fotossinteticamente ativa estdo ilustrados na Figuras 20.
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Figura 20. Posicionamento dos tratamentos e os pontos de medi¢do da luminosidade do experimento
montado na casa de vegetacao.

3.5.4 Conducao do experimento

As plantas de M. arvensis foram cultivadas por 43 dias em sistema hidropdnico
utilizando solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com 2 mM de N-nitrato + 2 mM de
N-amonio (Tabela 2). Diariamente o nivel da solu¢@o nutritiva foi acertado até 1,6 L por vaso
com adicdo de dgua destilada e o pH ajustado até 5,8 utilizando solu¢do de H,SO4 0,1N ou de
KOH 0,IN. Antes de qualquer intervencdo na solucdo, os valores de pH decorrentes das
alteracdes provocadas pela absor¢@o de nutrientes pelas plantas, foram diariamente medidos e
anotados. A cada sete dias, as solu¢des nutritivas foram trocadas por solugdes novas.

Ap6s a colheita, as partes das plantas foram fracionadas para as andlises das fracdes
soliveis (item 3.3.5), pigmentos fotossintéticos (item 3.2.3), atividades da nitrato redutase
(item 3.2.4), extra¢do do dleo esencial por hidrodestilacdo (item 3.1.6), andlise quimica do
6leo essencial (3.1.7) e extragdo de células secretoras (3.4.3) As analises em material seco,
obtencdo do extrato protéico, atividade das enzimas da via de assimilacdo de N, o estodo
histoquimico, a contagem de tricomas por unidade de drea foliar e a andlise da expressdo
génica por PCR em tempo real serdo descritas a seguir.

3.5.5 Digestao e analises em material seco

As amostras de material vegetal das partes da planta (raiz, caule e folha) foram secas
em estufa a 60°C com circulag@o de ar, depois, trituradas e homogeneizadas em processador.
Em seguida, o material foi peneirado e duas amostras 200 mg foram retiradas e envelopadas
em papel de cigarro, para a digestdo sulfirica, segundo metodologia proposta por TEDESCO
(1982). O material digerido foi utilizado para quantificacdo de N-total e P segundo
TEDESCO (1982).

3.5.6 Extrato protéico

Para a determinacdo da atividade das enzimas glutamina sintetase (GS), glutamato
desidrogenase (GDH) e Glutamato sintase (GOGAT), duas amostras de 200 mg de material
vegetal das partes medianas da raiz, caule e do 4° né das folhas foram pesadas, identificadas e
armazenadas no N, liquido. Em seguida, com auxilio de pistilo e almofariz, as amostras
foram trituradas até a formacdo de um pd, ao qual foi adicionado 0,6 mL de tampdo de
extracdo contendo: de 100 mM de Hepes pH 7,5, 1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 10 mM
de DTT, 1,5% (m/v) de PVPP e 30% (v/v) de glicerol. As amostras foram homogeneizadas
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por mais um minuto, transferidas para microtubos, centrifugadas a 14.000 gravidades por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado no freezer a 80°C negativos. Depois, o contetido
de proteina total soldvel presente no extrato protéico foi determinado segundo a metodologia
descrita por BRADFORD (1976).

3.5.7 Atividade das enzimas glutamina sintetase, glutamato sintase e glutamato
desidrogenase

Para a determinagdo da atividade da glutamina sintetase (GS, EC 6.3.1.2) foi utilizada
a metodologia de FARDEN & ROBERTSON (1980) com algumas modifica¢des, conforme
descrito adiante. Uma aliquota de 75 pL. do extrato protéico foi adicionado a 925 pL de
tampao de reacdo contendo 50 mM de imidazol-HCL pH 7,5; 5 mM de hidrolxilamina
(neutralizada com Tris até pH 8), 20 mM de MgCl,; 25 mM de L-glutamato, 5 mM de b-
mercaptoetanol e 5 mM de ATP. Os tubos foram incubados a 30°C e, imediatamente apds 30
minutos, a reagfo foi paralisada com a adi¢do de 700 pL de uma solugdo contendo 4% (m/v)
de TCA e 3,2% (m/v) de FeCls anidro preparado em HCl 0,05N. A reagdo controle foi
conduzida sem adi¢cdo de ATP ao tampao de reacdo. A atividade da GS foi determinada
colorimetricamente em 540 nm.

Para a determinacdo da atividade da glutamato sintase (GOGAT, EC 1.4.7.1) foi
utilizada a metodologia descrita por SCHIAVON et al. (2008). Com algumas modificagdes,
conforme descrito adiante. Uma aliquota de 150 pL do extrato protéico foi adicionado a 1350
pL de o tampao de reacdo contendo 25 mM de Hepes pH 7,5; 2 mM de L-glutamina, 1 mM de
a-cetoglutarato, 0,1 mM de NADH e 1 mM de Na;EDTA. Iniciou-se a reagdo com a adicdo
do extrato protéico, em seguida, a atividade foi determinada em espectrofotdmetro, no
comprimento de 340 nm, acompanhando a oxidagdo do NADH, no intervalo de 5 minutos.

Para a determinacdo da atividade da glutamato desidrogenase (GDH, EC 1.4.1.24) foi
utilizada a metodologia descrita por TURANO et al. (1996). Com algumas modificacdes,
conforme descrito adiante. Uma aliquota de 75 pL do extrato protéico foi adicionado a 1350
pL de o tampao de reacdo contendo 100 mM de Tris-CI pH 8, 1 mM de CaCl,, 50 mM de
(NH4)>SO4, 13 mM a-cetoglutarato e 0,25 mM de NADH (para a atividade aminagdo da
GDH) ou 100 mM de Tris-CI pH 9,3; 1 mM de CaCl,, 35 mM de L-glutamato e 0,25 mM de
NAD™ (para a atividade desamina¢io da GDH). Iniciou-se a reacdo com a adi¢do do extrato
protéico, em seguida, a atividade foi determinada em espectrofotometro, no comprimento de
340 nm, acompanhando a oxidacdo ou redu¢do do NADH, no intervalo de 5 minutos.

3.5.8 Anatomia e histoquimica dos tricomas secretores em Mentha arvensis

A espécie utilizada, Mentha arvensis (IAC-701), foi cultivada durante 43 dias em um
experimento na casa de vegetagdo do Departamento de Quimica (UFRRJ), conforme
metodologia descrita anteriormente, o qual possibilitou o estudo anatdomico e histoquimico,
das folhas expandidas do terceiro e quarto nd, em microscopia de luz.

3.5.8.1 Anatomia e contagem dos tricomas secretores

O material para o estudo anatdmico constou de amostras da regido do terco médio da
lamina foliar, das quais foram obtidas seccdes transversais. No preparo das laminas
semipermanentes, foram utilizadas amostras de material fresco, fixadas em FAA 70% (acido
acético, formol e 4lcool etilico 70%), estocadas em alcool 70% (JOHANSEN, 1940) e
seccionadas com auxilio do micrétomo de Ranvier. As sec¢des (10—12 um) foram clarificadas
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com hipoclorito sédio a 20%, neutralizadas em 4gua acética 1%, lavadas em 4gua destilada,
coradas com mistura de azul de astra-safranina (BUKATSCH, 1972), montadas entre lamina e
laminula com glicerina a 50% (STRASBURGER, 1924) e lutadas com esmalte incolor.

Para a contagem dos tricomas, foram feitas observagdes em vista frontal das faces
adaxial e abaxial das folhas, as quais foram diafanizadas de acordo com a técnica (FOSTER,
1949). Em seguida, as folhas foram coradas com Safranina, montadas em ldmina e laminula
utilizando glicerina 50% (STRASBURGER, 1924) e lutadas com esmalte incolor. O célculo
da densidade de tricomas secretores foi realizado contando-se 30 campos no microscépio de
luz, do qual obteve-se a média aritmética equivalente a um mm? de drea.

3.5.8.2 Histoquimica dos tricomas secretores

Para verificar os diferentes compostos quimicos presentes nos tricomas secretores € a
natureza das paredes celulares, foram utilizadas sec¢des de material fresco, as quais foram
tratadas com Sudan IV (JOHANSEN, 1940) e Sudan Black B (PEARSE, 1980) para
identificar lipideos em geral; Dicromato de potdssio 10% (GABE, 1968) para detectar
compostos fendlicos; Vermelho de ruténio a 0,02% para identificacdo de substancias pécticas
(JENSEN, 1962); xylidine ponceau (CORTELAZZO & VIDAL 1991, AMARAL et al. 2001)
para deteccio de proteinas; Acido periédico/Reagente de Schiff (PAS) para identificar
polissacarideos neutros (CORTELAZZO 1992, TABOGA & VILAMAIOR 2001, AMARAL
et al. 2001). Foi aplicado tratamento controle para os testes histoquimicos de acordo com a
indica¢do dos respectivos autores acima citados.

3.5.9. Avaliacdo por PCR em tempo real da expressao dos genes que codificam para as
enzimas da rota de sintese do mentol.

3.5.9.1 Extracdo do RNA total

Todo o processo foi realizado a 4 °C com o objetivo de parar a agdo das ribonucleases.
A metodologia utilizou o cloreto de litio para precipitar preferencialmente o RNA. As
amostras contendo os tricomas peltados foram trituradas em 850pul de tampao de extracdo
SDS 2%, com auxilio do grau e pistilo. Em seguida, os extratos obtidos foram transferido por
pipetagem para microtubos de 2,0 mL, os quais foram incubados por 30 minutos a 60°C com
agitacilo a cada 5 minutos. Depois, foram adicionados mais 850uL de
Fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico e os tubos agitados por 1minuto no vortex, seguido de
centrifugacio por 30 minutos a 20.000 gravidades e 4°C. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa
foi transferida por pipetagem (5x150 pL) para um novo tubo, ao qual foram adicionados 75l
de CTAB 10% + NaCl (1,4M), seguido de agitacdo no vortex por 30 segundos. A seguir,
foram adicionados 825pl de cloroférmio:alcool-isoamilico, agitados por Iminuto no vortex e
centrifugar por 30 min. a 20.000 gravidades e 4°C. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa foi
transferida por pipetagem (5x 145ulL) para um novo tubo, ao qual adicionou-se 0 mesmo
volume (725uL) de LiCl (6M) tratado com DEPC e diexou-se em repouso a 4°C por 16 horas,
no isopor com gelo, dentro da geladeira. Apés o periodo de repouso, as amostras foram
centrifugar por 15 minutos a 20.000 gravidades e 4°C e o pellet formado foi resuspendido
novamente com 1 mL de LiCl (3M) e precipitado por centrifugacdo a 15 minutos, 20.000
gravidades e 4°C. Na etapa seguinte o precipitado formado foi resuspendido com 250uL de
dgua destilada DEPC,depois, foram adicionados 25uL de NaOAc (3M) tratado com DEPC +
825 uL de etanol absoluto gelado, o qual ficou no freezer —20°C por duas 48 horas. Apés este
periodo, as amostras passaram por outra centrifugacdo de 15 minutos a 20.000 gravidades e
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado. Apds outra centrifugacdo de 15

39



minutos a 20.000 gravidades e 4°C, o etanol foi descartado com auxilio de uma pipeta e a
umidade foi eliminada do precipitado com auxilio de um banho seco (a 55°C). Por fim, o
precipitado foi resuspendido com 10 pl de 4gua DEPC e armazenado a -80 °C.

3.5.9.2 Quantificacdo do RNA total extraido

Aliquotas do RNA foram examinadas em espectrofotdmetro NanoDrop ND 2000 e as
razdes de absorbancia A260/A230 e A260/A280 foram usados para avaliar a pureza da
amostra, em seguida, a concentracio de RNA total foi determinada considerando que 1
unidade de absorbdncia a 260 nm equivale a 40 ug.mL’1 de RNA, conforme instrug¢des
contidas no manual do aparelho. Apds a quantificacio, com o objetivo de verificar a
qualidade do RNA extraido, uma aliquota do RNA total foi diluida para a concentracéo de 1
ug.uL'1 para visualizacido em gel de agarose (1,5%) com brometo de etidio.

3.5.9.3 Tratamento do RNA total com DNAse

Para tratamento do RNA total foi utilizado o kit Deoxyribonuclease I, Amplication
grade da Invitrogen. Para cada 1 ug de RNA total tratado, utilizou-se 1 puL. de tampdo de
reacdo (10x), 1 pL da enzima DNAse I (1U.uL-1) e dgua para o volume total de 10 pL de
reacdo. Em seguida, as amostras foram incubadas no termociclador a 25°C por 15 minutos,
depois, foi adicionado 1 pl. de EDTA 25 mM (para cada 1 pg de RNA tratado), por fim, as
amostras foram incubadas em termociclador a 65°C por 10 minutos para inativacio da enzima
DNAse.

3.5.9.4 Sintese de cDNA fita simples (ss cDNA)

A sintese de cDNA fita simples foi feita a partir das amostras de RNA total que foram
previamente tratadas e quantificadas. Para este procedimento utilizou-se o kit de sintese de
cDNA da Applied Biosystems. A reacdo foi realizada conforme as especificacdes do
fabricante: 5 uL de 10xTagMan RT buffer, 11 uL. de MgCl, 25 mM, 10 pLL de dNTPs mix, 2,5
pL de primer oligo-dT, 1 pL. de RNAse inhibitor, 1,25 pLL da enzima MultiScribeTM reverse
Transcriptase 50 U.uL'l, até 11 pL de amostra de RNA tratado com DNase (mdximo de 1 pug
de RNA total) e 4gua para avolumar em 50 pL.. A reacgdo foi realizada no termociclador com
a seguinte programacao: 25 °C por 10 minutos, 48 °C por 30 minutos e 95 °C por 5 minutos.

3.5.9.5 Construgdo dos iniciadores

As seqiiéncias dos RNAs mensageiros da planta de M. arvensis foram obtidas no
banco de dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Depois, com o auxilio do programa Primer Express® 3.0 da
Applied Biosystems, foram construidos os iniciadores (primers) especificos para as
seqiiéncias do RNAs mensageiros pesquisados para a espécie M. arvensis. Para cada gene
foram desenhados dois iniciadores: forward e reverse (Tabela 3).
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Tabela 3. Relacdo dos genes e dos primers utilizados nas andlises de expressdao génica em plantas de

M. arvensis.
Gene ---------mmemmmmemmeee e Primer ---------------------

Nome Acesso Forward /reverse

. . F. 5-GTTCGTTGGTCGTCCTTCGT-3’
Limoneno sintase EF426463 R: 5" CACCGAGGTTCCC TC. 3

. . . F: 5-TGCAGAAGGATAGCCAGATCAA- 3’
Limoneno-3-hidroxilase EF546776 R: 5-GCTGAGAACGTGTCGAAGATGA- 3

.. . F: 5-AGCTACGTCCACTGCGACATC- 3’
Isopiperitenol desidrogenase EF426465 R: 5~ AGGTTGAGGCGGTCCAATC- 3
Isopiperitenona redutase EF426466 ESS-— TC"TI%%CCCTITGASCACACT/STC'}TTCCC??T?S
F: 5"-CCGAAGGCGTCCACAACT-3
Pulegona redutase EF426467 R 5-CGACAAACCCTTGCATACGA- 3
. F: 5-GGCTTTGTTGCCCAATGG- 3
Mentol desidrogenase EF426468 R: 5-GATTTAGTACAAGGACAAGGCTTCCT- 3
. F. 5-GATTCTACGCCTACATCCACCTTT-3

Mentofurano sintase EU108707 R: 5-CGAGCATGTIGGCGTCTTG- 3
*RNA ribossomal 18S DQ667325 F: 5 "CGGOCGTCTATCAAATGICA - 3

R: 5-CGCATTTCGCTACGTTCTITCA-3

*QGene constitutivo (padrdo interno)

Os iniciadores construidos foram analisados pelo programa Oligo Analyser (software
de uso livre, http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware/), para verificacdo das seguintes
caracteristicas dos pares de iniciadores: tamanho da seqiiéncia, temperatura de anelamento,
quantidade de nucleotideos G e C, potencial dos iniciadores para formar estruturas
secundarias (self annelling e loops). Depois de definidas as seqiiéncias dos iniciadores, os
mesmos foram alinhados para verificar se existe similaridade com outras seqiiéncias de RNA
mensageiro da planta de M. arvensis. Em seguida as seqiiéncias dos iniciadores construidos
foram enviadas para sintese pela empresa Invitrogen.

3.5.9.6 Pré-amplificag@o dos genes de interesse

Como os genes de interesse possuem baixa expressdo e a quantidade de RNA na
amostra € reduzida, foi proposta uma pré-amplificagdo utilizando o Kit de PCR da Applied
Biosystems. A reacdo foi realizada conforme as especificacdes do fabricante: 2,5 plL. de
10xTag DNA Polymerase buffer, 0,75 pL. de MgCl, 25 mM, 0,5 pL de dNTPs mix 10mM,
3,47 pL de primer mix Forward e Reverse 3,6 uM, 6 puL de amostra de cDNA, 0,25 pL da
enzima Tag DNA Polymerase recombinat 50 U.uL™" e dgua para atingir 25 pL. A reagdo foi
conduzida em termociclador com a seguinte programacgdo: 94°C por 3 minutos, (94°C por 45
segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos) x 15 ciclos e 72°C por 10 minutos
para extensdo final. Apds a PCR, as amostras foram diluidas 1000 e 10000 vezes para os
genes de interesse e o padrdo interno, respectivamente.

3.5.9.7 PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, de acordo com as
recomendacdes do fabricante: 3 pL da mistura de primers (forword + reverse); 6 pL de
“SYBR® Green PCR Master Mix” e 3 puL da amostra proveniente da pré-amplificacio e
diluida 100x (genes de interesse) e 10000x (padrdo interno). A mistura foi centrifugada na
placa a 4.000 rpm por 3 minutos e levada para o aparelho de PCR em tempo real. Essa técnica
permitiu analisar a expressdo génica em tempo real a medida que o gene foi amplificado. Para
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a reacdo foram usados os iniciadores (primers) especificos para cada gene. Os produtos de
PCR foram detectados com “SYBR® Green PCR Master Mix” da Applied Biosystems.

3.5.9.8 Célculo da expressao relativa dos genes

Utilizando a plataforma StepOne Software v2.1 da Applied Biosystems, foram obtidos
os valores da Cr (cycle threshold) ou ciclo limite, que corresponde ao nimero de ciclos da
PCR em tempo real no qual um sinal fluorescente é detectado, acima da florescéncia de fundo
e, exatamente, na fase exponencial da reacdo (POLANCZYK et al., 2004). Com base nos
valores de Cy, relativo aos genes constitutivos e os genes alvo de estudo, e utilizando o
método 2724¢; (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), foram calculados os valores de expressao
dos genes entorno de um tratamento referéncia, ao qual é designado o valor de 100%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1: Avaliacdo do Perfil Crom}atogréﬁco do Oleo Essencial de Mentha
arvensis L. Obtido Por Arraste Com Vapor de Agua e Solventes Orginicos

4.1.1 Perfil cromatografico dos dleos essenciais

Entre os solventes utilizados o etanol, o metanol e o acetato de etila apresentaram
perfis cromatograficos pobres em relagdo aos constituintes analisados, demonstrando nao
serem bons solventes para a extracdo dos componentes do 6leo essencial. Ao contrario, 0s
solventes: diclorometano, éter etilico e de petréleo apresentaram perfis cromatograficos ricos

e com a presenca das principais substincias comuns no 6leo essencial de M. arvensis (Figura
22).
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Figura 21. Cromatograma de fons totais (CG/FID) do 6leo essencial extraido das folhas de M.
arvensis utilizando o método hidrodestilagdo (A), utilizando o solvente diclorometano (B), eter de
petréleo (C), eter etilico (D), etanol (E) e acetato de etila (F). Monoterpenos: limoneno (1),
isopulegol (2), mentona (3), isomentona (4), neomentol (5), mentol (6), piperitenona (7) e acetato
de mentila (8).
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Figura 21. Continuacio.
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Figura 21. Continuacio.
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Os cromatogramas provenientes dos extratos obtidos a partir de diclorometano, éter
etilico e éter de petrdleo, apresentaram de forma intensa a presenga de substincias com maior
massa molar e outras que normalmente nio estdo presentes né 6leo essencial, contudo na
impossibilidade de se realizar a extragdo por arraste com vapor de dgua, em funcdo de pouca
disponibilidade de material vegetal a extracdo com solventes é uma solugao vidvel.

Os resultados apresentados confirmaram que a utilizagdo de diferentes solventes
organicos, no processo de extracdo dos componentes do 6leo essencial, tem efeito direto no
perfil e na concentracdo dos componentes analisados por cromatografia em fase gasosa. Um
dos métodos utilizados para identificar um componente de um O6leo essencial, em
cromatografia em fase gasosa, é a determinacdo do seu indice de retencdo de Kowats (KI).
Este indice é determinado através da injecdo de uma mistura de n-alcanos com tempo de
retencdo e ordem de eluicdo conhecidos juntamente com o 6leo que terd seu indice calculado.

Neste trabalho, a composi¢cdo quimica do O6leo essencial da M. arvensis foi
determinada com o auxilio do indice de retencdo médio de cada componente e a comparacao
com os espectros de massa destes com os padrdes de igual indice de reten¢do encontrados na
literatura (ADAMS, 1995) (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao quimica do 6leo essencial de M. arvensis obtido por hidrodestilagao.

ltr Substéincia IK IR Porcentagem (%)
8,630 a-pineno 939 938 0,077
9,863 sabineno 976 979 0,063
10,055 f-pineno 980 985 0,137
10,317 mirceno 991 993 0,155
10,588 3-octanol 993 1002 0,148
11,683 limoneno 1031 1036 0,380
11,817 (Z)-ocimeno 1040 1040 0,104
12,167 (E)-ocmeno 1050 1049 0,046
12,982 cis-hidrato de sabineno 1068 1076 0,034
13,427 isoterpinoleno 1086 1090 0,022
13,744 terpinoleno 1088 1099 0,077
13,914 linalool 1098 1105 0,035
15,270 neo-isopulegol 1145 1148 0,031
15,597 isopulegol 1146 1158 0,413
15,855 mentona 1154 1166 5,822
16,135 isomentona 1164 1175 2,657
16,264 neomentol 1165 1179 1,603
16,599 mentol 1173 1190 72,659
17,682 (Z)-ocimenona 1231 1226 0,029
18,406 pulegona 1237 1250 0,050
18,771 cis-mirtanol 1252 1262 0,031
18,899 Piperitona 1252 1266 2,200
19,803 acetato de mentila 1299 1297 8,544
20,525 6-OH-carvotonacetona 1304 1322 0,009
22,649 acetato de carvacrol 1371 1397 0,174
23,198 [-elemeno 1391 1417 0,350
23,676 [-cariofileno 1433 1435 0,650
24,652 a-humuleno 1454 1472 0,292
25,317 germacreno D 1480 1497 1,346
25,707 germacreno B 1494 1512 0,189
26,206 a-farneseno 1508 1532 0,011
27,786 germacrenol 1574 1494 0,010
Total 98,227

"Tr, tempo de reteng¢@o (minutos). IR, ( indice de retencdo) medida relative ao n-alcanos (Cg-Cyg ) em coluna
apolar conforme descrito no material e métodos
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Em sua grande maioria, o mercado de dleos essenciais € abastecido por 6leo extraido
por hidrodestilacdio ou arraste com vapor d’dgua (BIZZO et al., 2009; SIMOES e SPITZER,
2001; SANTOS, et al., 2004; SERAFINI e CASSEL, 2001). Estas técnicas sao mais
acessiveis, pois, necessitam de baixo investimento financeiro e técnico, entretanto, expdem as
substancias extraidas a condi¢des indesejadas, como altas temperaturas e exposicao ao ar, que
pode levar a gerag@o de artefatos.

Existem meios de se evitar a perda de qualidade do 6leo essencial que se inicia com
cuidados durante a colheita, a extracdo e o armazenamento do 6leo essencial (BLANK et al.,
2007). Contudo, neste experimento buscou-se avaliar o perfil qualitativo dos dleos essenciais
extraidos com diferentes solventes e por arraste com vapor d’agua.

4.1.2 Analise do mentol extraido do dleo essencial de Menta arvensis

Apbs o processo de extracdo do Sleo essencial por arraste com vapor d’dgua, o
hidrolato obtido foi resfriado a 4 °C, em seguida observou-se a turvacdo da solucdo e a
formacdo de uma massa, a qual foi separada cuidadosamente. Esse material apresentava forte
aroma semelhante ao do mentol, formando cristais translicidos apds a secagem. A analise
CG/EM desse material gerou o espectro de massa com picos de m/z: 138, 123, 109, 95, 81
(100%), 55 e 43, que estdo de acordo com os espectros de massa para a molécula do mentol
(ADAMS,1996) e o padrao analitico injetado nas mesmas condi¢des (Figura 22 e 23).
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Figura 22. Espectro de massa do mentol extraido das folhas de M. arvensis por
hidrodestilagdo.
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Figura 23. Proposta de fragmentografia do mentol extraido das folhas de M. arvensis por
hidrodestilacao.

4.2 Experimento 2: Determinacio da Folha Modelo Visando Analises do Metabolismo
nas Plantas de Mentha arvensis

Muitos dos trabalhos que se propdem a estudar aspectos bioquimicos relacionados as
plantas do género Mentha, ndo apontam especificamente qual folha ou folhas foram utilizadas
para as andlises laboratoriais, como: fracdes soltiveis nitrogenadas; teores de compostos ricos
em energia, como acucares e formas orgénicas de fdésforo e contetidos de macro e
micronutrientes (SINGH e SINGH, 1968; SINHA e SINGH, 1982; 1984; GARLET e
SANTOS, 2008)

Entretanto, alguns trabalhos fazem referéncia a um conjunto de folhas utilizadas para
as andlises, como exemplo, o trabalho apresentado por CLARK e MENARY (1980) que
especificou as folhas jovens totalmente expandidas as que foram utilizadas para a
determinagdo de parametros fotossintéticos, o que sugere qualquer folha entre o 4° e 0 6° né.
Ao contrario, o trabalho se SINGH er al. (1999) apontou as folhas do 3° n6 as que foram
utilizadas para a quantificacdo de pigmentos fotossintéticos.

4.2.1 Pigmentos fotossintéticos nas folhas do 3°, 4° e 5° no.

Muitos trabalhos cientificos t€ém discutido a utilizagdo de diferentes solventes para a
determinacdo dos pigmentos fotossintéticos em plantas, gerando vdrias metodologias de
extragdo e quantificacdo de pigmentos. Contudo, o principal fator determinante diz respeito ao
tipo de solvente utilizado e suas conseqii€ncias sobre a velocidade de extracdo e a estabilidade
do pigmento extraido (PORRA et al., 1989).

48



Os solventes extraem os pigmentos com maior ou menor velocidade em fungdo de
suas caracteristicas fisico-quimicas e afinidade pelo soluto (WELLBURN, 1994), assim como
também possuem forte influéncia na estabilidade dos pigmentos, principalmente, as clorofilas
que se degradam facilmente em contato com o oxigénio e a luz (HISCOX e ISRAELSTAM,
1979).

Segundo HISCOX e ISRAELSTAM (1979), os teores de clorofila total extraidos com
DMSO a 64°C nio sofreram diminui¢do durante quatro dias consecutivos de estocagem,
tornando este solvente uma excelente alternativa se comparado ao metanol, acetona e éter.

Deste modo, a metodologia proposta por HISCOX e ISRAELSTAM (1979) foi
utilizada neste experimento e os resultados obtidos permitiram verificar que a velocidade de
extragdo dos pigmentos, em temperatura ambiente durante as primeiras cinco horas foi
constante (6,0 mg clorofila total por gms.hora™), quando aproximadamente 70% do total de
clorofila havia sido extraido (Figura 24).

A extragdo total foi completada por volta da 24* hora, com valores aproximados de 45
mg.gms'1 de pigmentos, sendo que ndo foi observado diminuicdo significativa dos valores
obtidos ao final de 120 horas, demonstrando a estabilidade do solvente no processo de
extragdo (Figura 24).
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Figura 24. Concentragdo dos pigmentos fotossintéticos em plantas de M. arvensis, em funcdo do
tempo, e do posicionamento da folha na planta. Folhas do 3°, 4° e 5° né. Plantas cultivadas sobre
luz natural (no periodo da medicdo os valores de radiacdo fotossinteticamente ativa foram
superiores a 2.000 pmol.m™.s™), Extracio com DMSO a frio, protegido da luz. Os valores de
concentracdo de pigmentos foram submetidos a andlise de regressdo nao linear. A curva representa
distribuicdo dos pontos a um nivel de significancia de 0,997 (altamente significativo) e coeficiante
de correlacdo variando de 0,997 a 0,987. As barras representam do desvio padrdo das amostras.

Ao comparar o processo de extracdo em temperatura ambiente com a temperatura
constante de 64° C, conforme proposto por HISCOX e ISRAELSTAM (1979), observou-se
que os valores obtidos foram semelhantes (aproximadamente 46 mg.gms'), sendo que no
processo a 64° C o tempo de extracio foi concluido em trés horas (Figura 25).
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Figura 25. Concentragdo e taxa entre os pigmentos fotossintéticos em plantas de M. arvensis, em
funcdo do posicionamento da folha na planta (3°, 4° e 5° nd). Plantas cultivadas sobre luz natural
(no periodo da medi¢do os valores de radiagdo fotossinteticamente ativa foram superiores a 2.000
umol.m™.s™). Extracio com DMSO a 64° C por 3 horas, protegido da luz. Letras diferentes no
mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrio
das amostras.

Nao foram observadas variacdes significativas entre os teores de clorofila a e b das
folhas do 3° ao 5° né (Figura 25), contudo, a relagdo entre os pigmento (clorofila a/b),
apresentaram uma pequena diferenca entre as folhas do 3° e as folhas do 4° e 5° nd, assim
como, a relacdo entre clorofila total e carotendides (c+x), nas folhas do 3° e 5° né.

Esperava-se que as folhas mais adultas apresentassem uma maior quantidade de
clorofila total em funcdo da maturagdo fisioldgica, como também, em fun¢do do
sombreamento que as ultimas folhas estavam expostas. Porém os resultados apresentados
mostraram apenas alteracdo nas relagdes entre os pigmentos o que, também, pode ser reflexo
da a exposicao a luz e/ou maturidade da folha (Figura 25).

As folhas das plantas que se desenvolvem sob baixa iluminacdo ou sombreadas
apresentam maiores teores de clorofila total e menores teores de carotenoides que as expostas
a alta incidéncia luminosa, entretanto, LICHTENTHALER e BUSCHMANN (2001)
observaram que a razdo entre clorofila a e b ¢ maior em plantas sob alta incidéncia luminosa e
menor sob baixa incidéncia luminosa.

Os resultados obtidos mostraram que mesmo ndao havendo variacdes nos teores de
pigmentos existe uma diferenca significativa nas razdes entre os pigmentos o que
provavelmente é um indicio de folhas com diferentes niveis de maturidade e, portanto, com
caracteristicas bioquimicas proprias.

Além disso, a metodologia proposta por HISCOX e ISRAELSTAM (1979), garante a
estabilidade do pigmento apds a extra¢do, permitindo que o protocolo seja desenvolvido
alguns dias apds a coleta do material, sem prejuizos as atividades do laboratério. Contudo,
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recomenda-se o armazenamento das amostras em DMSO na geladeira por um periodo
maximo de trés dias, em frasco ambar rosqueavel, seguido por extracio em banho-maria a
64°C.

4.2.2 Atividade da nitrato redutase nas folhas do 3°, 4° e 5° né.

A nitrato redutase é uma das enzimas da via de assimilacdo de nitrogénio, a qual é
responsdvel em converter o nitrato em nitrito no citossol das células. Esta é a primeira etapa
de reducdo do N-nitrico e é um processo extremamente endergdnico e limitante a
continuidade da via (FERNANDES e SOUZA, 2006).

A metodologia proposta por JAWORSKI (1971) para determinacdo da atividade
potencial da N.R. se da in vivo e o sucesso do procedimento depende que as amostras sejam
coletadas e processadas de forma pratica. Além disso, a uniformidade da amostra coletada
diminui a possibilidade de erros nos resultados obtidos.

Os resultados apresentados na Figura 26 mostram uma diferenga significativa entre as
folhas do 3° n6 e 4° nd., por outro lado, ndo foi constatada diferenca significativa entre as
folhas do 5° e 3° n6 e do 5° e 4° nd.
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Figura 26. Atividade da Nitrato Redutase em folhas do 3°, 4° e 5° n6 de plantas de M. arvensis.
Plantas cultivadas sobre luz natural, analise realizada no periodo da manha. Letras diferentes no
mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrio
das amostras.

O crescimento foliar e a produgdo de organelas sdo atividades que demandam muita
energia e as prioridades metabdlicas podem tornar os recursos para a reducdo do nitrato
escassos, portanto, diminuindo a atividade da NR. Esta seria uma possivel justificativa para os
menores valores de atividade da N.R. encontrados nas folhas do 3° né.

A atividade da NR demanda muita energia, principalmente poder redutor, proveniente
da degradagdo de glicidios e/ou fotossintese (FERNANDES e SOUZA, 2006). Contudo, em
fase de crescimento esta energia é direcionado principalmente para a construgdo de
macromoléculas estruturais, como parede celular e lipidios de membranas.

Considerando os aspectos analisados, pigmentos fotossintéticos e a atividade da NR,
os resultados obtidos nas folhas do 4° e 5° foram muito semelhantes, permitindo concluir que
estas folhas podem ser utilizadas como modelo para as anélise laboratoriais de rotina.
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4.3 Experimento 3: Efeito da Concentracéo de Fosforo Sobre a Producéo e a Qualidade
do Oleo Essencial de M. arvensis Cultivada por Hidroponia.

4.3.1 Conducio do experimento

Até o 17° dia do experimento as plantas aumentaram o pH da solu¢@o nutritiva acima
do valor 5,8; sendo que este aumento variou em funcdo da concentracdo de P na solucio
nutritiva. A partir do 21° dia do experimento as variagdes de pH apresentaram uma grande
oscilacdo entorno do ponto de correcdo (pH 5,8) e, também, em fungdo da troca das solugdes
nutritivas, exceto no tratamento com 2,0 mM de P (Figura 27).

7,5 1

7,0
6,5

6,0

pH

5,5

5o -0-0,05mMP y=-0,0327x+ 6,54
B —o— 0,50 MM P r=0,4609
——1,00mM P n=164
45 ——2,00mMP p <0,0001

4,0 T
12 3 456 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
Tempo (dias)
Figura 27. Variagdo média do pH na solugdo nutritiva para o cultivo de Mentha arvensis em funcio
dos teores de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM de P) e do tempo. Linha pontilhada representa o valor de

ajuste didrio do pH da solugdo nutritiva (pH= 5,8). Linha continua representa a regressao linear de
todos os pontos. Os tridngulos de cor preta representam os dias de troca da solug@o nutritiva.

Foram observadas duas fases distintas, at¢é o 17° dia e apds este marco. O
comportamento inicial mostra a alcalinizacdo da solug@o nutritiva, o qual estd relacionado
com a fase inicial de crescimento das plantas, quando a disputa por nutrientes na solucio
nutritiva ndo € intensa. A segunda fase apresenta uma forte oscilacdo no pH e a acidificacio
mais intensa da solugdo, com um padrdo repetitivo associado ao dia de troca da solucdo
nutritiva (Figura 27, tridngulos pretos).

A oscilacdo nos valores de pH é uma resposta das plantas a disponibilidade de
nutrientes na solugdo nutritiva. Foi observado que nos primeiros dias que sucedem a troca da
solugd@o nutritiva ocorre a alcaliniza¢do do pH e nos dias seguintes a acidificacao.

A faixa de pH adequada ao melhor desenvolvimento das culturas, geralmente estd
entorno de 5,8. Este valor estd relacionado principalmente a disponibilidade de nutrientes na
solugdo. Por isso, constantemente a planta altera o pH da rizosfera, para facilitar a absor¢do de
determinados nutrientes, sobretudo os anidnicos, como fosfatos e nitratos que sdao absorvidos
através do transporte simporte, acompanhados com H" (FERNANDES & SOUZA, 2006).

A absor¢io do P ocorre através de um simporte acompanhado com 3 a 5 H', o que
justifica a alcalinizacdo da solugf@o, durante a absorcdo deste nutriente. Como o P é um
elemento quimico de grande demanda na planta, ela utiliza de artificios para captar este
nutriente com maior facilidade. Dentre os artificios mais comuns a planta bombeia H" do
citossol para a solucdo nutritiva, a um custo energético elevado (hidrélise de ATP), que
culmina com a acidificagio da solucio.

Deste modo, a planta no periodo de grande competicdo pelo nutriente acidifica o meio
nutritivo para captar o fésforo, em seguida a absor¢do gradual deste nutriente a planta acaba
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alcalinizando o meio, até o momento da préxima troca de solu¢do, quando o processo se
repete (FERNANDES & SOUZA, 2006).

4.3.2 Pigmentos fotossintéticos

A primeira etapa da fotossintese comeca na captacdo de energia luminosa pelos
pigmentos, nos complexos de captacdo de luz (CCL), transferéncia dessa energia até os
fotossistemas e utilizacdo desta energia para produzir ATP e NADPH.

Qualquer fator que perturbe o funcionamento adequado dos CCL pode interferir
diretamente no fluxo de elétrons nos fotossistemas e causar diminuicdo no rendimento de
ATP e NADPH.

As diferentes concentracdes de fosforo na solugdo nutritiva ndo provocaram efeitos
drésticos na concentragdo dos pigmentos, contudo, no tratamento com 0,05 mM de P houve
uma pequena reducdo na concentracdo de clorofila a € no tratamento com 2 mM de P um
ligeiro aumento na concentracio de carotendides (Figura 28).
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Figura 28. Niveis de clorofila a, b e carotendides nas folhas da parte aérea da M. arvensis cultivada
por 41 dias em sistema hidropdnico com diferentes concentracdes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM).
Letras diferentes no mesmo grifico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras
representam o desvio padrdo das amostras.

O teor de clorofila e carotendides e a sua razao nas folhas podem indicar o nivel de
dano que determinado estresse causa a planta. Niveis elevados de nutrientes ou deficiéncia,
salinidade (BELKHODIJA et al., 1994), temperatura (OLIVEIRA et al., 2002), radiacio
(MAZZA et al., 2000), deficiéncia hidrica (RODEN e BALL, 1996) e outros fatores podem
danificar as clorofilas totais com maior intensidade que os carotendides.

As faixas consideradas normais das razdes clorofila (a/b) e clorofila total/carotendides
em plantas do tipo C3 s@o respectivamente, 2,5-3,5 e 4,2-5,0 (LICHTENTHALER &
BUSCHMANN, 2001). Os valores encontrados neste trabalho foram menores para a razio
clorofila (a/b) e maiores para a razdo clorofila total/carotendides (Figura 29).

53



25
CLOROFILA A/B 14 CLOROFILA TOTAL/(C+X)
2,0 1 12 4 a a
a a2 104 2
1,5
8 b S 84 a
8 N
1,0 4 T 6
4 -
0,5
2 -
0,0 . . . . 0 . . . .
005 05 1 2 005 05 1 2
CONGCENTRAGAO DE P (mM) CONCENTRAGAO DE P (mM)

Figura 29. Razao entre clorofila a e b e entre clorofila total (a+b) e carotendides (x+c) nas folhas da
parte e aérea de Mentha arvensis cultivada por 41 dias em sistema hidropdnico com diferentes
concentracdes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM). Letras diferentes no mesmo gréfico resultado
significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrdo das amostras.

A baixa razdo entre as clorofilas a e b indica uma maior concentragdo de fotossistema
IT e maior empilhamento das membranas dos tilacoides, que forma o granum (BOWYER &
LEEGOQOD, 1997). Esta é uma estratégia da planta para aumentar a drea de captacdo de
energia luminosa, aproveitando os fétons captados para produzir NADPH e ATP.

Os valores da razao entre clorofila a e b e entre clorofila total (a+b) e carotendides
(x+c) encontrados nas folhas de M. arvensis indicam que a planta estd sobre estresse por
efeito da baixa luminosidade.

4.3.3 Biomassa

Entre os fatores ambientais que interagem influenciando o desenvolvimento e as
producdes das plantas cultivadas estdo os niveis inadequados de nutrientes disponiveis na
solugdo do solo. O fosforo (P) que € um importante componente das moléculas de ATP,
responsdveis pelo armazenamento e transporte de energia para os processos endergdnicos
como a sintese de compostos orginicos e a absor¢do ativa de nutrientes (MARSCHNER,
1995).

Apés 41 dias de cultivo foram observadas variacdes na producdo de biomassa nas
plantas de M. arvensis submetidas as solugdes nutritivas com diferentes concentracdes de
fosforo (Figura 30).
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Figura 30. Biomassa de raiz, caule e folha da Mentha arvensis cultivada por 41 dias em sistema
hidroponico com diferentes concentragdes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM). Letras diferentes no mesmo
gréfico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrdo das
amostras.
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A produgdo de massa fresca na raiz foi correlacionada com a concentragdo de P na
solug@o nutritiva e os resultados obtidos mostraram uma correlagdo negativa comprovando
que as plantas de M. arvensis investem em crescimento radicular quando estimuladas por
baixas concentragdes de P, por outro lado, foi encontrada uma relagdo quadritica entre a
producdo de massa na parte aérea e a concentragdo de P na solugo nutritiva, que indicaram a
concentragdo de 0,95 mM de fésforo como a ideal para a maior producdo de massa na parte
aérea (Figura 31).
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Figura 31. Correlacdo entre massa fresca das raizes de Mentha arvensis cultivada por 41 dias em
sistema hidroponico com diferentes concentracdes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM).

Foi observada a diminui¢do da razdo parte aérea/ raiz nas plantas submetidas ao
tratamento com 0,05 mM de P na solucdo nutritiva. Entretanto, ndo foram constatadas
alteracOes nas folhas quanto a quantidade de massa por unidade de 4rea (Figura 32).
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Figura 32. Razdo entre parte aérea/raiz e massa por unidade de drea em plantas de Mentha arvensis
cultivada por 41 dias em sistema hidroponico com diferentes concentracoes de P (0,05; 0,5; 1 e 2
mM). Letras diferentes no mesmo gréfico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras
representam o desvio padrio das amostras.

Resultados semelhantes foram encontrados por SOUZA et al. (2007) em cultivo
hidroponico de horteld com diferentes concentracdes de N e P. Em contra partida,
RODRIGUES et al (2004) ndo observaram aumento na produgdo de massa nas raizes de
horteld, quando cultivadas nas solu¢des nutritivas com menores doses de P.
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As plantas quando submetidas a um ambiente com menor concentracdo de P sdo
estimuladas a produzir mais raizes, principalmente as de menor calibre, visando aumentar a
area de absorcdo deste nutriente (EPSTEIN e BLOOM, 2005).

O maior crescimento das raizes funcionam drenando os recursos energéticos
provenientes da parte aérea, como conseqiiéncia ocorre a diminui¢do da producio de massa na
parte aérea (FERNANDES & SOUZA, 2006), que associado ao aumento na produgdo de
raizes diminui consideravelmente a razao parte aérea/raiz.

As concentragdes intermedidrias de fosforo na solugdo nutritiva (0,5 e 1 mM)
estimularam maior producio de parte aérea e as plantas submetidas ao tratamento com 2 mM

de P apresentaram menor producdo de parte aérea, florescimento antecipado e sintomas de
toxidez (Figura 34).

2mM

A 0,05 mM

| L

Figura 33. A) Detalhes das plantas de Mentha arvensis cultivada por 41 dias em sistema hidropdnico
com diferentes concentracdes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM). Folhas da face B) adaxial e C) abaxial
com sintomas de disttirbios fisiolgicos sob efeito do tratamento com 2 mM P.

O estimulo provocado sobre as plantas cultivadas com 2 mM de P foi prejudicial a
producdo de biomassa, nas raizes, nos caules e nas folhas, pois este foi o tratamento com
menor producdo de biomassa (Figura 34). Este fato pode ser o reflexo da toxidez observado
nas folhas de hortela.

A sintomatologia da toxidez por excesso de fosforo ndo é muito conhecida (CECONI
et al., 2007). Porém, sabe-se que acima de certos niveis este elemento causa antagonismo
nutricional (MOTA et al., 2003), deste modo, os sintomas observados nas plantas submetidas
a 2 mM de P podem estar associados a deficiéncia de outros nutrientes ocasionada pelo
excesso de fosforo.

Deve-se ressaltar que nas condicdes deste experimento a dose de fésforo no qual as
plantas produziram maior massa de folhas, corresponde a apenas a metade da dose presente na

solucdo de Hoagland e Arnon (1950) e em outras solucdes utilizada em cultivo hidropdnico
para a maioria das culturas.
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4.3.4 Fracoes soluveis e atividade da enzima nitrato redutase

Nas raizes destaca-se os menores teores de acticares soliveis nos tratamentos com 0,5
e 1 mM de P, justamente onde sdo encontrados os maiores teores de N-nitrato, o qual pode
estar associado ao gasto de energia para a absorcdo deste ion; os maiores teores de N-amino,
que por sua vez indica gasto energético no processo de assimilacdo de N e maior atividade da
nitrato redutase, que é a primeira enzima na via de reducdo, a qual utiliza poder redutor a
partir da degradagdo de glicidios no citossol (Figura 34).
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Figura 34. Teores de A) actcares soliveis, B) N-nitrato e C) N-amino em folhas, caules e raizes de
Mentha arvensis cultivada por 41 dias em sistema hidroponico com diferentes concentragdes de P
(0,05; 0,5; 1 e 2 mM). Letras diferentes no mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD,
5%). As barras representam o desvio padrdo das amostras.
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Nas outras partes da planta (caule e folha) o tratamento com 0,5 mM de P apresenta
comportamento semelhante ao discutido no pardgrafo anterior, porém muito mais evidente,
demonstrando como clareza como o teor de acucares soliveis estd correlacionado
negativamente com a atividade metabdlica.

Os carboidratos sdo a fonte de energia que as plantas utilizam para o seu sustento, seja
através da disponibilizacdo de esqueletos carbonicos ou pela energia proveniente de sua
degradacdo, todas as fungdes ou rotas metabodlicas dependem direta ou indiretamente dos
carboidratos (BOWYER e LEEGOOD, 1997; HELDT, 2005).

Os teores de agtcares soliveis indicam os niveis potenciais de energia que a planta
dispde para as suas fungdes vitais, deste modo, é de se esperar que as plantas com
desenvolvimento adequado apresentem niveis compativeis com as atividades metabdlicas que
desempenham.

Por outro lado, ndo é verdadeiro afirmar que as plantas que mais crescem sejam as que
possuem maiores teores de agucares soliveis. Ao contririo, estas sdo as plantas que mais
consomem estes recursos energéticos para o seu continuo desenvolvimento.

Normalmente as plantas apresentam uma correlacdo negativa entre os teores de
acucares soliveis e os de N-amino, o que € uma indicagdo de que as plantas consomem boa
parte da energia disponivel no processo de reducdo do nitrato absorvido. Neste trabalho esta
correlacdo foi encontrada e estd apresentada na Figura 35.
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Figura 35. Correlagdo linear entre os teores de Actcares Soliveis e os de N-Amino nas folhas de
Mentha arvensis cultivada por 41 dias em sistema hidroponico com diferentes concentragdes de P
(0,05;0,5; 1 e 2 mM).

Segundo FERNANDES (1990) o metabolismo do N absorvido, em plantas de arroz, é
controlado principalmente, pelos fluxos internos de energia, o que pode explicar a diminuicao
dos teores de agicares nas plantas de M. arvensis que apresentaram melhor desenvolvimento.

Os resultados mostraram que o caule foi o local de maior acimulo de N-nitrato,
seguido pela folha e raiz. SOUZA et al (2006), também encontrou valores de N-nitrato mais
altos nos caules, associando o 6rgdo como local preferencial de estocagem do nutriente.
COMETTTI (2003) relatou que o acimulo de N-nitrato pode estar relacionado com uma
estratégia evolutiva da planta para impedir excesso de nitrato nas folhas.

Foram encontrados niveis mais altos de N-nitrato nas plantas submetidas aos
tratamentos com 0,5 e 1 mM de P. Este resultado € um exemplo claro que mostra como um
nutriente pode interferir na absorcao de outro.

A atividade da enzima nitrato redutase foi mais expressiva nas folhas, seguido pelas
raizes (tratamentos com 0,5 e 1,0 mM de P) e com menor intensidade nos caules (Figura 36).
Quanto aos tratamentos, observou-se um comportamento semelhantes aos niveis de N-nitrato
e N-amino e antagdnico aos de agucares soldveis, nas folhas.
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Figura 36. Atividade da NR em folhas, caules e raizes de Mentha arvensis cultivada por 41 dias em
sistema hidropdnico com diferentes concentracdes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM). Letras diferentes no
mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrio
das amostras.

4.3.5 Oleo essencial

O perfil cromatografico apresenta-se semelhante com aqueles do 6leo essencial da M.
arvensis encontrados na literatura (SINGH et al., 2005) e preconizado pela Farmacopéia
Brasileira II, pois, apresentou alta concentracdo de mentol (>70%) associado a valores baixos
de pulegona e mentofurano, este ultimo ndo detectado (Tabela 5).

Tabela 5. Percentual médio das substincias presentes no 6leo essencial de Mentha arvensis cultivada
por 41 dias em sistema hidropdnico com diferentes concentragoes de P (0,05; 0,5; 1 e 2 mM).

"tr Substancia =000 - Concentra¢do de P (mM) ------------ * Posicdo da folha
0,05 0,5 1 2 Inferior Superior
8,30 p-Cimeno 2,89 b 2,06 ¢ 395a 3,80 a 4,08 a 2,27b
12,05 pentona 2,00 a 242 a 1,84 a 2,02 a 1,25b 2,89 a
12,33 isomentona 1,54 a 1,51a 1,52a 1,49 a 1,40 b 1,63 a
12,44 neomentol 1,61 a 1,51a 1,47 a 1,53 a 1,53 a 1,54 a
12,70 mentol 72,28 a 75,60 a 68,18 a 7098a 76,22 a 67,31b
14,58 pulegona 443 b 6,51 a 3,81b 5,18 ab 3,75b 6,22 a
15,10 piperitona 0,73 a 0,74 a 0,66 a 0,34 a 0,51 a 0,72 a
Monoterpenos Cetdnicos 7,97 10,44 7,17 8,69 6,4 10,74
Alcools monoterpénicos 73,89 77,11 69,65 72,51 77,75 68,85
Total 85,49 b 90,35 a 81,44 ¢ 85,33b 88,73 a 82,58 b

'tr — tempo de retencdo analisado por CG/EM. “Posicio da folha — superior (3°, 4° e 5° né) e inferior (6°, 7° e 8°
nd). Letras iguais na mesma linha o resultado nao € significativo (Fisher LSD, 5%).

Quanto ao efeito do tratamento, constatou-se que houve diminui¢cdo de para-cimeno
nas plantas sob o efeito dos tratamentos com 0,05 e 0,5 mM de P e diminui¢do de pulegona no
tratamento com 1 mM de P (Tabela 5).

No gréfico de scores (Figura 37A) podem ser observadas as variagdes nos perfis
cromatograficos das amostras de 6leos essenciais obtidas das folhas superiores (3°, 4° e 5° n6)
e inferiores (6°, 7° e 8° nd). Os resultados mostraram que o aumento na concentracdo de
mentol (folhas inferiores) estd associado a diminuicdo nos teores de pulegona, mentona e
isomentona (Figura 37B).
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Figura 37. Avaliacdo do perfil cromatografico (CG) dos 6leos essenciais por meio da andlise de
componentes principais (PCA, 5%) . A) Grafico de scores mostra o agrupamento por semelhanca
no perfil cromatografico. B) Gréfico de loadings mostra a participacdo de cada substancia para a
formacdo dos agrupamentos no gréfico de scores. A PCA foi conduzida em triplicata com 95% de
confianca. Oleo essencial obtido das folhas frescas da parte superior e inferior das plantas de
Mentha arvensis cultivada por 41 dias em sistema hidropdnico.

A constatacdo desse resultado gerou o seguinte questionamento: a sintese destas
substancias € controlada pela idade da folha?

Certamente as folhas superiores sdo mais novas que as inferiores, aproximadamente
2,4 dias separam a formacdo das folhas entre os nés (TURNER ez al., 2000a; 2000b).
Contudo, as folhas inferiores, também, estio sombreadas, podendo existir um sinergismo
provocado pela idade e a intensidade luminosa na qualidade do dleo.

A resposta a este questionamento serd discutida a partir dos resultados obtidos nos
proximos experimentos, no qual serdo avaliados os efeitos da luminosidade sobre a qualidade
e expressao das enzimas da via do mentol.

Por outro lado, a idade pode ser uma das respostas para explicar o incremento de 9%
na concentracdo de mentol das folhas inferiores, uma vez que a maior producdo de mentol
ocorre tardiamente, por volta de 40 dias apds a iniciacdo da folha e com incremento maximo
de 2% de mentol ao dia, ap6s 30 dias de surgimento da folha (DAVIS et al., 2005).

4.4 Experimento 4: Extracdo de Células Secretoras e Avaliacdo do Teor e do Perfil
Cromatografico do Oleo Essencial das Folhas de M. arvensis, Com Diferentes Idades.

4.4.1 Método de extracao, isolamento e quantificacao de células secretoras.

Uma das dificuldades ao se pesquisar o metabolismo especial, focando os eventos
bioquimicos, é que estes eventos sdo relativamente raros se consideradas como parte
integrante de todos o metabolismo da planta, por exemplo, a expressdo de genes ou a sintese
de proteinas especificas ao metabolismo de terpenos.

Por outro lado, muito destes eventos s@o restritos a um 6rgao ou tecido especial que é
responsdavel em secretar estas substincias. Por exemplo, os O6leos essenciais que sdo
metabolisados nos tricomas secretores, especificamente nas células secretoras. Nestas células,
as reacdes bioquimicas s@o intensas, muitas vezes exclusivas, ndo ocorrendo em outros
tecidos da planta.

Deste modo, o isolamento das células ou do tecido responsdvel pela sintese de
metabdlitos especiais, permite ao pesquisador concentrar os elementos bioquimicos de
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interesse e realizar os estudos com maior precisdo, como vem sendo feito por outros grupos
de pesquisa (GERSHENZON et al., 1992)

A sintese de Oleos essenciais nas plantas de Mentha arvensis, como discutido na
revisdo de literatura, ocorre na parte aérea das plantas, mais especificamente nos tricomas
secretores capitado e principalmente nos peltados.

As técnicas para o isolamento destes tricomas t€m sido descritas por varios autores,
entre elas a escovacdo da face da folha (CROTEAU e WINTERS, 1982), a limpeza da face da
folha com laminas de vidro (KEENE e WAGNER, 1985), provocando atrito mecanico da face
da folha com contas de vidro (GERSHENZON et al., 1987), extragdo da camada epidérmica
da face da folha (CROTEAU, 1977) e através da homogeneizacido dos extratos das folhas,
seguido por separacdo dos tricomas secretores isolados por gradiente de densidade de
percolacdo (SLONE e KELSEY, 1985).

Dentre as técnicas listadas, a proposta por GERSHENZON et al. (1987) e modificada
em 1992 pelos mesmos autores, pareceu ser a mais apropriada. O procedimento visa
concentrar a células secretoras de dleos essenciais apds duas etapas, a primeira consiste num
método abrasivo e, depois a sele¢do do tecido por filtragem.

Ap6s a realizacdo do procedimento, imagens foram obtidas e estdo apresentadas na
Figura 38. Observou-se grande concentracdo de células secretoras de tricomas secretores do
tipo peltado, alguns poucos do tipo capitado e grande quantidade de tricoma ndo glandulares.
Foi possivel observar o local de ruptura nas células secretoras, algumas cuticulas estouradas
entre outras estruturas celulares.
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Figura 38. Imagens obtidas de uma suspencdo contendo 1,1 x 10°mL" de cabecas do tricoma
secretor (CS) extraida das folhas de M. arvensis utilizando a metodologia proposta por
GERSHENZON et al., (1992). Tricoma nao glandular (tector — TNG), espaco subcuticular (ES),
célula basal (CB), célula peduncular (CP), cuticula (C), epiderme (E) e parénquima pali¢adico
(PP). Apdés o rompimento e separacdo da cabeca do tricoma secretor do restante, nota-se a
presenca de uma cicatriz circular (*) mostrando o exato local de rompimento. Imagem obita no
microscopio de luz no laboratério de Bioquimica de Plantas (ICE/UFRRIJ).

Os resultados foram reprodutiveis e a concentracio média de cabecas secretoras
obtidas foi de aproximadamente 3,6 x 10° .gmf’ ! desvio padrio de 5,5 x 10*, valores
semelhantes os dados encontrados na literatura (GERSHENZON et al., 1992).

4.4.2 Avaliacao do teor e qualidade do éleo essencial em folhas com diferentes idades.

Muitos trabalhos de pesquisa descreveram a idade das plantas como um dos fatores
associados a produc¢do e qualidade dos 6leos essenciais (SHANKER et al., 1999, TURNER e¢
al., 2000a; 2000b). Estas variacdes podem estar associadas ao inicio da fase reprodutiva das
plantas, pois foram observadas variagdes nos teores de mentol e limoneno nas plantas do
género Mentha coletados antes e ap0ds o florescimento (MAIA, 1998), assim como em funcdo
da idade das folhas (BURBOTT e LOOMIS, 1967).
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Outro fator determinante para as alteracdes na produtividade ou qualidade do 6leo estd
associado a idade fisiolégica das folhas, que por sua vez, influencia no estigio de
desenvolvimento dos tricomas secretores (TURNER et al., 2000a; 2000b; SHARMA et al.,
2003).

Por este motivo foi desenvolvido um experimento para avaliar a qualidade e o teor dos
6leos essenciais extraidos das folhas superiores (3°, 4° e 5° nd) e inferiores (6°, 7° e 8° nd)
das plantas de Mentha arvensis conduzidos em canteiros sob iluminagdo natural. Os
resultados obtidos mostraram diminuicdo no teor de 6leo essencial extraido das folhas
superiores da planta de M. arvensis (Figura 39).
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Figura 39. Teor (%) de dleo essencial extraido das folhas superiores (3°, 4° ¢ 5° nd) e inferiores (6°,
7° e 8° no) das plantas de Mentha arvensis cultivadas em canteiros por 45 dias. Letras diferentes
no mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio
padrao das amostras.

BURBOTT e LOOMIS (1967) mostraram que o teor de 6leo essencial nas folhas
adultas em expansdo (a partir do terceiro nd) ndo varia com a idade, contudo, os autores
ressaltam modificacdes na qualidade do 6leo essencial.

Além disso, foram observadas variacdes de cunho qualitativo nos dleos essenciais
extraidos das folhas superiores e inferiores (Tabela 6).

Os oleos essenciais das folhas superiores estdo associados a maiores contetidos de
limoneno, mirceno, isopulegol, mentona, pulegona, piperitona, germacreno D e germacreno
B, enquanto que as folhas inferiores possuem mais S-pineno, neomentol, mentol, acetato de
mentila e f-elemeno (Figura 40).
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Tabela 6. Percentual médio das substincias presentes nas folhas superiores (3°, 4° ¢ 5° nd) e
inferiores (6°, 7° e 8° nd) das plantas de Mentha arvensis, cultivadas em canteiros por 45 dias.

T

trR Substancia identificada 1 U —— Tratamentos -----------
Superior “dsvp Inferior dsvp
10,055  p-pineno 985 0,09 0,00 0,18 0,01
10,317 mirceno 993 1,23 096 0,16 0,00
11,683 limoneno 1036 1,42 0,03 0,48 0,00
15,597  isopulegol 1158 0,49 0,00 0,39 0,01
15,855 mentona 1166 13,34 0,15 3,83 002
16,135 1somentona 1175 2,51 0,34 2,64 0,03
16,264 neomentol 1179 1,43 0,01 1,68 0,04
16,599 mentol 1190 67,27 1,11 73,35 0,12
18,406  pulegona 1250 0,31 0,02 0,05 0,00
18,899  piperitona 1266 2,49 0,02 2,28 0,04
19,803 acetato de mentila 1297 2,33 0,09 10,03 0,37
23,198  p-elemeno 1417 0,12 0,00 0,43 0,02
23,676  [-cariofileno 1435 0,46 0,38 0,60 0,01
25,317 germacreno D 1497 1,75 0,04 1,14 0,01
25,707 germacreno B 1512 0,38 o011 0,19 0,00
Monoterpenos Cetonicos 18,65 879
Esteres e alcools monoterpénicos 71,52 85,45
Sesquiterpenos 2,71 2,37
Total 95,62 97,44

"Tx, tempo de retencdo (minutos). IR, indice de retencdo, medida relativa ao n-alcanos (Cg-Cy ) em coluna
apolar conforme descrito no material e métodos. 3dsvp — desvio padrdo das amostras em triplicata.
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Figura 40. Avaliacdo do perfil cromatografico (CG) dos 6leos essenciais por meio da andlise de
componentes principais (PCA, 5%). A) Grifico de scores mostra o agrupamento por semelhanca
no perfil cromatografico. B) Gréfico de loadings mostra a participagdo de cada substancia para a
formacdo dos agrupamentos no grifico de scores. Grupo 1: limoneno, isopulegol, mentona,
pulegona, piperitona, germacreno D. Grupo 2: mirceno, germacreno B. Grupo 3: f-cariofileno,
isomentona. Grupo 4: f-pineno, neomentol, mentol, acetato de mentila, f -elemeno. presentes nas
folhas superiores (3°, 4° e 5° no) e inferiores (6°, 7° € 8° nj). Oleo essencial obtido das plantas de
Mentha arvensis, cultivadas em canteiros por 45 dias.
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CLARK e MENARY (1980) e BURBOTT e LOOMIS (1967) obtiveram resultados
semelhantes ao avaliarem a qualidade das folhas da base até o dpice em plantas de M.
piperita. Os autores observaram aumento de mentol nas folhas mais velhas e diminui¢cdo nos
conteidos de mentona e nas folhas mais novas aumento de mentona com diminuicdo do
mentol. Além disso, BURBOTT e LOOMIS (1967) perceberam teores maiores de pulegona
nas folhas mais jovens.

Com base nos resultados apresentados é possivel afirmar que em planta com a mesma
idade, as variagdes na produgdo do Oleo essencial, assim como na qualidade, dependem do
estagio de desenvolvimento das folhas.

4.5 Experimento 5: Efeito da Luminosidade Sobre a Producio e a Qualidade do Oleo
Essencial de M. arvensis Cultivada por Hidroponia.

4.5.1 Intensidade luminosa, temperatura e pH.

Para confirmar na prética a agdo dos sombrites na diminui¢do dos valores de radiacdo
foi realizada a medicdo diaria da radiacdo fotossintéticamente ativa (as 9, 12 e 15 horas), no
lado externo a casa de vegetacdo e sobre as bancadas, no interior da casa de vegetacdo (Figura
41).
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Figura 41. A) Radiacio fotossinteticamente ativa (umol.m™>.s™') obtida nos pontos de medigdo
diariamente as 9, 12 e 15 horas. B) Percentual de redu¢do da luminosidade na casa de vegetagcdo
proporcionado pelo sombrite em cada tratamento proposto. Tratamento sem o sombrite foi
considerado referénia (100% luminosidade).
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Ap6s o termino do experimento os dados foram processados o os resultados obtidos
permitiram concluir que os sombrites realmente proporcionaram uma redugdo na radiacdo
luminosa préxima da esperada (Figura 41). Foi observado também que o filme difusor
utilizado como cobertura da casa de vegetacdo diminuiu em 40% a radiacdo incidente.

O experimento foi conduzido no periodo de 22 de maio até 05 de julho de 2009,
periodo de transi¢do entre o outono e o inverno, a temperatura média maxima foi de 31 °C e a
minima de 18 °C, no interior da casa de vegetacdo. Os valores didrios das temperaturas
maximas e minimas, medido dentro da casa de vegetacdo e da radiacdo fotossintéticamente
ativa, medido fora da casa de vegetacdo, estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Os valores didrios das teperaturas maxima e minima (° C), medidos dentro da casa de
vegetacdo e do fluxo de fotons fotossintético (umol.m™.s™ x10%), medido fora da casa de
vegetacao.

Os valores de pH obtidos durante o experimento mostraram uma amplitude maior na
variagdo do pH apds o 14° dia do experimento, quando as plantas se encontravam na fase de
crescimento exponencial (Figura 43). Os valores de pH foram submetidos a analise de
regressdo linear e os resultados obtidos mostraram que os valores ndo apresentam uma
tendéncia significativa.
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Figura 43. Variacdo média do pH na solu¢do nutritiva no cultivo de Mentha arvensis submetida a
quatro intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%). Linha tracejada representa o valor de ajuste
didrio do pH da solucdo nutritiva (pH= 5,8).
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Ap6s a condugdo do experimento foi realizada a colheita. Trés potes por tratamento
foram separados para a analise da biomassa, pigmentos, fracdes soltiveis, matéria seca e
atividade das enzimas do metabolismo de nitrogé€nio. Os outros trés potes foram utilizados
para a avaliagdo da densidade de tricomas secretores na epiderme, extracio e isolamento de
células secretoras e o restante de material fresco, da parte aérea, foi utilizado para a extracio
do 6leo essencial por arraste com vapor d’4gua.

4.5.2 Pigmentos fotossintéticos

Os resultados encontrados mostraram que as plantas sob menor intensidade luminosa
responderam positivamente aumentando a concentracdo de clorofilas (Figura 44). Esta € uma
resposta tipica das plantas de sol quando submetidas a um ambiente com menor intensidade
luminosa, ou seja, esta ¢ uma forma de ampliar a drea de captura de luz (LICHTENTHALER
e BUSCHMANN, 2001; BOWYER e LEEGOOD, 1997).
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Figura 44. Teores de clorofilas a, b e total nas folhas da parte aérea de Mentha arvensis cultivadas em
sistema hidroponico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e
100%). Letras diferentes no mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras
representam o desvio padrdo das amostras.

A luz € a fonte primdria de energia para os sistemas bioldgicos e regula a atividade de
diferentes vias metabdlicas e func¢des importantes para o desenvolvimento da planta (HELDT,
2005). A entrada da energia luminosa até sua conversdo em energia quimica, util para a
sintese de carboidratos, se inicia nos complexos de captacdo de luz, apds a captura da energia
dos fétons por moléculas especiais chamadas de pigmentos fotossintéticos (BOWYER e
LEEGOQD, 1997).

A concentragdo e relagdo destes pigmentos nas folhas € uma importante informacao
para se avaliar a qualidade e eficiéncia do aparato de captura da energia luminosa, os quais
dependem de fatores genéticos, climdticos e nutricionais.

Por outro lado, a relacdo entre as clorofilas a € b diminuiu com o decréscimo de
luminosidade (Figura 45). Quanto menor a relagdo clorofila a/b maior a presenca dos
fotossistemas do tipo II, o qual estd relacionado ao processo continuo de produgdo de ATP e
NADPH (HELDT, 2005). Além disso, o valor encontrado para a relagdo clorofila a/b, no
tratamento com 25% de luminosidade, esta abaixo do valor normalmente encontrado para este
tipo de planta, 2,5-3,5 (LICHTENTHALER e BUSCHMANN, 2001).
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Figura 45. Razao entre clorofila a e b e entre clorofila total (a+b) e carotendides (x+c) nas folhas de
Mentha arvensis cultivadas em sistema hidroponico por 43 dias e submetida a diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%). Letras diferentes no mesmo grafico resultado
significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrio das amostras.

A relacdo entre clorofila total e carotendides (xantofilas e carotenos) apresentou
valores crescentes associados ao declinio da luminosidade (Figura 45). Os carotendides sdo
pigmentos fotoprotetores que auxiliam protegendo os complexos de captagdo de luz, por isso,
proporcionalmente, estdo mais concentrados nos tratamentos com maior incidéncia luminosa.
Os valores encontrados nos tratamentos com 75, 50 e 25% de luminosidade foram superiores
aos normalmente encontrados nas plantas do tipo C3, 4,2 -5,0 (LICHTENTHALER e
BUSCHMANN, 2001).

4.5.3 Biomassa

Os resultados obtidos (Figuras 46 e 47) apresentaram valores crescentes de massa
(raiz, caule e folha) em funcdo do aumento da luminosidade. De fato, a luz € a fonte de
energia do qual as plantas se aproveitam para crescer e realizar suas fungdes vitais, sendo, por
isso, afetada intensamente nas condicdes de limitagdao de luminosidade (HELDT, 2005).
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Figura 46. Biomassa de Mentha arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a
diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%).
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A produgdo de massa fresca é modulada por fatores ambientais e nutricionais, dentre
os fatores ambientais a luminosidade e a temperatura do dia e da noite possuem forte
influéncia (BUBOTT e LOOMIS et al., 1966; CLARK ¢ MENARY, 1980a). Do mesmo
modo, a auséncia ou a diminuicdo na disponibilidade de nutrientes afeta a particdo e a
producdo de massa nos diferentes 6rgdos das plantas (FERNANDES e SOUZA, 2006;
SOUZA, 2006).

25% - 50% 75% 100%

Figura 47. Detalhes das plantas de Mentha arvensis cultivadas em sistema hidroponico por 43 dias e
submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 ¢ 100%).

Contudo, neste experimento a disponibilidade de nutrientes ndo foi afetada, pois,
utilizou-se a solucdo completa de HOAGLAND E ARNON (1950) com algumas
modificac¢des, conforme descrito na Tabela 1. Também, ndo foram observadas variagdes de
temperatura (diurna e noturna) entre os tratamentos.

Outro resultado interessante mostra como a parti¢do de fotoassimilados influencia na
producdo de biomassa nas diferentes partes da planta. Proporcionalmente, houve a diminuicao
na producdo de raiz nos tratamentos com menor incidéncia de luz, ou seja, apresentaram a
razdo parte aérea/raiz mais alta (Figura 49).
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Figura 49. Razdo parte aérea/ raiz e massa seca de folha por unidade de drea em plantas de Mentha
arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades

luminosas (25, 50, 75 € 100%).
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Ocorreram também altera¢des morfofisiologicas na parte aérea da planta. Na Figura
47 pode ser observado com as plantas dos tratamentos com 25 e 50% de luminosidade estdo
com as folhas expandidas, com aspecto semi-decumbente e com coloracdo verde mais intensa
que nos outros tratamentos.

A diferenca na coloracdo estd relacionada com o aumento na concentragdo de
clorofilas em detrimento dos carotendides (discutido no item 4.5.2.), a expansdo das folhas é
um artificio utilizado pelas plantas para aumentar a area de captacio de luz e o aspecto semi-
decumbente esta associado ao estioloamento provocado pela baixa luminosidade (< 200
umol.m'z.s'l).

A limitacdo da luz durante o processo de expansdo das folhas provoca a diminui¢do na
espessura das mesmas, acarretando reducdo na massa por unidade de area, conforme
apresentado na Figura 49.

4.5.4 Analise do material seco

A grande maioria do nitrogénio presente nas plantas estd nos aminodcidos que compde
as proteinas. Deste modo, a partir do processo de absorcdo e assimilacdo até a sintese de
proteinas muita energia é necessdria. Por isso, € de se esperar que as plantas sob baixa
luminosidade possuam menores teores de N-total. Porém, este resultado nao foi encontrado,
ao contrario, foram encontrados teores crescentes de N em funcdo da diminui¢do da

luminosidade (Figura 50).

A

1000

60 - 60 4 i
800 b

50 - 50 4 %
b b b c

70
RAIZ a CAULE —1 X FOLHA

“_U)
1S a g 4
: 600 40 i 40 4 b ‘I*
£ 30 1 30 m Fh ¢ | g
2 E
20
= 400 20 8
O -
F
=2
200 . )
0 T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
B
7 RAIZ 7 CAULE il a FOLHA
a a
5 - - -
a e
3 44 ] il b
2 b
-
3 - - -
5 -
Ll 4 4 4
2o m i-[ a a a a
1 - - -
0 T T T T T T T T T T T
25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100

INTENSIDADE LUMINOSA (%)

Figura 50. A) Teor (mg.gms™) e B) contetido (mg.pote') de N-Total nas partes da plantas de Mentha
arvensis cultivadas em sistema hidroponico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades
luminosas (25, 50, 75 e 100%). Letras diferentes no mesmo grafico resultado significativo (Fisher
LSD, 5%). As barras representam o desvio padrdo das amostras.
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Uma possivel justificativa para este resultado, se apdia no fato de as plantas sob baixa
luminosidade investirem maior parte dos recursos energéticos na sintese de proteinas,
possivelmente, relacionadas a captacio (complexo antena) e processamento (fotosistemas) da
energia luminosa e absorcdo e transporte de nutrientes nas raizes e nos caules, em detrimento
do crescimento vegetativo.

Os teores de fosforo encontrados nos tecidos das plantas de M. arvensis, também,
apresentaram crescimento associado a diminui¢do de luz, o qual pode ser igualmente
justificado pelo aumento nos processos metabdlicos nestas plantas (Figura 51).
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Figura 51. Teor (mg.gms') de fosforo nas partes da plantas de Mentha arvensis cultivadas em
sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e
100%). Letras diferentes no mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras

representam o desvio padrdo das amostras.

4.5.5 Analise das fracoes soliveis

Foram encontrados maiores teores de agticares soliveis nos caules se comparado com
as raizes e as folhas, indicando que este é um local de intenso transito de fotoassimilados entre
os tecidos fonte e dreno (Figura 52). Foi encontrada também uma relagdo crescente entre a
intensidade luminosa e o teor de acticares soltveis, principalmente nas folhas e caules.
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Figura 52. Teores de A) agucares soldveis, B) N-Nitrato e C) N-aminos nas folhas, caules e raizes de
Mentha arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%). Letras diferentes no mesmo grafico resultado
significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o desvio padrdo das amostras.

Certamente, as plantas que possuem maior disponibilidade de luz tendem a apresentar
maiores conteidos de fotoassimilados, mas, essa relacdo nem sempre é verdadeira, pois, a
interpretacdo correta depende de uma avaliacdo integrada do metabolismo vegetal.

Neste experimento ndo foi observada a correlagdo entre os valores de agicares e N-
amino nas folhas, entretanto, foi constatada uma correlagdo indireta entre os teores de
acucares soluveis e os de N-total, N-nitrato e a atividade da NR, os quais possibilitaram
concluir que as plantas submetidas a niveis decrescentes de luminosidade tendem a investir os
recursos energéticos na absorcdo e assimilacdo de N, visando, possivelmente, aumentar a
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producdo de proteinas associadas a captagdo e processamento da energia luminosa. Esta
observacao foi evidenciada com mais clareza nas folhas (Figura 53).
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Figura 53. Correlacdo linear entre os teores de Actcares Soldveis e os de A) N-Nitrato, B) N-total e

C) atividade da NR nas folhas de Mentha arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por 43 dias e
submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%).

4.5.6 Atividade das enzimas nitrato redutases, glutamina sintetase e glutamato
desidrogenase

Os resultados da atividade da NR encontrados nas folhas (Figura 54) estio em
consondncia com os resultados das fracdes soliveis (Figura 52), pois, foram observadas
maiores atividades da NR nos tratamentos com menores intensidades luminosas, menores
teores de agtcares soldveis e maiores teores de N-nitrato e N-total.
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Figura 54. A) Atividade da nitrato redutase (NR), B) glutamina sintetase (GS) e C) glutamato
desidrogenase — aminagdo (GDH) nas folhas, caules e raizes de Mentha arvensis cultivadas em
sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e
100%). Letras diferentes no mesmo grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras
representam o desvio padrdo das amostras.

Entretanto, esta relagdo ndo é a mesma nas raizes, pois, neste 6rgao a energia para o
processo de absorcdo e reducdo vém de recursos drenados dos tecidos fotossinteticamente
ativos (folhas), tornando-se escassa nas raizes das plantas submetida a baixa luminosidade,
que nestas condi¢des realizam o processo de redugdo preferencialmente nas folhas.

Quanto ao processo da assimilacio, pode-se notar que a atividade da GS € maior nas
raizes que nos caules e folhas (Figura 54). A explicagdo para este resultado pode estar
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relacionado com a disponibilidade de 2 mM N-NH," na solu¢iio nutritiva, o qual deve estar
estimulando a atividade da GS citossélica nas raizes.

Semelhante aos resultados da GS, os resultados encontrados para a atividade aminacdo
da GDH mostraram-se superiores nas raizes (Figura 54). Nas folhas a atividade aminacdo da
GDH nio foi detectdvel, assim como as atividades desaminacdo da GDH e a atividade da
GOGAT.

Nas condi¢gbes experimentais propostas foram apresentadas maiores atividades das
enzimas de assimilagc@o nas raizes e de reducéo nas folhas o que justifica os altos contetidos
de agucares soliveis nos caules (possivelmente de transporte) e baixos nas raizes e folha
(Figura 52 e 54).

4.5.7 Estudo anatomico e histoquimico

Os tricomas secretores encontrados em ambas as faces da lamina foliar foram de dois
tipos: peltados, formados por 10 células e capitados, formados por trés células (Figura 50). Os
tricomas secretores peltado sdo constituidos por uma célula basal, um pedunculo unicelular, e
uma cabeca composta por oito células secretoras, revestidas por cuticula delgada. Observa-se
a presenca de espaco subcuticular conspicuo preenchido por secre¢do. Nota-se que as paredes
laterais das células do pedinculo sdo mais espessas e impregnadas por substancias lipidicas
(Figura 55).

Figura 55. Tricomas secretores peltado (A e B) e capitado (C e D) presente nas folhas de Mentha
arvensis, cultivar IAC 701. Imagem obtida por microscopia de luz no laboratério de Anatomia
Vegetal do Intituto de Biologia (UFRRYJ).

Os tricomas secretores capitado sdo constituidos por uma célula basal, um pediinculo
unicelular e uma cabecga secretora de forma globosa ou ovalada, revestidas por cuticula
delgada. Nota-se que as paredes laterais das células do pedinculo sdo mais espessas e
impregnadas por substancias lipidicas. O espaco subcuticular é pouco desenvolvido e
apresenta-se preenchido por secre¢io (Figura 55).
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A descri¢do anatomica dos tricomas secretores presentes nas plantas de M. arvensis,
cultivar IAC 701, a qual foi utilizada neste experimento, estdo em consondncia com 0s
resultados apresentados por outros autores (SHANKER et al., 1999; TURNER et al., 2000a;
2000b; MARTINS, 2002; MARTINS, 2003; SHARMA et al., 2003).

Os testes histoquimicos revelaram a presenga de substancias lipofilicas, proteinas,
substancias fendlicas, polissacarideo acidos e neutros. As reagdes foram igualmente positivas
no protoplasto das células dos tricomas peltados e capitados.

Segundo TURNER et al. (2000b) existe grande quantidade de depdsito de substancias
lipofilicas e fendlicas no reticulo endoplasmético e em vesiculas, o que justificam os testes
positivos para estas substancias no protoplasama.

No espaco subcuticular de ambos tricomas nota-se numerosas gotas de material
lipofilico compondo a secre¢do. Visualmente observa-se que a reacdo para as substancias
fendlicas e mais intensa no protoplasto das células dos tricomas capitados (Tabela 7).

Tabela 7. Histoquimica dos tricomas peltados e capitados. (-) reacdo negativa, (+) reagc@o positiva e
(++) reacdo mais intensa.

Reagentes isduelilsttiﬁﬁnc(:gzs ——————————————— Reatividade --------------
Peltado Capitado
Citoplasma Secrecdo Citoplasma Secre¢do

Sudan IV Lipofilicas + + + +
Sudan Black B Lipofilicas + + + +
Dicromato de potdssio  Fendlicas + - ++ -
Vermelho de ruténio Pécticas + - + -
Ac. periédico + Polissacarideos i N i
Reagente de Schiff neutros

Xylidine ponceau Proteinas + - + -

Secregdo — contetido presente no espaco subcuticular.

Estes resultados foram igualmente observados por outros autores em plantas
representantes do género Mentha (MARTINS, 2002) e em outros espécimes da familia
Lamiaceae (GIULIANI e BINI, 2008).

Entretanto alguns autores descreveram que em plantas de Mentha piperita os tricomas
capitados ndo apresentavam secre¢do de monoterpenos (BRUN, 1991), que a secrecdo dos
tricomas capitado consiste principalmente de uma mistura de polissacarideos, proteinas e
lipidios (WERKER et al., 1985, ASCENSAO e PAIS, 1998; TURNER et al., 2000a). Por
outro lado, foi observado a presenca de contetidos de monoterpenos em tricomas capitados de
Mentha piperita (AMELUNXEN et al., 1969).

4.5.8 Densidade de tricomas

Folhas do 4° e 5° n6 foram avaliadas quanto a concentragdo de tricomas secretores,
em funcdo da intensidade luminosa (25, 50, 75 e 100%) e os resultados obtidos mostraram
que a diminui¢do da luminosidade provoca igualmente a redug@o na densidade de tricomas
peltados e capitados, tanto na face adaxial quanto na abaxial (Figura 56).
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Figura 56. Densidade de tricomas secretores peltado e capitado nas facese A) adaxial e B) abaxial das
folhas de Mentha arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%). Dados obtidos com auxilio de um microscépio de luz,
no Laboratério de Anatomia Vegetal do Intituto de Biologia (UFRRYJ). Letras diferentes no mesmo
grafico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o erro padrio das
amostras.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura mostrando o efeito da luminosidade
sobre a distribuicio ou concentracdo de tricomas secretores, todavia, alguns trabalhos
expuseram o efeito da qualidade de radiagdo sobre a variagdo de tricomas secretores
(IOANNIDIS et al., 2002).

Com relacdo a distribui¢do e concentragdo dos tricomas peltado e capitado nas faces
das folhas, foi observado que a concentragdo é duas vezes maior na face abaxial (Figura 56) e
diminui no sentido distal das folhas, em ambas as faces (Figura 57).
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Figura 57. Densidade de tricomas secretores peltado e capitado nas faces adaxial (A e B) abaxial (Ce
D) em fungdo das regides proximal, mediana e distal das folhas de M. arvensis cultivadas em
sistema hidroponico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e
100%). Dados obtidos no Laboratério de Anatomia Vegetal do Intituto de Biologia (UFRRIJ).
Letras diferentes no mesmo grifico resultado significativo (Fisher LSD, 5%). As barras
representam o erro padrdo das amostras.
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Estes resultados sdo semelhantes aos apresentados em plantas de M. arvesnis, M.
spicata e M. aqudtica, exceto em plantas de M. piperita, no qual a densidade de tricomas é
maior na face adaxial (TURNER er al., 2000b; MARTINS, 2002; DESCHAMPS et al.,
2006).

Outro resultado interessante diz respeito a diferenca de concentracio entre tricomas
peltado e capitado (Figura 56 e 57), os quais ndo foram os mesmos encontrados para esta
espécie na literatura. Diferentes trabalhos apontaram uma relagéo de quatro tricomas peltados
para cada tricoma capitado (SHANKER et al., 1999; SHARMA et al., 2003). Neste trabalho a
relacdo encontrada foi de trés tricomas capitados para cada tricoma peltado.

4.5.9 Oleo essencial

O percentual de 6leo essencial encontrado nas folhas foram maiores nos tratamentos
com 100 e 75% de luminosidade e menores nos tratamentos com 50 e 25% de luminosidade
(Figura 58). Alguns trabalhos demonstraram o efeito da luminosidade sobre a producdo dos
6leos essenciais.
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Figura 58. Teor do dleo essencial obtido por arraste com vapor d’dgua e densidade de tricomas
secretores peltado e capitado nas folhas de Mentha arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por
43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%). Dados para
densidade de tricomas obtidos com auxilio de um microscépio de luz, no laboratério de anatomia
vegetal do intituto de biologia (UFRRIJ). Letras diferentes no mesmo grafico resultado
significativo (Fisher LSD, 5%). As barras representam o erro padrdo das amostras.

BURBOTT e LOOMIS (1967) observaram uma diminuicdo no rendimento de dleo
essencial nas plantas de M. piperita submetidas a baixa intensidade luminosas. CLARK e
MENARY (1980) constataram diminui¢do no rendimento de 6leo essencial extraido das
folhas de M. piperita, sob a influéncia dos tratamentos com 50 e 10% de luminosidade, em
detrimento do tratamento com 100% de luminosidade.

O teor do 6leo essencial encontrado neste trabalho, possivelmente, apresenta uma
intensa relacdo com a densidade de tricomas secretores nas folhas de M. arvensis (Figura 58),
de tal modo, que os graficos possuem aspectos semelhantes.

Resultados similares foram obtidos por SHANKER ez al. (1999) que relacionou o
aumento e a diminui¢cdo na concentragdo de tricomas, durante a ontogenia da folha, com a
elevagdo e posterior queda no teor do 6leo essencial em plantas de M. arvensis.

Por outro lado, esta relacio nem sempre é verdadeira, pois, DESCHAMPS et al.
(2006) identificaram maior concentragdo de tricomas secretores nas folhas de M. arvensis, as
quais produziram menor quantidade de éleo essencial.

79



Trabalhos apresentados anteriormente mostraram que a concentragdo de tricomas
secretores varia em fungdo da idade da folha (TURNER et al., 2000a; 2000b). Por outro lado,
0 aumento na concentracio de tricomas ndo garante que serd produzida maior quantidade de
6leo essencial, isto porque a producdo depende da eficiéncia da planta em secretar este dleo
para o espaco subcuticular.

Portanto, fica claro que a concentracdo de tricomas é um fator importante a producao,
mas ndo € o Unico, outros fatores estdo relacionados, entre eles, a eficiéncia no processo de
biossintese, o qual depende de caracteristicas genéticas e das condi¢gdes de cultivo, sobretudo
a intensidade luminosa.

A relag@o das principais substincias presentes nos Oleos essenciais, em func¢do dos
tratamentos, estd discriminada na Tabela 8. O perfil encontrado em todos os tratamentos
condiz com um Oleo essencial de M. arvesnis com boa qualidade (Farm. Bras. II), ou seja, rico
em mentol (mais que 40%), contendo acetato de mentila, mentona e no maximo 2% de
pulegona.

Tabela 8. Percentual médio das substincias presentes nas folhas de Mentha arvensis cultivadas em
sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e
100%).

Ttr Substancia S 1 U — Tratamentos ------------------

100% 75% 50% 25%

10,055 f-pineno 985 0,15 0,13 0,15 0,15
10,317 mirceno 993 0,23 0,21 0,22 0,21
11,683 limoneno 1036 1,24 1,16 1,15 0,87
15,597  isopulegol 1158 0,50 0,49 0,51 0,51
15,855 mentona 1166 16,57 16,76 16,37 13,60
16,135 isomentona 1175 3,09 3,03 2,98 2,82
16,264 neomentol 1179 1,25 1,23 1,26 1,31
16,599 mentol 1190 66,53 66,52 67,29 69,39
18,406  pulegona 1250 0,36 0,31 0,33 0,20
18,899  piperitona 1266 2,78 2,86 2,82 2,72
19,803 acetato de mentila 1297 0,85 1,02 1,09 1,63
23,676  f-cariofileno 1435 0,79 0,66 0,59 0,58
25,317 germacreno D 1497 2,07 1,84 1,66 1,57
25,707 germacreno B 1512 0,30 0,35 0,32 0,22
Monoterpenos cetonicos 22,8 22,96 22,5 19,34
Esteres e alcools de monoterpenos 69,13 69,26 70,15 72,84
Sesquiterpenos 3,16 2,85 2,57 2,37
Total 96,71 96,56 96,74 95,76

"Tr, tempo de reteng¢@o (minutos). ’IR, ( indice de retencdo) medida relative ao n-alcanos (Cg-Cy ) em coluna
apolar conforme descrito no material e métodos

No grifico de scores, pode ser observada a formacdo de agrupamentos, os quais
representam amostras de um mesmo tratamento, ou seja, com um mesmo perfil quimico
(Figura 59A). O gréfico de loadings mostra a contribuicio das substincias para a formagéo de
um perfil caracteristico, que por sua vez promove a formagao dos agrupamentos (Figura 59B).
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Figura 59. Avaliacdo do perfil cromatogrifico (CG) dos 6leos essenciais por meio da andlise de
componentes principais (PCA, 5%). A) Gréafico de scores mostra o agrupamento por semelhanca
no perfil cromatografico. B) Gréfico de loadings mostra a participagdo de cada substancia para a
formacdo dos agrupamentos no grafico de scores. Grupo 1: f-cariofileno, germacreno D. Grupo 2:
[S-pineno, mirceno, limoneno, mentona, iso-mentona, pulegona, piperitona, Germacreno B. Grupo
3: neomentol e mentol. Grupo 4: acetato de mentila e isopulegol. Oleo essencial extraido das
folhas frescas de Mentha arvensis cultivadas em sistema hidropdnico por 43 dias e submetida a
diferentes intensidades luminosas (25, 50, 75 e 100%).

As amostras de 6leo essencial proveniente dos tratamentos com maior intensidade
luminosa (100%) apresentaram contetidos maiores de S-cariofileno e germacreno D e menores
de acetato de mentila. Por outro lado, as amostras sob efeito dos tratamentos com menor
intensidade luminosa apresentaram conteidos mais elevados de neomentol, mentol e acetato
de metila e menores de mentona e germacreno D e fS-cariofileno.

Dentre as substancias citadas neste trabalho, a variagdo no conteido de acetato de
mentila € semelhante aos resultados apresentados por CLARK e MENARY (1980) que
pesquisou o efeito de trés intensidades luminosas em plantas de M. piperita.

Por outro lado, as substancias pulegona e mentona apresentam variacdes parecidas
com as apresentadas por BURBOTT e LOOMIS (1967) ao submeterem plantas de M. piperita
a baixas intensidades luminosas.

4.5.9 Avaliacao da expressao génical1

Neste trabalho foram avaliadas as expressdes dos genes das enzimas envolvidas na
sintese do mentol em plantas de M. arvensis sob efeito de diferentes intensidades luminosas,
exceto os genes que codificam para as enzimas (+)-cis-isopulegona isomerase e mentofurano
sintase.

Foram encontradas variacdes significativas na expressdo dos genes, sendo que a
diminuicdo da intensidade luminosa causou aumento na expressdo dos genes que codificam
para as enzimas (-)-limoneno sintase (LS), limoneno-3-hidroxilase (LL3H), (-) -trans-
isopiperitenol desidrogenase (IPD), (+)-pulegona redutase (PR) e (-)-mentona redutase (MR).

! Foram avaliadas as expressdes dos genes sob o efeito dos tratamentos com 100, 75 e 50% de luminosidade,
exceto o tratamento com 25% de luminosidade, isto porque, a concentracdio de RNA total extraida neste
tratamento foi insuficiente para a sintese de cDNA.
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Nao foi observada variacdo significativa na expressdo do gene que codifica para (-)-
isopiperitenona redutase (IPR) (Figura 60).
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Figura 60. Expressdo relativa dos genes que codificam para as enzimas (-)-limoneno sintase (LS),
limoneno-3-hidroxilase (L3H), (-)-trans-isopiperitenol desidrogenase (IPD), (-)-isopiperitenona
redutase (IPR), (+)-pulegona redutase (PR) e (-)-mentona redutase (MR) em plantas de Mentha
arvensis (IAC-701) cultivadas em sistema hidroponico por 43 dias e submetida a diferentes
intensidades luminosas (50, 75 e 100%). Tratamento com 100% de intensidade luminosa (coluna
preta) € o tratamento referéncia. Colunas acima ou abaixo da linha tracejada indicam aumento ou
diminui¢@o da expressdo relativa. As barras representam o erro padrdo das amostras.

Estes resultados sdo inéditos e ndo foram encontrados na literatura trabalhos que
mostrem o efeito da intensidade luminosa sobre a expressdo destes genes em plantas de M.
arvensis ou em outras plantas do mesmo gé€nero, o que dificulta a discussdo dos resultados.

Todavia, resultados apresentados por MCCONKEY et al. (2000) mostraram uma
estreita afinidade entre os conteidos de mentona e mentol no 6leo essencial de M. piperita
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com a atividade enzimdtica, abundancia das enzimas e dos transcritos (RNA) em fun¢do da
idade, indicando que a rota é controlada ao nivel da expressdo génica.

O efeito da diminuicdo na intensidade luminosa provocou alteragdes metabdlicas nas
plantas que podem estar relacionados ao aumento da expressao dos genes da via de sintese do
mentol (Figura 60 e 61). Do mesmo modo, foram observados também, aumento na atividade
da NR (Figura 54), no teor de N-total (Figura 50) e nos teores de ésteres e alcools de
monoterpenos, presentes nos 6leos essenciais (Tabela 6), com a reducio da luminosidade.

GPP

l (-)-limoneno sintase

(-)-limoneno

l limoneno-3-hidroxilase

Aumento na
expressdo dos
genes com
redugdo da
luminosidade

(-)-trans-isopiperitenol
l (-)-trans-isopiperitenol desidrogenase
(-)-isopiperitenona
l (-)-isopiperitenonal redutase
(+)-cis-isopulegona
l (+)-cis-isopulegona isomerase
(+)-pulegona

(+)-pulegona redutase’/ \ (+)-mentofurano sintase

(-)-mentona (+)-mentofurano
(-)-mentona redutase l

(-)-mentol

Figura 61. Associagdo entre o aumento na expressdo dos genes que codificam para as enzimas
envolvidas com a via de biossintese do mentol em plantas de Mentha arvensis cultivadas em
sistema hidroponico por 43 dias e submetida a diferentes intensidades luminosas (100, 75 e 50%).

Por outro lado, a diminuicdo da intensidade luminosa promoveu a reducdo na
densidade total de tricomas secretores e no rendimento (%) do 6leo essencial (Figura 58),
assim como, nos teores de agtcares soliveis (Figura 52A). Estes resultados sdo contrastantes
com 0 aumento na expressdo dos genes e sugerem que a luz pode estar promovendo um efeito
indireto sobre a expressdo dos mesmos.
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Em plantas de M. piperita, cultivadas em condi¢Ges naturais, a cada 2,4 dias uma nova
folha é emitida (TURNER et al., 2000a; 2000b). Em condi¢des de sombreamento as folhas
sdo emitidas com um intervalo maior e o processo de expansdo foliar é mais demorado que
em condicdes normais de luminosidade.

Deve-se ressaltar que o RNA utilizado para a andlise da expressdo génica, neste
trabalho, foi extraido das células secretoras das folhas do 4 e 5° nd, que sob o efeito dos
tratamentos sofreram alteracdes fisioldgicas que promoveram um porocesso de expansio
foliar mais lento entre as folhas dos tratamentos, culminando em folhas com idades diferentes
que, por sua vez, € o fator que afeta diretamente a expressao dos genes estudados (TURNER
et al., 2000D).

Alguns trabalhos de pesquisa mostraram que a densidade de tricomas (SHANKER et
al., 1999; TURNER et al., 2000a; 2000b), a abundancia e a atividade das enzimas da rota do
mentol (MCCONKEY et al., 2000) sdo controlados pela idade e pelo processo de expansio
foliar, sendo 15 dias o pico maximo de atividade enzimdtica em plantas de M. piperita
(CROTEAU et al., 2005).

De fato, as plantas sob efeito do sombreamento estavam em estidgio de maturidade
superior se comparado as plantas ndo sombreadas, as quais estariam em um periodo de
decréscimo da expressdo, enquanto as folhas sombreadas estariam no periodo de aumento na
expressdo dos genes.

Outro ponto de vista deve ser considerado: diz respeito ao fluxo de energia que é
necessdrio para suprir a sintese dos monoterpenos. E de se esperar que as plantas sob
sombreamento tenham diminuicdo dos processos bioquimicos que levam a sintese dos
monoterpenos, como a diminui¢do da transcricdo, da traducdo e da atividade das enzimas
relacionadas com as vias metabdlicas, uma vez que o fluxo de energia que chega até a planta é
menor.

Por outro lado, neste trabalho foram apresentadas evidéncias de que a planta sob baixa
incidéncia luminosa investe seus recursos energéticos limitados na sintese de proteinas
(Figuras 50 e 54), evento bioquimico que ocorre apds a transcrigdo génica.

Portanto, o aumento na expressdo dos genes pode ser uma estratégia da planta par
aumentar a eficiéncia na sintese do 6leo essencial e compensar a diminui¢do no nimero de
tricomas secretores, tornando estes tricomas mais eficientes nos tratamentos sob baixa
luminosidade. Que nao significa que a planta vai produzir mais 6leo essencial, uma vez que a
a produ¢do ndo depende apenas da eficiéncia no processo de sintese, mas, também, da
densidade de tricomas secretores.

Deste modo, é bastante provavel que ou a expressdo dos genes € afetada indiretamente
pela intensidade luminosa e diretamente pelo processo de maturagdo foliar ou ambos os
fatores atuam em sinergismo.

Além disso, o aumento na expressdo dos seis genes de um total de oito que atuam na
rota do mentol, sugere a presenca de um fator de transcricdo modulando a expressdo dos
genes. De fato, os fatores de transcricdo sdo proteinas que atuam apdés um sinal exégeno ou
endogeno a planta, ativando a expressdo dos genes de uma rota metabdlica e também de
outras associadas.

SANTOS (2009) avaliou o efeito da superexpressao dos fatores de transcricdo ZmDofl
e OsDof25 sobre a eficiéncia de uso de nitrogénio em Arabidopsis thaliana e constatou que
houve aumento na expressdo dos genes envolvidos com a absorcdo e assimilagdo de N e das
vias do metabolismo de C, responsdveis em suprir a demanda de carboidratos para a
assimilacdo de N.

Trabalhos de pesquisa recentes com espécimes de Mentha piperita melhorados através
da engenharia genética tém mostrado grandes avancos em produtividade e qualidade dos
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Oleos essenciais (MAHMOUD e CROTEAU, 2001, 2003 ¢ MAHMOUD et al., 2004),
abrindo as portas para outras pesquisas com outras plantas aromaticas.

Os trabalhos em biologia molecular em plantas de M.arvensis ainda s@o incipientes e
desprovidos de cardter aplicado ao aumento da qualidade e produtividade, principalmente no
Brasil. Espera-se que a partir deste trabalho, seja estimulada a geracdo de novas pesquisas,
que poderdo se beneficiar das ferramentas e das técnicas adaptadas ao estudo biomolecular em
planta M. arvesnis.
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5 CONCLUSOES

Experimento 1:

A andlise cromatografica dos 6leos essenciais obtidos por arraste com vapor de dgua
foram os que apresentaram melhor perfil qualitativo. Dentre os solventes o diclorometano,
éter etilico e o de petrdleo foram os que apresentaram maior riqueza no perfil cromatogréfico,
com a presenga das principais substancias do 6leo essencial de M. arvensis.

Experimento 2:

As folhas do quarto e quinto nd apresentaram caracteristicas bioquimicas semelhantes
apos avaliacdo dos teores e a relacdo dos pigmentos fotosintéticos, assim como a atividade da
nitrato redutase, mostrando que estas duas folhas podem ser utilizadas para andlises
bioquimicas de referéncia.

Experimmento 3:

A produgdo de biomassa na parte aérea das plantas de M. arvensis apresentou uma
distribuicdo quadratica nos valores permitindo identificar a concentragdo de 0,95 mM de P
como as que permitird maior producdo de massa na parte aérea.

A solucdo com 1 mM de P foi a que produziu o 6leo essencial com menor teor de
pulegona, substancia indesejada no dleo essencial. A dose de 2 mM de P na solugfo nutritiva
proporcionou diminuicdo na producdo de massa associado a sintomas de toxidez e a
concentragdo de 0,05 mM de P provocou aumento excessivo de massa na raiz em detrimento
da producao de massa na parte aérea.

Experimento 4:

Foi constatado que as folhas maduras (6° ao 8° nd) apresentaram maior teor de 6leo
essencial associado a um perfil de quimico de melhor qualidade, com aumento nos teores de
mentol e acetato de mentila, permitindo concluir que a idade € um fator importante para o
amadurecimento do dleo essencial.

O procedimento de extracdo, isolamento e quantificacdo das cabecgas secretoras foi
adaptado a planta de M. arvesnis com sucesso, proporcionando resultados semelhantes aos
encontrados na literatura para outras espécies.

Experimento 5:

Foi constatado uma correlacdo linear positiva entre a intensidade luminosa e
concentracdo de pigmentos, produ¢do de biomassa, de dleo essencial e teores de acucares
soliveis e uma correlacdo negativa entre os teores de agucares soliveis nas folhas com os
teores de N-total, N-nitrato e atividade da nitrato redutase.

Constatou-se também que o fluxo de energia entre o tecido fonte e dreno tem relevante
efeito na composicdo das fragdes soliiveis, os quais possivelmente influenciam a produgéo e o
perfil cromatogréifico do 6leo essencial.

Foi encontrada uma relagdo positiva entre o aumento da luminosidade e o aumento na
concentracdo de tricomas secretores € no teor de 6leos essenciais. Os testes histoquimicos
comprovaram a presenga de substincias lipofilicas no citoplasma e na secre¢do dos tricomas
capitado e peltado, justificando a secrec¢do de 6leos essenciais por estas estruturas.

A avaliacdo do perfil cromatografico dos 6leos essenciais em funcio da luminosidade
permitiram concluir que a qualidade do 6leo essencial é determinada pelas condicdes
fisiologicas e a idade das folhas, assim como, a produgdo é dependente da eficiéncia de
sintese e da densidade de tricomas nas folhas.
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As composicdes quimicas dos Oleos essenciais obtidos das plantas de M. arvensis
apresentaram elevado teor de mentol, teores adequados de mentona, acetato de mentila e
teores aceitdveis de pulegona, conforme preconiza a Farm. Bras. II.

Foi possivel definir que o sombreamento aumentou a expressdo de seis entre os 0ito
genes envolvidos com a rota de sintese do mentol, em plantas de M. arvensis e que as
alteracdes na expressdo podem estar relacionadas diretamente com a condicao fisioldgica das
folhas, como por exemplo, a idade, o processo de expansdo foliar e a disponibilidade de
energia.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

O procedimento para a extracdo e isolamento das células secretoras permitiu avaliar a
expressdao dos genes que codificam para as enzimas relacionadas com a sintese do mentol.
Este foi o primeiro passo em direcio ao desenvolvimento de novos procedimentos que
possibilitardo compreender o funcionamento dessas vias de sintese.

A técnica de extracdo e isolamento € eficiente e permite o desenvolvimento de estudos
bioquimicos e biomoleculares, do mais basico, como o estudo da expressao dos genes até os
mais aplicados, como a constru¢do de plantas melhoradas geneticamente.
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