U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

ELIAS ALVES DA SILVA

ACAO DA QUITOSANA NO METABOL,ISMO,
TEOR, RENDIMENTO E PERFIL DO OLEO
ESSENCIAL DE Mentha arvensis L.

LAVRAS - MG
2015



ELIAS ALVES DA SILVA

ACAO DA QUITOSANA NO METABOLISMO, TEOR, RENDIMENTO
E PERFIL DO OLEO ESSENCIAL DE Mentha arvensis L.

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
Graduagdo em Plantas medicinais,
aromaticas e condimentares, area de
concentragdo em cultivo e manejo de
plantas medicinais, para a obten¢do do
titulo de Mestre.

Orientador

Dr. Amauri Alves de Alvarenga

Coorientadora

Dra. Ana Cardoso Clemente Filha Ferreira de Paula

LAVRAS - MG
2015



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Silva, Elias Alves da.

Acao da Quitosana no metabolismo, teor, rendimento e perfil
do dleo essencial de Mentha arvensis L. / Elias Alves da Silva.
— Lavras : UFLA, 2015.

125 p. @il

Dissertagdo (mestrado académico)—Universidade Federal de
Lavras, 2015.

Orientador(a): Amauri Alves de Alvarenga.

Bibliografia.

1. Metabolismo secundario. 2. Planta Medicinal. 3.
Compostos Terpénicos. 4. Elicitores. I. Universidade Federal de
Lavras. II. Titulo.




ELIAS ALVES DA SILVA

ACAO DA QUITOSANA NO METABOLISMO, TEOR, RENDIMENTO
E PERFIL DO OLEO ESSENCIAL DE Mentha arvensis L.

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
Graduagdo em Plantas medicinais,
aromaticas e condimentares, area de
concentragdo em cultivo e manejo de
plantas medicinais, para a obten¢do do
titulo de Mestre.

APROVADO em 23 de Fevereiro de 2015.
Dra. Ana Cardoso Clemente Filha Ferreira de Paula IFMG/Bambui

Dr. Joaquim Mauricio Duarte Almeida UFSJ/Divinépolis

Dr. Amauri Alves de Alvarenga
Orientador

LAVRAS -MG
2015



Dedico aos meus pais Francisco e Aparecida, fontes inesgotaveis de incentivo

sem os quais eu nada seria.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela presenga constante, pelos ensinamentos didrios, por tudo de
perfeito que sempre faz. A Ele seja dada toda a Gloria.

Aos meus pais Francisco e Aparecida que sempre me apoiaram em todas
as decisdes e que influenciaram diretamente no homem que me tornei.

Aos meus irmdos Leandro e Willian pela compreensdo nos momentos
em que ndo podia estar presente, pela existéncia impar de cada um.

A minha namorada Vivianny Nayse pela compreensdo, paciéncia, ajuda
e presenga constante nos momentos mais dificeis. Vocé ¢ muito especial para
mim, obrigado por tudo!

A Universidade Federal de Lavras pela oportunidade de cursar o
mestrado, o qual contribuiu e muito para minha formagao pessoal e profissional.

Ao Programa de Po¢s-Graduacdo em Plantas Medicinais, aromadticas e
condimentares, area de concentragdo cultivo e manejo de Plantas Medicinais,
pela oportunidade de fazer parte de sua primeira turma. E apenas o comego de
uma grande historia.

Aos Professores Dr. José Eduardo e Dra. Suzan Kelly pela iniciativa de
criagdo do programa de Plantas Medicinais, pelos ensinamentos fundamentais
para minha formagao, pelo exemplo de dedicagio & pesquisa.

A FAPEMIG pelo auxilio financeiro e concessio de bolsa de estudos.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga pelos valiosos
ensinamentos, pela amizade, compreensdo e confianga, essenciais para minha
formagao.

A minha Coorientadora Profa. Dra. Ana Cardoso Clemente Filha
Ferreira de Paula pela presenca constante, pelo exemplo de dedicagdo a docéncia
¢ a pesquisa, pelos valiosos ensinamentos, pela amizade, carinho, compreensio e

paciéncia. Seu entusiasmo € um exemplo a ser seguido! Obrigado por tudo!



As grandes amizades que construi durante o mestrado, em especial
Camila Bibiano, Elisson Oliveira, Jodo Anténio e Bety Shiue. Obrigado pela
amizade, pelo carinho, compreensdo e auxilio.

A amiga Mila Lamounier pela amizade, compreensio e paciéncia em
todos os momentos de convivéncia.

Aos amigos do Laboratério de Crescimento e Desenvolvimento de
Plantas Iberé, Crislaine, Nelma Ferreira, Juliene, Paulo César ¢ Roniel pela
colaborag@o nos momentos mais dificeis.

As amigas do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Molecular de
plantas em especial Kamila Dazio, Cinthia Andrade e Cleide Campos pela
prontiddo em ajudar, esclarecer duvidas e auxiliar durante os experimentos. A
vocés, meu muito obrigado!

Ao Amigo Antdnio do Laboratério de Fisiologia de Sementes pela
contribui¢do nas analises de ELISA.

Aos amigos Odoréncio, Barrinha, Joel, Tanhan ¢ Lena do programa de
Pés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Vocés foram essenciais para o
desenvolvimento dos trabalhos. Obrigado pelo apoio, compreensdo, prontiddo e
pelos ensinamentos valiosos.

Aos amigos do Laboratorio de Fitoquimica: Annete Boari, Luiz Gelioli e
Léia pela amizade, prontiddo, dedicagdo e presteza em todos os momentos.

Aos amigos do Horto de Plantas Medicinais Dico e Paulo, obrigado pela
amizade, pelo carinho, pelo auxilio e, principalmente, ensinamentos a respeito
do cultivo das plantas medicinais.

Enfim, a todos aqueles que se envolveram direta ou indiretamente para o
desenvolvimento do presente trabalho ¢ minha formagao. A todos o meu muito

obrigado!



“Porque, assim como a terra faz brotar a planta e o jardim
faz germinar a semente, assim o Soberano, o Senhor, fard
nascer a justica e o louvor diante de todas as

nacgoes.” Isaias 61:11



RESUMO GERAL

A aplicagdo de elicitores em plantas medicinais tem sido alvo em
estudos envolvendo a producdo de metabdlitos secundarios. Entretanto, ndo
foram relatados estudos do efeito eliciador da quitosana em Mentha arvensis L.
Objetivou-se no presente trabalho avaliar o desenvolvimento ¢ o comportamento
bioquimico/fisiologico de M. arvensis submetida a tratamentos com quitosana
em diferentes concentragdes, verificando, também, possiveis alteragdes no
metabolismo secundario como a producdo e qualidade de seu dleo essencial. O
trabalho consistiu na realizacdo de dois experimentos, ambos realizados sob
condi¢des de viveiro com sombreamento de 50%. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes e cinco tratamentos
(Controle, solucdo de 4cido acético glacial 1% e quitosana nas concentracdes
0,25%; 0,5% e 0,75%) no experimento I e quatro tratamentos no experimento II
(controle, solug¢do de acido acético glacial 0,25% e quitosana 0,06% e 0,125%
com base nos resultados oriundos do primeiro experimento). No primeiro
experimento, avaliou-se a atividade das enzimas do metabolismo antioxidante as
24, 48 e 72 horas. A coleta para determinar o teor, rendimento e composi¢do
quimica do 6leo essencial ocorreu aos sete dias apds aplicagdo dos tratamentos.
No segundo experimento, as coletas de material para avaliar a atividade das
enzimas antioxidantes e peroxidagao lipidica ocorreram no tempo zero, as 12, 24
horas e 7 dias apos aplica¢do de quitosana. A coleta para massa seca e conteudo
de carboidratos ocorreu no tempo zero e depois as 12 e 24 horas e 7 dias apos
aplicagdo dos tratamentos. Para determinar teor, rendimento e constituicdo
quimica de Oleo essencial, as plantas foram coletadas aos sete dias. A
concentragdo elevada do solvente, associada com altas concentragcdes de
quitosana, promoveu danos fisicos as plantas refletindo em menor rendimento de
6leo essencial. A concentracdo ajustada do solvente ¢ doses menores de
quitosana ndo causaram danos fisicos, estimularam a ativagdo das enzimas SOD
e APX, alteraram o metabolismo de carboidratos bem como o teor e rendimento
do oleo essencial em M. arvensis. O perfil quimico do 6leo essencial apresentou
variagdes nos teores de terpenoides em ambos 0s experimentos.

Palavras-chave: Planta medicinal. Biomoléculas ativas. Estresse oxidativo.
Metabolismo secundario.



GENERAL ABSTRACT

The application of elicitors in medicinal plants has been the subject of
studies involving the production of secondary metabolites. However, no studies
have been reported on the effect of chitosan over Mentha arvensis L. In the
present work, we aimed at evaluating the development and the
biochemical/physiological behavior of M. arvensis subjected to treatments with
chitosan at different concentrations, also verifying possible changes in secondary
metabolism such as the production and quality of its essential oil. The work
consisted of two experiments, both conducted under nursery conditions with
50% shading. We used a completely randomized design (CRD) with three
replicates and five treatments in experiment I (control, 1% glacial acetic acid
solution and chitosan in the concentrations of 0.25%, 0.5% and 0.75%) and four
treatments in experiment Il (control, 0.25% glacial acetic acid solution and
0.06% and 0.125% chitosan based on the findings of this first experiment). In
the first experiment, we evaluated the activity of antioxidant metabolism
enzymes at 24, 48 and 72 hours. The collection to determine the content, yield
and essential oil chemical composition occurred seven days after treatment
application. In the second experiment, the material collections to evaluate the
activity of antioxidant enzymes and lipid peroxidation occurred at times zero, 12
and 24 hours and 7 days after applying chitosan. The collection for dry mass and
carbohydrate content occurred at times zero and later at 12 and 24 hours and 7
days after treatment application. To determine content, yield and essential oil
chemical constitution, the plants were collected at seven days. The high
concentration of the solvent, associated with high concentrations of chitosan,
caused physical damage to plants, resulting in lower yield of the essential oil.
The adjusted concentration of the solvent and lower chitosan doses caused no
physical damage, stimulated the activation of SOD and APX enzymes, altered
carbohydrate metabolism as well as the content and yield of the M. arvensis
essential oil. The chemical profile of the essential oil showed variations in
terpenoid levels in both experiments.

Keywords: Medicinal plant. Active biomolecules. Oxidative stress. Secondary
metabolism.
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CAPITULO 1 Introducio Geral

1 INTRODUCAO

Os vegetais, com potencial terapéutico ou plantas medicinais, tém sua
utilizagdo registrada desde a antiguidade na medicina popular e seus beneficios
tém despertado o interesse de diversas pesquisas. Dessa forma, estas espécies
compdem um ciclo industrial e comercial de grande importancia, preconizando o
desenvolvimento de novas técnicas de cultivo e manejo. Neste contexto, dentro
do género Mentha, que possui diversas espécies potenciais em principios ativos,
encontra-se Mentha arvensis L. familia Lamiaceae popularmente conhecida
como horteld japonesa, vic dentre outros nomes populares (LORENZI;
MATTOS, 2008; SOUZA; LORENZI, 2012).

O emprego de Mentha arvensis na medicina caseira sob a forma de cha
tem ocorrido em virtude de sua agdo estomatica, antigripal e descongestionante
nasal (BHATIAet al., 2014). Com o objetivo de descobrir a¢des potenciais do
extrato de suas folhas, alguns trabalhos evidenciaram potencial antimicrobiano,
antiparasitario e hepatoprotetor (COUTINHOet al., 2008, 2012; PATIL; MALL,
2012; SANTOSet al., 2012).

Além disso, o 6leo essencial de M. arvensis apresenta consideravel valor
comercial pelo fato de conter mentol, constituinte majoritdrio que ¢
comercializado na forma cristalizada para industrias alimenticias, farmacéuticas
e de cosméticos. O Odleo parcialmente desmentolado bem como outros
monoterpenos obtidos do seu fracionamento, também, sfo subprodutos
demandados pela industria (RAM; RAM; SINGH, 2006; SRIVASTAVAet al.,
2002). Isso faz com que a espécie seja considerada uma das plantas de maior

importancia para producdo mundial de dleos essenciais, atingindo quantidades
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comercializadas de dleo superiores a mil toneladas por ano (t/a) (FRANZ;
NOVAK, 2009).

Seu cultivo para a produgdo de o6leo essencial ocorre em paises como
China, Estados Unidos, Franga e India, mas é neste ultimo que sua produgio tem
sido maior e constituido uma atividade chave para pequenos agricultores
(KUMARet al., 2011). Os dleos essenciais s2o substincias volateis obtidas por
arraste a vapor ou pela expressdo de pericarpos de frutos citricos. Derivam
principalmente de terpenoides cuja origem biossintética provém de unidades do
isopreno (C5) com base no acido mevaldnico (SIMOES, 2010). Por se tratar de
compostos do metabolismo secundario, sua producdo estd relacionada com a
defesa do vegetal frente as adversidades do ambiente.

Percebe-se que os fatores abidticos influenciam diretamente na
produtividade do vegetal, inclusive, na producdo de o6leo essencial (LIMA;
KAPLAN; CRUZ, 2003), por isso, ¢ importante conhecer o comportamento da
espécie medicinal sob condigdes adversas. Muitas vezes, a falta de dominio
tecnoldgico das etapas de cultivo pode acarretar na redu¢do de biomassa e,
consequentemente, reducdo do rendimento e de constituintes presentes no dleo
essencial (CHAGAS; PINTO; BERTOLUCCI, 2011). Além destes fatores, a
aplicacdo de substdncias exogenas com potencial eliciador também pode
interferir na produtividade destes vegetais, pois, desencadeiam respostas
simulando o ataque de patdgenos ou agindo diretamente na resisténcia sistémica
adquirida (RSA) (CAMPOSet al, 2009; MATTOS-JUNIOR; QUAGGIO;
BOARETO, 2010; MAZARO, 2007).

O emprego de eliciadores na agricultura tem buscado a promog¢do do
desenvolvimento e producdo vegetal (BOSEet al., 2013). A aplicagdo foliar de
quitosana, por exemplo, acarretou em maior desenvolvimento vegetal em
morangueiros bem como produg@o de carboidratos totais nos frutos (ABDEL-

MAWGOUDet al., 2010). A quitosana consiste em um polimero obtido pelo
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processo de desacetilagio da quitina de carapagas de crustidceos e tem sido
utilizada como eliciador entre outras aplicagdes.

Dependendo da concentracdo de eliciador utilizada, esta pode provocar
um estresse e ocasionar alteracdes metabdlicas como produgdo de espécies
reativas de oxigénio (Eros), levando a ativacdo de enzimas do metabolismo
antioxidante, bem como alterar rotas metaboélicas envolvidas com a produgdo de
substancias de reserva, além de outras de interesse medicinal provenientes do
metabolismo secundario.

Com base nisso, tal proposta foi construida para testar a aplicacdo da
quitosana como substincia eliciadora na cultura de Mentha arvensis L. e sua
influencia no teor, rendimento e composi¢do de 6leo essencial, bem como sua

acdo no metabolismo de resposta da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A medida que a pesquisa cientifica avanga no cendrio mundial, promove
o desenvolvimento intelectual e tecnoldgico. Por meio do conhecimento da
biodiversidade, é possivel se relacionar com ambiente e assim criar processos ¢
produtos que poderdo facilitar o uso racional dos recursos disponiveis e

beneficiar a sociedade de forma sustentavel.

2.1 Importancia das Plantas Medicinais

As plantas medicinais constituem um grupo de vegetais de grande
importancia por se tratar de espécies que possuem metabolitos especiais com
propriedades medicinais e que podem suprir a demanda da industria por novas
fontes naturais de medicamentos.

Trabalhos ja realizados com enfoque na utilizagdo de plantas medicinais
para fins terapéuticos, em determinadas regides do Brasil, sugerem que a
utilizacdo destas plantas se dd em sua maioria entre os moradores de
comunidades locais principalmente no servigo publico (SANTOSet al., 2009).
Assim, percebe-se a influéncia das informac¢des desse género na vida dessas
pessoas, podendo contribuir de forma eficaz quando atrelada a pesquisa.

A utilizagdo de plantas medicinais tem fortes ligagdes culturais uma vez
que seus usos se relacionam diretamente aos costumes de determinados povos. E
necessario, porém, um acompanhamento desse uso visando, entre outros
aspectos, a preservagdo de espécies vulneraveis a exploragdo irracional
(GOMESet al., 2008; LAMEIRA, 2008). Nesse sentido, faz-se necessario um
conjunto de a¢des que propiciem este equilibrio e mais ainda, que devolvam de
forma elaborada maneiras eficientes de se preparar estas plantas potencializando

seus efeitos terapéuticos.
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Apesar dos avangos da medicina moderna, nos ultimos anos, as plantas
continuam sendo utilizadas e estima-se que cerca de 25% a 30% de todas as
drogas avaliadas com potencial terapéutico sdo derivados de produtos naturais

(CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR, 2008).

2.2 Mentha arvensis L.: Uma espécie de Interesse Medicinal

Entre a variedade de plantas medicinais, encontra-se a Mentha arvensis
L. pertencente a familia Lamiaceae. Trata-se de uma erva anual perene, ereta,
com caule quadrangular, ramificado podendo atingir até 90 cm de altura. Suas
folhas sdo grandes, opostas, ovaladas e largas, pubescentes, com limbo mais ou
menos plano e bordas serrilhadas. A inflorescéncia consiste em espiga terminal

com a presenga de flores violaceas (LORENZI; MATOS, 2008)(Figural).
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Figura 1 Fotografia de Mentha arvensis L. cultivada em canteiro.

Entre os nomes populares aplicados a esta espécie, destacam-se os
seguintes: horteld-do-Brasil, horteld-japonesa, vique, vic, horteld, menta,
horteld-pimenta, horteld-das-cozinhas, menta-inglesa (LORENZI; MATOS,
2008).

Seu sistema radicular ¢ formado por grande quantidade de "rizomas" ou
estoldes que se espalham pela camada superficial do solo, emitindo raizes e
novos rizomas, dos quais se originam novas plantas. Esses estoldes sdo
quadrangulares, vigorosos ¢ frageis (HERBOTECNIA, 2014; MOTA;
RODRIGUES, 2014).

Por meio dessa abundante perfilhagdo, a planta em pouco tempo passa a
ocupar grande area de terreno ao seu redor. Estas caracteristicas fazem com que
Mentha arvensis se apresente altamente exigente as questdes de solo e clima,

com especial referéncia a fertilidade do solo, ao suprimento de agua, a
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concorréncia de plantas daninhas, no resistindo a seca, a geada e ao excesso de
umidade (BRILHO, 1963).

A menta (Mentha spp.) apresenta grande utilizacdo na culindria e no uso
medicinal, como (analgésico estomacal e intestinal, estimulante de funcgdes
cardiacas e utilizada contra coélicas, azia, gastrite e gases). Em comunidades da
india e do Paquistio, o decocto de suas folhas ¢ utilizado no tratamento de
espasmos abdominais e estimulante do apetite. Seu emprego na medicina local
se deve principalmente para o tratamento de disturbios gastrointestinais como
aponta os levantamentos etnobotanicos (BHATIAet al., 2014; BIBlet al., 2014).

M. arvensis tem sido empregada em diversas pesquisas demonstrando
resultados pertinentes no controle de doengas. No geral os extratos produzidos
nos trabalhos sdo provenientes de folhas e utilizam cloroférmio, etanol, metanol,
agua ou uma mistura (metanol/agua; etanol/agua) na extragao.

O extrato etandlico das folhas de M. arvensis apresentou eficdcia contra
cepas de Trypanosoma cruzi e Leishmania brasiliensis apresentando 65 e 47%
de inibi¢do na concentragio de 500 pg ml”. Com base nesses resultados, os
autores da pesquisa afirmam que a espécie pode ser considerada uma fonte
natural alternativa no combate a estes parasitas (COUTINHO et al., 2012). Foi
observada atividade inibitdria moderada sobre Helicobacterpylori do extrato de
M. arvensis contendo agua e etanol (30:70) (ZAIDI et al., 2012).

A utilizagdo concomitante do extrato etandlico de M. arvensis e
Metronidazol proporciona uma potencializagdo deste contra Candidatropicalis o
que justifica o emprego de produtos naturais em formula¢des com o objetivo de
aprimorar o efeito terapéutico (SANTOSet al., 2012). O extrato metandlico
mostrou significativa atividade antioxidante e antidepressiva em testes

preliminares preconizando novos trabalhos nesse ambito (TUPEet al., 2010).
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O efeito hepatoprotetor de extratos de M. arvensis (3000mg Kg') foi
significativo quando comparado com a utilizagdo de Silimarina em ratos com
danos hepaticos.

Foi realizada a andlise fitoquimica do extrato de Mentha arvensis e
evidenciou-se a presenca de flavonoides, esteroides, triterpenoides, alcaloides,
glicosideos, hidratos de carbono, taninos e compostos fendlicos (PATIL;
MALL, 2012).

2.2.1 Oleo essencial de Mentha arvensis L.

Esta espécie € integrante de um grupo de plantas consideradas de maior
importancia para a producdo mundial de 6leos essenciais, atingindo quantidades
comercializadas de O6leo essencial superiores a mil toneladas por ano (t/a)
(FRANZ; NOVAK, 2009). O dleo essencial de M. arvensis é rico em mentol,
constituinte muito utilizado pela inddstria farmacéutica, cosmética e alimenticia
(RAM; RAM; SINGH, 2006). Seu cultivo tem sido pratica comum na India
onde a extragdo do seu Oleo essencial constitui atividade chave de pequenos

agricultores (KUMAR et al., 2011).
2.2.1.1 Biossintese e composicio quimica

Oleos essenciais ou dleos volateis sdo substancias obtidas de partes de
plantas, por meio de destilagio por arraste com vapor d’agua ou pela expressao
de frutos citricos. Sdo misturas complexas de compostos volateis, lipofilicas,
geralmente apresentam odor caracteristico e apresentam forma liquida. Séo
chamados também de esséncias pelo fato de muitos dleos possuirem aroma
agradavel INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION
- IS0, 2004; SIMOES, 2010).
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Os terpenoides sdo constituidos de uma gama de substancias, sendo este
termo utilizado para se referir as substancias que t€m sua origem biossintética
derivada de unidades do isopreno (CS5), esta que, por sua vez, origina-se
conforme o acido mevaldnico (SIMOES, 2010). Essas unidades de isopreno sio
condensadas em compostos em formato de anel contendo as seguintes
nomenclaturas e quantidades de carbono, respectivamente: (monoterpenoides =
10C), (Sesquiterpenoides = 15C), (Diterpenoides = 20C) ou (triterpenos = 30).

Os oleos essenciais constituem os terpenoides de 10 ou 15 carbonos
(SALISBURY; ROSS, 2012). Observar rota dos terpenos (Figura 2)
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Fontes: Eisenreich, Rohdich e Bacher (2001), McCaskill e Croteau (1999),Simdes
(2010) e Souza (2010).

secundarios



25

Os oleos essenciais do género Mentha apresentam diferentes classes de
substincias em sua composi¢do, principalmente, terpenoides e fenilpropanoides
com estruturas quimicas variadas que constituem o metabolismo secundario do
vegetal de origem (DURDAREVA; GERSHENZON, 2004; SIMOES, 2010).

Foi observado que a qualidade do oleo de M. arvensis € maior na
primeira colheita realizada préxima aos 100 dias de cultivo. Dentre os
constituintes de seu dleo encontram-se olimoneno, o octanol, a mentona, a
isomentona, o acetato do mentil, o neo-mentol, o0 mentol e o iso-mentol. Estes
constituintes ocuparam aproximadamente 93% do dleo essencial na pesquisa de
(KUMAREet al., 2000).

Os monoterpenos majoritarios encontrados em M. arvensis (Mentol e
mentona), podem apresentar variagdes na porcentagem do oleo essencial em
fungdo da condi¢do do material para extracdo. Folhas frescas geralmente
resultam numa maior porcentagem destes compostos quando comparados com a
matéria seca (EL-NAKHLAWY; SHAHEEN; AL-SHAREEF, 2013).

Além disso, a época de colheita também pode interferir
substancialmente na constitui¢do do 6leo essencial podendo variar o rendimento
de 0,40% a 1,10% o que foi verificado no trabalho de (PADALIAet al., 2015)
onde analisaram e compararam o rendimento e a qualidade do dleo essencial de
espécies de menta incluindo M. arvensis, cultivadas no inverno e primavera-
verao.

Em virtude do mencionado, observa-se que a constituicdo quimica do
oleo essencial de determinada espécie, pode ser alterada de acordo com as ag¢des
ambientais a que esta foi submetida, alterando o perfil quimico, aumentando ou
diminuindo substancias de interesse. Na figura (3) a seguir, estdo apresentadas
as moléculas dos constituintes mais encontrados no dleo essencial de M.

arvensis.
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Monoterpenos simples
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Figura 3 Substincias encontradas nos oleos essenciais de espécies do género
Mentha

Fonte: Adaptado de Souza (2010).
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O interesse econdmico em espécies de Mentha deve-se, principalmente,
a explorag@o comercial dos dleos essenciais que sdo substancias complexas com
grande polimorfismo quimico. As alteragdes quimicas podem ser advindas
principalmente de fatores externos como a sazonalidade (DESCHAMPSet al.,
2008). Estas alteragdes ocasionadas por agentes exogenos podem ser
interessantes no que se diz respeito ao perfil quimico almejado pela industria.

O constituinte majoritario doodleo essencial de M. arvensisé o mentol um
produto de larga aplicacdo na industria alimenticia, perfumaria e farmacéuticos
(GRISIet al., 2006). Os monoterpenos fazem parte da constituicdo quimica do
seu Oleo essencial e em ambiente natural sdo considerados os responsaveis pela
defesa do vegetal contra ataques de herbivoros, agentes microbianos e
alelopaticos(CARDOSO et al., 2001).

Ha ocorréncia de diversas movimentagdes de diferentes tipos de dleo de
Mentha no sistema ALICE — web (Sistema de Andlise das Informacdes de
Comércio Exterior), porém, o o6leo de M. arvensis ¢ destaque em termos de
volume e valor comercializados (ALICE, 2015). O Brasil ja chegou a atingir um
maximo da produg@o deste dleo em 1973 com cerca de 6.300 t de dleo bruto
sendo considerado o maior produtor mundial do mesmo. A medida que sua
produgdo caia no Brasil, aumentava-se no Paraguai ocorrendo migracdo da
cultura de M. arvensis.

Este fato se deve em grande parte a falta de manejo e técnicas eficientes
de cultivo, o que levou o Brasil a importar mentol da India, fato este que tem
impactado negativamente na balanca comercial brasileira em cerca de 10
milhdes de ddlares/ano observado entre 2005 e 2008 (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009).
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2.3 Eliciadores

Nos estudos de relevancia da atualidade, encontra-se a utilizagdo de
compostos quimicos eliciadores que desencadeiam a ativagdo génica nas plantas.
O termo do inglés Elicitor em sua forma traduzida ¢ encontrado de duas formas
na literatura: “Elicitores” (ASSIS; ANDRADE, 2014; DAPPERet al., 2013;
GONZALEZ PENA; COSTALES; FALCON, 2014; SALISBURY; ROSS,
2012; SAUTTERet al.,, 2011) e “Eliciadores” (MANSUR; SANTOS, 2014;
MEINERZet al., 2014; OLIVEIRAet al., 2014). Ambas sdo utilizadas para se
referir as substancias exdgenas que induzem uma resposta de defesa no vegetal,
seja produzindo fitoalexinas (substidncias de defesa como antimicrobianos),
compostos secundarios entre outras. No presente trabalho optou-se por utilizar o
termo eliciador.

Com base nisso, diversos trabalhos tém buscado entender a agdo destes
compostos sobre o vegetal e a sintese de substincias decorrentes da indugdo por
eliciadores. Os eliciadores agem, muitas vezes, simulando um ataque de
patégeno ao vegetal, Como resultado ocorrem a sintese ¢ a acumula¢do de
metabdlitos secundarios (fitoalexinas e compostos fendlicos), macromoléculas
estruturais (calose, lignina e glicoproteina rica em hidroxiprolina) entre outros
(ALAMINOet al., 2013).

Pesquisas demonstram que a resposta aos eliciadores envolve, na
maioria das vezes, a sintese de compostos secundarios (metabdlitos especiais) e,
portanto, a indugdo da resisténcia pode alterar o particionamento de carbono e
consequentemente o desenvolvimento vegetal (ANTONIAZZI; DESCHAMPS,
2006).

Um eliciador pode ser mais bem definido como uma substincia que,
quando introduzida em pequenas concentragdes em um sistema de célula viva,

inicia ou potencializa a biossintese de compostos especificos (NAMDEOQO, 2007;
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TAIZ; ZEIGER, 2004;). De certa forma, estas substancias agem na defesa
induzida do vegetal promovendo ou potencializando sua resposta imunitaria.

As pesquisas envolvendo eliciadores procuram identificar aquelas
substancias que potencializam a produgio de compostos secundarios de interesse
como ¢ o caso de Catharanthus roseus cujo metabolito secundario é um
alcaloide anticancerigeno de grande interesse farmacéutico (VAZQUEZ-
FLOTAet al., 2009).

O aumento potencial da produtividade do mentol também foi observado
na cultura de células de Mentha piperita com adicdo de extratos do fungo
Aspergillus niger como eliciador (CHAKRABORTY; CHATTOPADHYAY,
2008). A adicdo dos eliciadores acido jasmonico ¢ metil jasmonato em cultura
de suspensdo de células de Mentha piperita forneceu resultados relevantes em
relagdo a produgéo de acido rosmarinico pela espécie em comparagdo com grupo
ndo tratado (KRZYZANOWSKA et al., 2012).

Nesse contexto, a quitosana se enquadra entre as substancias abioticas
sinalizadoras, envolvida principalmente em respostas de defesa sistémica das
plantas por alterar a producdo de compostos secundarios. Os mecanismos de
acdo envolvidos nestas respostas ainda ndo foram totalmente elucidados, uma

vez que cada espécie responde de forma diferente a um mesmo agente exogeno.
2.3.1 Quitosana

Quitina e quitosana sio copolimeros constituidos por unidades N-acetil-
D-glicosamina e D-glicosamina em propor¢des variaveis € o primeiro tipo
dessas unidades predomina no caso de quitina, enquanto quitosana é composta,
predominantemente, por unidades D-glicosamina.

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois

da celulose, sendo o principal componente do exoesqueleto de crustaceos e
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insetos; sua presenga ocorre também em nematoides e parede celular de fungos e
leveduras (DIASet al., 2013; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitosana ¢ oriunda do processamento da carapaca de crusticeos e
constitui um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel
(GOOSEN, 1997). Constitui um biopolimero composto basicamente por
moléculas de 2-amino-2deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2deoxi-D-
glicopiranose, agrupadas por ligagdes B (1-4), como pode ser verificado na
figura 4. Pode ser obtida com base na quitina por meio da desacetilagio com
alcalis, podendo também estar presentenaturalmente em alguns fungos
dosgéneros Mucore Zygomicetes (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).
Apesar de insolivel em 4agua, apresenta solubilidade em acidos orgénicos
diluidos como os acidos acético, latico, formico, citrico e malico e em solucdes
diluidas de &acidos inorgéanicos (cloridrico e sulfurico) (DIAS et al., 2013;

HAFDANI; SADEGHINIA, 2011).
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Figura 4 estruturas da quitina e quitosana
Fonte: (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

O emprego de quitina e quitosana e a pesquisa por novas aplicagdes tém
aumentado exponencialmente em diversas areas, como na agricultura e inddstria
de alimentos, mas, especialmente, na indistria farmacéutica, no
desenvolvimento de cosméticos (MARTINSEN; SKJAK-BRZEK; SMIDSR@D,
1989; MUZZARELLI; MUZZARELLI, 2005) e biomateriais, tais como géis,
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filmes e membranas poliméricas (NAKATSUTA; MICHAELS, 1992; TONHI;
GPLEPIS, 2002), apresenta agdo fungistatica no crescimento micelial de fungos
(FREDDOI; MAZAROII; JUNIORII, 2014; PACHECOet al., 2008; RABEAet
al., 2003), acdo antimicrobiana contra bactérias fitopatogénicas (LOU et al.,
2011), agindo também como filme protetor conservando, mantendo a aparéncia
e prevenindo o escurecimento de frutos (ASSIS; LEONI, 2003; HOJO;
DURIGAN; HOJO, 2011).

Apesar de varios estudos apresentarem uma ac¢do significativa da
quitosana como antifiingico e antimicrobiano, o mecanismo pelo qual ela exerce
estes efeitos ainda ndo foi elucidado (BERGER; STAMFORD; STAMFORD,
2011). Dessa forma, alguns estudos sugerem que a quitosana tem a capacidade
de ligar-se com o DNA afetando a sintese de mRNA e alterando a conformagio
da molécula de DNA. Pode agir exercendo um efeito sobre a membrana
plasmatica alterando sua permeabilidade, levando a variagdes ultraestruturais
culminando na ruptura da parede celular em fungos (SINGH; SINGH, 2011).

A quitosana interage com o vegetal simulando um ataque de patégeno,
com isso, promove o desencadeamento das respostas de defesa na planta.
Verifica-se que na interagdo patdgeno planta, a célula responde por meio da
explosdo oxidativa, considerado um mecanismo de defesa bioquimico,
classificado como pds-formado (ativo ou induzivel) (PASCHOLATI; LEITE,
1994; STANGARLIN et al., 2011).

Quando submetida a estresses bidticos e abidticos, a planta tende a
produzir grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROS), o que pode
acarretar em danos celulares e até mesmo ocasionar sua morte. Existe, no
entanto, enzimas que atuam no sistema de defesa antioxidante, sdo elas:
Dismutase do superdxido (SOD), Catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX) dentre outras (BARBOSA et al.,, 2014; COSTA et al.,, 2014). Estas

enzimas atuam mantendo os niveis de radicais livres reduzidos. A dismutase do
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superoxido age catalisando a dismutagdo do radical superéxido em H,O, e O,
enquanto que a catalase e a peroxidase do ascorbato quebram o H,O, em H,0 e
O, (CARNEIRO et al., 2011).

Os agucares, além de desempenharem diversas fungdes no metabolismo
celular, tiveram seus papéis como antioxidantes elucidados nos ultimos anos
(ENDE; EL-ESAWE, 2014; KEUNENet al., 2013). Agucares soltuveis totais
(AST) como a sacarose, rafinose e estaquiose sdo os principais carboidratos com
funcdo antioxidante nos vegetais. Estes acucares tém seus niveis elevados em
resposta a condigdes de estresse, estando diretamente relacionados & homeostase
celular, uma vez que atuam no controle das EROS ocasionadas por essas
condi¢gdes. O acimulo de AST se relaciona com a defesa antioxidante dos
vegetais pela neutralizagdo das EROS, em especial, o radical hidroxila, por ser
um dos mais reativos (KEUNENet al., 2013). Além disso, a hidrdlise desses
agucares, nas diferentes organelas celulares, inclusive no vactolo, origina outros
acucares denominados redutores (glicose e frutose) que atuam em importantes
processos metabolicos geradores de energia, como a respiragdo. Dessa forma, a
indugdo de processos metabdlicos secundarios, por uso de substincias elicitoras,
pode afetar o metabolismo primario, desencadeando estresses (MAZARO,
2007).

As EROs, por serem altamente téxicas as células, podem acarretar danos
as moléculas de acidos nucleicos, levando a inativagdo ou mutagdo, bem como a
grupos sulfidrilas das proteinas, além de reagirem com lipideos, incluindo os
presentes nas membranas celulares, degradando-as (BARBOSA et al., 2014). As
membranas sdo os principais alvos de a¢do das EROs, uma vez que estas reagem
com 4cidos graxos insaturados desencadeando injurias, tais como,
extravasamento do conteudo celular, rapida dessecagdo, acarretando na morte
celular. Além disso, a peroxidacdo lipidica pode comprometer o funcionamento

do aparato fotossintético, a deterioragdo de pigmentos, além de afetar também a
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atividade respiratéria (FOYER; NOCTOR, 2000; KARABAL; YUCEL;
OKTEM, 2003; SCANDALIOS, 1993).

O entendimento acerca destes processos bioquimicos ¢ muito
importante, quando se trabalha com eliciadores, uma vez que estes sdo
substancias exdgenas que podem resultar na producido excessiva de EROs no
vegetal ocasionando perdas muitas vezes irreversiveis. Além disso, o
desenvolvimento de novas técnicas, envolvendo fisiologia vegetal e prote¢do de
culturas, por meio da elicitacio de respostas de defesa ¢ necessario, pois
procuram elucidar e aprimorar os processos de defesa das plantas (CERON-
GARCIAet al., 2012).

Alteragdes ambientais também podem interferir diretamente na
produ¢do de metabolitos secundarios. O estudo destas alteragdes fornece
informagdes acerca de sua influéncia na regulacdo de biossintese destes
compostos, contribuindo para o aumento de substancias de interesse nas espécies

aromaticas ¢ medicinais (LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003; MORAIS, 2009).
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3 OBJETIVOS

Avaliar o desenvolvimento e o comportamento bioquimico/fisioldgico
de Mentha arvensis submetida a tratamentos com quitosana como eliciador,
verificando possiveis alteragdes no metabolismo secunddrio como a producéo e

em quantidade e qualidade do 6leo essencial.
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CAPITULO 2 Influéncia da quitosana no metabolismo de carboidratos e

no sistema antioxidante de Mentha arvensis L.

RESUMO

A utilizacdo de substancias que desencadeiam diferentes respostas
fisioldgicas nos vegetais tem sido alvo de diversas pesquisas nos ultimos anos.
As moléculas com este potencial sdo denominadas Elicitores ou Eliciadores.
Ainda ndo consta na literatura a utilizagdo de quitosana como eliciador em
plantas de Mentha arvensis L. e sua influéncia sobre o metabolismo de
carboidratos bem como no metabolismo antioxidante desta espécie. Mentha
arvensis L. é uma planta medicinal com importancia economica dada a sua
produgdo de dleo essencial e em especial pelo teor de mentol, constituinte
majoritario. Objetivou-se no presente trabalho avaliar o comportamento
bioquimico/fisiologico de M. arvensis submetida a tratamentos com quitosana
em diferentes concentragdes. Foram realizados dois experimentos em épocas
distintas sob condi¢des de viveiro com sombreamento de 50%. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes e cinco
tratamentos (Controle, solugcdo de acido acético glacial 1% e quitosana nas
concentragdes 0,25%; 0,5% e 0,75%) no experimento I, e quatro tratamentos no
experimento II (controle, solugdo de acido acético glacial 0,25% e quitosana
0,06% e 0,125%. Tomaram-se por base os resultados obtidos no primeiro
experimento para a aplicagdo destes tratamentos). No primeiro experimento,
avaliou-se a atividade das enzimas do metabolismo antioxidante as 24, 48 ¢ 72
horas, no segundo, as coletas de material para avaliar a atividade das enzimas
antioxidantes e peroxidagdo lipidica, ocorreram no tempo zero, as 12, 24 horas e
7 dias apos aplicagdo de quitosana. A coleta para determinagdo do contetdo de
carboidratos ocorreu no tempo zero as 12 horas, 24 horas e 7 dias apos aplicagio
dos tratamentos apenas no segundo experimento. A quitosana juntamente com o
solvente promoveu ativacdo do metabolismo antioxidante de M. arvemsis. A
diminui¢do da concentragdo do solvente e reducdo das doses de quitosana no
segundo experimento também proporcionou a ativagdo das enzimas SOD e
APX, bem como a altera¢do do metabolismo de carboidratos.

Palavras-chave: Planta medicinal. Substiancias estimuladoras. Metabolismo
antioxidante. Contetudo de carboidratos.
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ABSTRACT

The use of substances that trigger different physiological responses in
plants has been the subject of many researches in recent years. Molecules with
this potential are denominated elicitors. In literature, there is still no use of
chitosan as elicitor for Mentha arvensis L. plants and its influence over
carbohydrate metabolism and antioxidant metabolism in this species. Mentha
arvensis L. is a medicinal plant with economic importance due to its production
of essential oil and, in particular, the content of menthol content, its main
constituent. In the present work, we aimed at evaluating
biochemical/physiological behavior of M. arvensis subjected to treatments with
chitosan at different concentrations. Two experiments were conducted at
different times under nursery conditions with 50% shading. The experimental
design was completely randomized (CRD) with three replicates and five
treatments in experiment I (control, 1% glacial acetic acid solution and chitosan
in the concentrations of 0.25%, 0.5% and 0.75%) and four treatments in
experiment II (control, 0.25% glacial acetic acid solution and 0.06% and 0.125%
chitosan based on the results obtained in the first experiment). In the first
experiment, we evaluated the activity of antioxidant metabolism enzymes at 24,
48 and 72 hours, in the second, the material collections to evaluate the activity of
antioxidant enzymes and lipid peroxidation occurred at times zero, 12 and 24
hours and 7 days after applying chitosan. The collection to determine
carbohydrate content occurred at times zero and later at 12 and 24 hours and 7
days after treatment application only in the second experiment. Chitosan along
with the solvent promoted activation of the antioxidant metabolism of M.
arvensis. The decrease in the concentration of the solvent and reduction of
chitosan doses in the second experiment also provided the activation of enzymes
SOD and APX, as well as the change in carbohydrate metabolism.

Keywords: Medicinal plant. Stimulating substances. Antioxidant metabolism.
Carbohydrate content.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é fato que remonta a antiguidade e suas
aplicacdes tem acompanhado o homem desde entdo. E fato que o avango da
ciéncia moderna tem proporcionado o aprimoramento de seu uso empirico,
avaliando formas eficazes de aproveitamento das propriedades destes vegetais.

A familia Lamiaceae reine muitas ervas aromaticas com propriedades
medicinais como as pertencentes ao género (Mentha spp.). Neste, encontramos
Mentha arvensis L. ou horteld japonesa como é referida popularmente dentre
outros nomes populares (LORENZI; MATTOS, 2008; SOUZA; LORENZI,
2012). Esta espécie tem seu cultivo consolidado principalmente na india e faz
parte de variados trabalhos envolvendo seu cultivo.

Na medicina popular, a infusdo de suas folhas ¢ empregada para o
tratamento de transtornos digestivos, descongestionante nasal e antigripal. Seu
estudo fitoquimico evidencia a presenga de alcoois, cetonas e hidrocarbonetos
terpénicos, o que tem propiciado o desenvolvimento de estudos que visam a sua
eficiéncia antiparasitaria, antimicrobiana (COUTINHO et al., 2008, 2012),
hepatoprotetora (PATIL; MALL, 2012), entre outras ainda em fase de testes.

O interesse pela espécie advém principalmente do valor comercial de
seu Oleo essencial rico em mentol. A produgdo anual pode chegar até mil
toneladas por ano. Varios produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios
utilizam-no em suas composi¢des em razdo do aroma mentolado e refrescante
(RAM; RAM; SINGH, 2006).

Com o intuito de promover respostas metabolicas nos vegetais, diversos
estudos vém empregando o uso de substincias eliciadoras bidticas e abidticas.
Em alguns casos, estas moléculas, quando aplicadas no vegetal, simulam o
ataque de insetos patdgenos resultando na producdo de fitoalexinas e outras

substancias de defesa ligadas ao metabolismo secundario.
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Dependendo da concentracdo de eliciador utilizada, esta pode provocar
um estresse no vegetal, ocasionando em alteragdes metabodlicas como produgdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem levar a ativagido de enzimas
do metabolismo antioxidante como estratégia de neutralizar esses radicais.

Algumas enzimas envolvidas neste processo sdo: a Catalase (CAT),
dismutase do superoxido (SOD) e peroxidase do Ascorbato (APX) que
constituem um importante sistema antioxidante enzimatico do vegetal
(BARBOSA et al., 2014; COSTA et al., 2014). Além disso, rotas metabdlicas
também podem ser influenciadas, atingindo tanto a producdo de substancias de
reserva como outras de interesse medicinal provenientes do metabolismo
secundario.

A quitosana ¢ considerada um eliciador e estd envolvida com a produgio
de fitoalexinas e substancias de defesa em plantas (ASSIS; ANDRADE, 2014).
Consiste num polissacarideo obtido da desacetilacio da quitina originaria da
carapaca de crustaceos e seu emprego tanto na industria como na agricultura
vem demonstrando o valor industrial deste biopolimero.

De posse dessas informagdes, o presente estudo foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a interferéncia da quitosana como substancia eliciadora em
diferentes concentragdes, na producdo de substincias de reserva como agucares
e amido, bem como sua influencia no metabolismo de antioxidantes de Mentha

arvensis L.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenc¢ao das mudas

Mudas de M. arvensis foram preparadas a partir de estacas apicais de
matrizes obtidas no Horto de Plantas Medicinais da UFLA. Utilizaram-se
bandejas de poliestireno expandido de 128 células, contendo substrato comercial
Plantimax® e cada estaca mantida com dois pares de folhas. As mudas foram
mantidas em casa de vegetacdo, com nebulizagdo controlada até atingirem em
média sete centimetros de comprimento ¢ quatro pares de folhas expandidas
(aproximadamente 30 dias).

Apds esta fase, as mudas foram transplantadas para vasos com
capacidade de trés litros, contendo um substrato constituido por uma mistura de
terra, areia e esterco de codorna na propor¢do 2:1:1, acrescida de adubo
comercial NPK 10:10:10 e mantidas sob sombreamento de 50% por 76 dias até a
aplicacdo dos tratamentos com o eliciador, momento este em que as plantas

atingiam pleno florescimento.

2.2 Conducio do Experimento I

A quitosana utilizada possui 85% de desacetilacdo e apresenta formula
molecular (CsH3NOs),. Para sua solubilizagdo, utilizou-se uma solu¢do aquosa
de 4cido acético glacial 1% sendo o pH final ajustado entre 6 ¢ 6,5 com
hidréxido de sodio (NaOH) 10M segundo recomendagdo de Aguiar (2011).

O experimento I consistiu na aplicagdo de cinco tratamentos: O controle
onde as plantas ndo foram pulverizadas com quitosana; Um tratamento com
aplicagdo do de solugdo aquosa de acido acético glacial 1% com pH entre

6€6,5); outro tratamento foi constituido da aplicagdo de quitosana 0,25%. No
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quarto tratamento foi realizada a pulverizagdo de quitosana 0,5% e no quinto
tratamento as plantas foram pulverizadas com quitosana 0,75%.

Apos a aplicacdo das substancias, as plantas foram mantidas em viveiro
e protegidas com uma estrutura de metal com cobertura plastica, evitando,
assim, a a¢do de chuvas sobre os tratamentos.

As caracteristicas analisadas e as épocas de avaliagdes para diagnosticar
a resposta de M. arvensis frente a aplicagdo de quitosana foram: atividade das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) a qual foi realizada em trés épocas:

um dia, quatro dias e sete dias ap6s aplicagio de quitosana. (APENDICE A)

2.2.1 Obtencio das variaveis

Foram analisadas trés plantas por tratamento. De cada planta foram
analisadas folhas completamente expandidas, localizadas entre o terceiro e
quarto noés a partir do dpice. A coleta ocorreu entre as 7h e 8h e as folhas
coletadas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer Forma Scientific a -80 °C, até o
preparo do extrato proteico, para a avaliacdo das atividades enzimaticas.

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo de 200 mg de folhas
frescas em nitrogénio liquido com 50% de PVPP, em seguida, foram
adicionados 1,5 mL do tampao de extra¢do em cada amostra. Composi¢do do
tampao de extrag@o: 375 ul de tampao fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), 15
pL de EDTA 0,1 mM, 75ul de acido ascorbico 200 mM1035 pl de agua
destilada. O extrato foi centrifugado a 13.000 x g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C para posteriores analises das
enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do

ascorbato (APX).
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2.2.1.1 Metabolismo antioxidante

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977), com modifica¢des. Foram adicionados Spul. do extrato enzimatico ao
meio de incubagdo composto por: tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8),
metionina 14 mM, EDTA 0,1 mM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. As placas,
contendo o meio de incubagdo mais amostra, foram iluminadas com lampada
fluorescente de 20 W por 7 minutos. Para o controle, foi utilizado o mesmo meio
de reacdo sem a amostra. As leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo da
enzima foi realizado com base na Equag@o 1 - Obtencdo da atividade da SOD.
Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em

50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢des do ensaio.

. A560 (amostra com extrato enzimatico) — A560 (controle sem enzima)
Inibicio(%) =

A560 (controle sem enzima)

(M

A atividade da CAT foi monitorada pelo consumo do perdxido de
hidrogénio, em que se observa o decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15
segundos por 3 minutos. A CAT foi avaliada conforme Havir e McHale (1987),
em que uma aliquota de 9uL. do extrato enzimatico foi adicionada a 180uL do
meio de incubagdo, contendo 90uL de fosfato de potdssio 200 mM (pH 7,0), 72
pl de dgua destilada e 9uL de perdxido de hidrogénio 250 mM, incubado a
28°C. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 36 mM™ cm™.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma

aliquota de 9uL do extrato enzimatico foi adicionada ao tampdo de incubacdo
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composto por fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), de acido ascérbico 10 mM,
agua destilada e peroxido de hidrogénio 2 mM (NAKANO; ASADA, 1981).

2.2.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), consistindo em cinco tratamentos (controle, solvente, quitosana 0,25%,
0,5% e 0,75%). A parcela experimental foi composta por 4 plantas, totalizando
80 plantas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, utilizando-se
o programa estatistico SISVAR 4.3 (Sistema de Analise de Variancia Para
Dados Balanceados) (FERREIRA, 1999). Quando encontradas diferencas
significativas, as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974) ou Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

2.3 Conducao do experimento IT

O experimento II foi conduzido sob condi¢des de viveiro no setor de
Fisiologia Vegetal da UFLA e o preparo das mudas e do solo utilizados seguiu a

mesma metodologia do experimento .

2.3.1 Aplicac¢ao da quitosana

Para a dissolu¢do da quitosana utilizou-se uma solugdo aquosa de acido
acético glacial 0,25% e seu pH foi ajustado entre 6 e 6,5 com hidréxido de sddio
(NaOH) 10M (AGUIAR, 2011) (modificado com base nos resultados do

experimento I).
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Quando as plantas estavam em pleno florescimento, (90 dias apds o
transplantio), estas foram submetidas a pulverizacdo de quitosana. Esta época de
aplicagdo (florescimento) se deve ao fato de a farmacopeia europeia recomendar
a extracdo do oleo essencial das sumidades floridas da parte aérea de Mentha
arvensis L como processo imprescindivel para garantir a qualidade do dleo bem
como sua comercializagdio (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION- ISO, 2004; MARTINSet al., 2011).

Em relag@o aos tratamentos utilizados, estes consistiram em: Tratamento
controle: Aplicacdo de dgua destilada, tratamento um (T1): solugdo aquosa de
acido acético glacial 0,25%, tratamento dois (T2): Solu¢do de quitosana 0,06% e
tratamento trés (T3): Solugdo de quitosana 0,125%, sendo pulverizado um
volume de 60 mL em cada planta.

Apos a aplicagdo das substincias, as plantas foram mantidas sob as
mesmas condi¢des descritas no experimento I e as caracteristicas analisadas bem
como ¢pocas de avaliagdo para diagnosticar a resposta de M. arvensis frente a
aplicagdo de quitosana foram: atividade das enzimas antioxidantes e peroxidagio
lipidica realizadas em quatro periodos: tempo zero (T0), doze horas (12h), vinte
e quatro horas (24h) e sete dias (7d) apds a aplicacdo dos tratamentos e
quantificagdo de carboidratos realizada em trés periodos: tempo 0 (T0), vinte e
quatro horas (24h) e sete dias (7d) apds a aplicacdo de quitosana. (APENDICE
B).

2.3.2 Obtencao das variaveis

Foram analisadas trés plantas por tratamento. De cada planta foram
analisadas folhas completamente expandidas, localizadas entre o terceiro e
quarto nods a partir do apice. A coleta de material para enzimas do sistema

antioxidante e peroxidagdo lipidica ocorreu entre as 7h e 8h e as folhas coletadas
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foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer Forma Scientific a -80°C, até o
preparo do extrato proteico, para a avaliagdo das atividades enzimadticas
(conforme descrito no subitem 2.2.1.1 Metabolismo antioxidante, do
experimento I), lembrando que neste experimento II também foi coletado
material para avaliar a peroxidacdo lipidica. O mesmo foi armazenado sob as
mesmas condi¢gdes das enzimas antioxidantes descritas no referido subitem.

Para a quantificagdo de carboidratos as plantas foram seccionadas
separando-se a parte aérea da parte subterrdnea (considerando nesta por¢do
raizes e estoldes). A parte subterrdnea foi lavada para remover o substrato, em
seguida, as diferentes partes das plantas foram acondicionadas em sacos de papel
Kraft e submetidas a secagem em estufa de circulagdo forcada de ar a 65°C +
5°C, até atingirem massa constante. Posteriormente, a matéria seca foi
pulverizada em moinho de facas (Velocidade de rotagdo: 5 a 18 ms™) e o
material obtido da parte aérea e parte subterranea foram armazenados em frascos
de 30 mL tampados, identificados e mantidos sob protecdo da incidéncia de luz e

calor até as analises subsequentes.

2.3.2.1 Peroxidacao Lipidica

A Peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificagdo de
espécies reativas ao 4cido tiobarbiturico (BUEGE; AUST, 1978). Para tanto, 200
mg de folhas e raizes foram maceradas em nitrogénio liquido, acrescido de 20%
de PVPP (m/v) e homogeneizadas em 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m,v).
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos, e aliquotas de
250 pL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reagdo, composto por
0,5% (m/v) de acido tiobarbitarico (TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se,

em seguida, a 95°C por 30 minutos. A reagdo foi paralisada pelo resfriamento
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rapido em gelo e as leituras determinadas em ELISA (Enzyme Linked Immunono
Sorbent Assay). Nessa reagdo, o TBA forma complexos de cor avermelhada,
com aldeidos de baixo peso molecular, como o malondialdeido (MDA), produto
secundario do processo de Peroxidagdo. A concentragio do complexo
MDA/TBA foi calculada de acordo com a Equagdo 2 - Quantificacdo de
peroxidagio lipidica :

_ (A 535-4600)

[MDA] = BT — (2)

Onde “E” € o coeficiente de extingdo molar = 1,56 x 107, e “b” o

comprimento otico = 1.

2.3.2.2 Quantificacio de Carboidratos

Os carboidratos foram extraidos de 200 mg da massa seca pulverizada
proveniente da parte aérea e subterrdnea, as quais foram homogeneizadas em 5
mL de tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0, seguido de banho-maria a
40°C por 30 minutos. O homogeinato foi centrifugado a 10.000 g por 20
minutos coletando-se o sobrenadante. O procedimento foi repetido por mais
duas vezes, € os sobrenadantes combinados.

Para a extracdo do amido, o pellet foi novamente ressuspendido com 8
mL de tamp@o acetato de potassio 200 mM, pH 4,8. Em seguida, foi adicionado
2 mL da solugdo da enzima amiloglucosidase 1mg mL™, incubando-se em
banho-maria a 40°C por duas horas. Logo apds, houve a centrifugagio a 10.000
g por 20 minutos, o sobrenadante coletado, o volume completado para 15 mL
com agua destilada, transferido para tubos conicos tipo Falcon de 50 mL

devidamente identificados e armazenados a -20°C.
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Para a quantificagdo do amido e agucares soluveis totais (AST) foi
utilizado o método da Antrona (DISCHE, 1962) e para os agucares redutores

(AR), foi utilizado o método do reagente DNS (MILLER, 1959).

2.3.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), sendo trés repeticdes e quatro tratamentos (controle, solugdo de acido
acético glacial 0,25%, quitosana 0,06%, 0,125%). A parcela experimental foi
composta por sete plantas, totalizando 84 plantas.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F (p<0,05) e sendo
significativos, as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974), utilizando-se o programa estatistico
SISVAR 4.3 (Sistema de Analise de Varidncia Para Dados Balanceados)
(FERREIRA, 1999).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Influéncia da quitosana no metabolismo de antioxidantes

No experimento I, a atividade da enzima SOD as 24 horas foi maior nas
plantas pulverizadas com quitosana independente da sua concentragio. As 48
horas observou-se um acréscimo na atividade apenas para as plantas tratadas
com solvente e quitosana 0,25%. Em 72 horas apos a imposi¢do dos tratamentos,
verificou-se que as plantas controle e as tratadas com quitosana, apresentaram
maior atividade desta enzima. Ao longo do tempo, verificou-se que plantas
controle aumentaram a sua atividade as 72 horas, ja plantas tratadas com
solvente apresentaram um aumento apenas as 48 horas. Plantas tratadas com
quitosana 0,25% mantiveram a sua atividade ao longo do periodo experimental,
quitosana 0,5% provocou um aumento da atividade apenas nos tempos 24 ¢ 72
horas e plantas tratadas com 0,75% apresentaram uma maior atividade as 72
horas (Figura 1-A).

No tratamento controle a atividade da APX as 24 horas foi maior do que
os demais tratamentos, ja as 48 horas verificou-se que o tratamento com 0,25%
apresentou maior atividade, quando comparado com os demais, as 72 horas
houve um aumento expressivo na atividade de plantas tratadas com 0,5% de
quitosana quando comparada com os outros tratamentos. Ao longo do tempo,
verificou-se para todos os tratamentos um aumento na atividade desta enzima

(Figura 1-B).
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A enzima catalase (CAT) ndo apresentou atividade nas andlises
realizadas. Foram efetuadas quatro tentativas modificando - se as condi¢des de
incubagdo para verificar a atividade, porém as leituras nio apresentaram
resultados pertinentes em relagéo a atividade da mesma.

A extens@o do estresse oxidativo em uma célula ¢ determinada pelas
atividades das enzimas antioxidantes, pois estas sdo importantes para a reducio
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs). Os resultados indicam que
no geral os tratamentos com quitosana levaram a um acréscimo na atividade das
enzimas avaliadas, quando comparadas com o controle, indicando que estas
plantas estavam mais estressadas (FAN et al., 2010; LEI et al., 2011).

A quitosana constitui um biopolimero oriundo da quitina considerado
um eliciador abidtico, pois quando aplicado sobre o vegetal, pode desencadear
respostas de defesa por simular o ataque de insetos. Resultados de outros
trabalhos sustentam essa afirmac¢do. Quando aplicada em macgés pds-colheita, a
quitosana reduziu consideravelmente as lesdes ocasionadas por fungos
causadores da podridio-amarga (CAPDEVILLEet al., 2002; FELIPINI; DI
PIERO, 2009). Ela age sobre o vegetal desencadeando mecanismos de defesa
estruturais e ou bioquimicos (CAVALCANTE, 2005).

A produg@o de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos vegetais tende
a aumentar decorrente de estresses bidticos ou abioticos, porém, este aumento
pode resultar em danos celulares severos acarretando em morte. Este fato pode
ser evitado pelas enzimas do metabolismo antioxidante como a CAT, SOD e
APX (BARBOSA et al., 2014; COSTA et al., 2014).

O fato das plantas do tratamento controle terem apresentado aumento na
atividade da SOD a partir das 48 horas e, principalmente, as 72 horas, merece
algumas considera¢des. Para isso, é preciso entender alguns processos que
ocorrem inerentes a interferéncia humana. No ambiente natural, as plantas estdo

sujeitas a diversas interagdes bidticas e abiodticas. A herbivoria, por exemplo,
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configura uma forma de interagdo bidtica que exige do vegetal a produgido de
substancias que podem agir em sua defesa como os produtos oriundos do seu
metabolismo secundario (SCHOONHOVEN; LOON; DICKE, 2005).

Além disso, é importante lembrar que a defesa do vegetal nio ocorre
unica e exclusivamente de forma constitutiva, mas também pode ser induzida em
resposta a possiveis estresses como a herbivoria entre outros (KARBAN;
BALDWIN, 2007). Alguns estudos apresentam explicagdes pertinentes acerca
de como ocorre essa indugdo da defesa, evidenciando os volateis induzidos.
Estes compostos sdo produzidos em resposta a um ataque de patdgeno ou
herbivoria e servem como sinalizadores para plantas vizinhas, fazendo com que
estas estejam preparadas para a condicdo adversa a que serdo submetidas
(PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

Com base nisso, podemos considerar no presente trabalho que as plantas
controle podem ter sofrido influéncia das plantas tratadas com quitosana, uma
vez que estas ja apresentaram alta atividade enzimatica as 24 horas apos a
pulverizacdo mantendo-se até as 72 horas. O aumento da atividade no controle
ao longo do tempo ocorreu gradativamente o que sustenta esta consideragao.

Outro trabalho envolvendo Mentha pulegium, espécie medicinal do
mesmo género, mostrou em seus resultados que a SOD age como primeira linha
de defesa contra o estresse oxidativo na espécie, provocado pelo alagamento. Os
autores afirmam ainda haver uma acfo conjunta das enzimas SOD e CAT
fornecendo uma protecdo parcial ao vegetal até o sexto dia de estresse
(CANDAN; TARHAN, 2012).

Também verificamos que a APX apresentou atividade no controle
superior aos demais tratamentos logo as 24 horas, apds imposi¢do dos
tratamentos, diminuindo sua atividade as 48 horas elevando-se novamente as 72
horas. Esta enzima possui uma grande afinidade pelo peroxido de hidrogénio

(H,O,) sendo capaz de agir sobre esta molécula mesmo em baixas
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concentragdes, consistindo em um meio eficiente de eliminagdo destas

substancias sob condi¢des de estresse (SHARMA et al., 2012).

3.2 Influéncia da quitosana no metabolismo de antioxidantes

No experimento II, a atividade das enzimas SOD e APX sofreu
influencia da aplicacdo exdgena de quitosana. No tempo zero as plantas ndo
apresentaram diferenca significativa entre elas em relacdo a atividade da SOD e
APX, mostrando que as mesmas estavam sob condi¢des ambientais semelhantes
antes da aplicacdo dos tratamentos. Apos 12 horas de aplicagdo, plantas tratadas
com solucdo aquosa de acido acético 0,25% (T1) apresentaram maior atividade
da SOD em relag@o aos outros tratamentos. As duas doses de quitosana 0,06% e
0,125%, condicionaram atividade significativa em relacdo ao controle. Vinte ¢
quatro horas apds a aplicagdo dos tratamentos observou-se elevada atividade da
SOD nas plantas controle, diferindo consideravelmente da atividade expressa em
plantas elicitadas. Nao foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos
as 48 horas ap0s aplicagio.

Ao longo do tempo, verificou-se que as plantas controle apresentaram
variagdes na atividade da SOD, atingindo maximo de atividade em 24 horas de
tratamento. O Solvente (Solucdo aquosa de Ac. Acético 0,25 %) ndo apresentou
variagdo na atividade dessa enzima, mantendo-se constante, durante o periodo de
elicitag@o, no entanto, o tratamento 2 (quitosana 0,06%), apresentou atividade
elevada em 24 horas e reducdo aos 7 dias. O tratamento 3 (quitosana 0,125%)
conferiu maior atividade da enzima, na planta, aos 7 dias apds a aplicacio.
(Figura 2-A)

Em relagdo a atividade da enzima APX em cada tempo de coleta,
observou-se que as 12 horas e 24 horas apds aplicagdo de quitosana ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos, porém, aos sete dias as plantas
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controle e aquelas tratadas com solugdo aquosa de &cido acético 0,25%,
apresentaram maior atividade da APX em relacdo aos demais tratamentos. No
decorrer do tempo, ap6s a pulverizacdo, plantas controle ndo apresentaram
variagdo na atividade desta enzima bem como o tratamento com solvente. O
tratamento 2 (quitosana 0,06%) apresentou atividade estdvel até as24 horas,
havendo entretanto, reducdo da atividade aos sete dias. A concentracdo de
0,125% de quitosana conferiu aumento da atividade da APX pelo vegetal,
decorridas 24 horas, apos sua aplicagdo, diminuindo sua atividade aos sete dias.

(Figura 2-B).
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Nio foi observada a atividade da catalase (CAT) nas plantas de Mentha
arvensis independente do tratamento, bem como da época de coleta. Os
protocolos usuais foram adaptados e testados conforme (MANIKANDAN;
SAHI; VENKATACHALAM, 2015) e mesmo assim, as leituras realizadas nao
apresentaram dados pertinentes que confirmassem a presenca de atividade
enzimatica. E importante evidenciar que a CAT estd presente apenas em
peroxissomos ¢ algumas isoformas na mitocondria, € que essa enzima compete
pelo mesmo substrato (H,0,) que a APX, porém possui menor afinidade pelo
H,O0, que a APX, isso faz com que a CAT seja expressa apenas em altas
concentragdes do seu substrato (FRAIRE-VELAZQUEZ; BALDERAS-
HERNANDEZ, 2013). Assim, possivelmente o H,O, formado pelo estresse
oxidativo ndo foi suficiente para ativar a atividade dessa enzima em plantas de
M. arvensis e que provavelmente a APX ¢é a principal enzima envolvida na
eliminag@o de H,O, nessas plantas.

Conforme discutido no primeiro experimento, a quitosana age sobre a
planta simulando um ataque de inseto e induz a formagdo de EROs como o
H,0,, que atuam como mensageiro estimulando o sistema de defesa durante o
ataque. Com isso, o sistema de defesa vegetal ¢ influenciado em fungido do
estresse a que esta sendo submetido. Em virtude disso, ocorre o que se chama de
explosdo oxidativa, ou seja, a planta responde bioquimicamente ao estresse
causado ou a interacdo que lhe foi imposta (PASCHOLATI; LEITE, 1994;
SHARMA et al., 2012; STANGARLIN et al., 2011).

O aumento consideravel e linear da atividade da APX, ocasionado pelos
tratamentos na presente pesquisa, corroboram com outros trabalhos que também
evidenciaram a influéncia da quitosana sobre o aumento de sua atividade (LEI et
al., 2011). Importante lembrar que os tratamentos 2 ¢ 3 apresentaram reducdo na

atividade da APX, aos sete dias pds-aplicagdo, levando-nos a sugerir que as
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plantas tratadas com estas concentragdes aos 7 dias a producio de radicais livres
foi menor neste tempo.

O decréscimo da atividade da SOD em 12 horas em todos os tratamentos
indica que os niveis de seu substrato haviam sido controlados, sendo o mesmo
observado para APX. Apos vinte e quatro horas e sete dias, apesar de ndo
significativo, houve incrementos novamente na atividade da SOD. Entretanto, a
atividade da APX sofreu incrementos apenas em 24 horas, com decréscimo em
sete dias, isso provavelmente porque apds sete dias os niveis de H,0O, ja haviam
sido controlados. Desse modo, pode-se afirmar que o sistema antioxidante
enzimatico se mostrou eficiente no controle das EROs em M. arvensis.

Além disso, outras pesquisas procuram explicar o estresse observado em
plantas que ndo foram acondicionadas ao agente estressante, mas que estavam
no mesmo ambiente que aquelas atingidas. Estes trabalhos justificam a
ocorréncia deste fato evidenciando que nas interagdes analisadas ate o momento
¢ possivel confirmar a existéncia de comunicacdo entre plantas da mesma
espécie (interagdo planta-planta) conforme discorrido nos resultados do
experimento inicial.

Assim como no outro experimento, as plantas controle deste também
foram influenciadas pelos tratamentos com quitosana, sugerindo que pode ter
ocorrido a produ¢do de volateis induzidos pelas plantas submetidas a aplicagio
de quitosana, estes compostos volateis sdo responsaveis por “alertar” plantas nio
atacadas que, por sua vez, preparam-se bioquimicamente antes da ocorréncia do
ataque (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

Uma informagdo que sustenta isto € a produco de terpenos por Mentha
arvensis e confirmados no presente pelo estudo quimico de seu dleo essencial
(Capitulo 3). Estes compostos constituem uma variedade de substincias de
origem vegetal e apresentam importancia ecoldgica uma vez que sdo potenciais

defensivos contra insetos. Alguns terpenos como a-pineno, $-pineno, limoneno e
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Mirceno, apresentam acdo inseticida ja comprovada e estdo presentes na
constitui¢do quimica do 6leo essencial de M. arvensis (HARBORNE, 1993).

O fenomeno do “estado de alerta” para futuros ataques pode ser
desencadeado pela aplicagdo exdgena de compostos quimicos (TURLINGS;
TON, 2006). Com isso sugere-se que a aplicagdo de quitosana como eliciador
pode promover a produgido de compostos sinalizadores em M. arvensis, levando

ao aumento da producgdo de EROs e consequente aumento da atividade da APX.

3.3 Peroxidacio lipidica

Doze horas apds a imposicdo, os tratamentos quitosana 0,125% e
controle apresentaram maior peroxidacdo lipidica. Decorridas 24 horas de
aplicagdo, as plantas controle continuaram apresentando maior peroxidacdo bem
como aquelas tratadas com quitosana 0,06% e 0,125%. Plantas tratadas com a
solu¢do de acido acético 0,25% mantiveram seus indices de peroxidagdo
inalterados as 12 horas e 24 horas, apresentando um pequeno aumento aos 7 dias
aproximando - se dos valores de peroxidagio das plantas controle e do
tratamento 2 (quitosana 0,06). Aos sete dias a peroxidagio foi maior em plantas

pulverizadas com quitosana 0,125% (Grafico 1).
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Grafico 1 Quantificagdo de Malondialdeido (MDA peroxidagdo lipidica)nas
folhas de plantas de M. arvensis, elicitadas com quitosana, solvente e
controle (agua destilada) Experimento 11

Nota: As letras maiusculas comparam as médias entre os tratamentos, enquanto as
minusculas comparam dentro dos tratamentos nos diferentes periodos de coleta,
com base no teste de Scott-Knott (p<0,05).

As espécies reativas de oxigénio EROs sdo moléculas toxicas oriundas
de fun¢des metabolicas normais nos peroxissomos ou induzidas por estimulos
ambientais aos quais as plantas estdo constantemente sendo submetidas
(D'AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; PASCHOLATI; LEITE, 1994;
STANGARLIN et al., 2011). Como as membranas s3o os principais alvos das
EROS, o nivel elevado destes radicais pode ocasionar a peroxidagdo de lipideos,

extravasamento do material celular e morte celular (BREUSEGEM et al., 2001;
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KARABAL; YUCEL; OKTEM, 2003). A peroxidacio lipidica é quantificada
pelo Malonaldeido (MDA), um marcador empregado como indicador de danos a
membrana celular vegetal.

Em espécies como tomate (Solanaceae), substancias como a sistemina,
acido oligogalacturonico (OGA), quitosana e metil jasmonato, promovem o
acimulo de perdxido de hidrogénio (H,O,) nas folhas. Isso mostra que a
aplicacdo de substincias exogenas provocam estresses no vegetal levando-o a
produzir elevados niveis de EROs. A observacdo destes comportamentos tem
levado ao desenvolvimento de propostas de modelo para melhor elucidagio
destes fenomenos (SOARES; MACHADO, 2007).

O 4cido jasmonico (JA), por exemplo, produzido por meio da rota
octadecanoide, pode ser responsdvel pela ativagdo de genes sinalizadores nos
feixes vasculares, que s3o expressos 0,5 h apoés a injuria (OROZCO-
CARDENAS; RYAN, 1999), enquanto que o H,O, produzido baseado nos
derivados de oligogalacturonideos (OGA) ¢ um segundo comando que ativa
genes defensivos expressos 4h apds a injuria.

Com base nisso, os dados apresentados mostram que a quitosana na
maior concentragdo 0,125%, fez com que as plantas apresentassem maior
conteudo de MDA configurando maior peroxidagdo lipidica. Assim como na
atividade das enzimas antioxidantes, podemos observar que houve interagdes

entre as plantas tratadas e ndo tratadas (controle) refletindo nos resultados.

3.3.1 Acao da quitosana sobre o metabolismo de carboidratos

Ap0s realizagdo das analises, os dados apresentaram variagdes nos

teores de amido e Acucares como consequéncia da aplicacdo dos tratamentos.
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3.3.1.1 Amido

A producdo de amido nas plantas também foi avaliada na parte aérea e
parte subterranea e os dados mostram que a quantidade do mesmo variou entre
os tratamentos dentro de cada tempo e ao longo do periodo experimental.

Produgdo na parte aérea (PA): As vinte e quatro horas a produgdo foi
maior nas plantas tratadas com 0,125% de quitosana, aos sete dias a producéo
foi maior em plantas pulverizadas com quitosana 0,06% em relacdo aos outros
tratamentos. Ao longo de todo periodo experimental, observaram -se alteragdes
significativas na producdo de amido em cada tratamento. O controle apresentou
aumento de amido aos sete dias, o solvente apresentou aumento as vinte e quatro
horas, depois da aplicac@o, voltando a diminuir aos sete dias. O tratamento com
quitosana 0,06% apresentou producéo crescente de amido, atingindo sua maior
produgdo aos sete dias, diferindo significativamente dos demais tratamentos
neste periodo ¢ as plantas tratadas com quitosana 0,125% atingiram uma maior
produgdo as vinte e quatro horas decrescendo aos sete dias de coleta (Figura
3A).

Produgdo de amido na parte subterranea (PS): No tempo de vinte e
quatro horas, o solvente proporcionou aumento significativo do amido na parte
subterranea, em relacdo aos demais tratamentos, seguido do tratamento com
quitosana 0,06%. Quitosana 0,125% bem como o controle apresentaram os
menores valores neste periodo de coleta. Aos sete dias os tratamentos com a
solucdo de acido acético glacial 0,25% bem como as duas concentragdes de
quitosana apresentaram os maiores valores de amido, diferindo
significativamente das plantas controle. Ao longo do tempo o controle ndo
apresentou variacdo significativa, o solvente nido variou ao longo da coleta,
somente quando comparados com o tempo 0 o que também ocorreu com plantas

tratadas com quitosana 0,06%. A maior concentracdo de quitosana (0,125%)
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proporcionou aumento significativo no valor de amido na parte subterranea nas
plantas de M. arvensis aos sete dias quando comparado com o periodo de 24

horas(Figura 3B).
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Figura 3 Quantificagdo de amido na parte aérea (PA) [A] e parte subterranea (PS) [B]deM. arvensis, elicitadas com
quitosana, solvente e controle (dgua destilada) Experimento II
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O amido ¢ considerado o principal carboidrato de armazenamento dos
vegetais, podendo ser acumulado em folhas ou raizes, sendo sua quantidade nos
tecidos condicionada por fatores ambientais e genéticos. Diante disso, pode-se
considerar que o estresse ocasionado por substincias eliciadoras podem
interferir diretamente na sintese e armazenamento de amido no vegetal
(SALISBURY; ROSS, 2012). Dessa forma, os resultados sugerem que o
estimulo provocado pela aplicacdo da quitosana em planta de Mentha arvensis
promoveu um ganho considerdvel as 24 horas na dose de 0,125% para a parte
adrea.

A parte subterrdnea de Mentha arvensis ¢ composta por raizes e
estoldes. Os estoldes apresentam grande importancia para a cultura,
influenciando na producdo de biomassa seca da parte adrea, apds a rebrota
(CHAVES, 2001). Diante disso, pode-se considerar que a elicitagio com
quitosana contribui para o armazenamento de amido na parte subterranea aos

sete dias apos aplicagio.

3.3.1.2 Acucares soluveis totais (AST) e acucares redutores (AR)

Na parte aérea (PA) a quantidade de agucar soluvel total variou entre os
tratamentos no periodo de 24 horas apds elicitacdo das plantas, mostrando que
plantas tratadas com o solvente e com quitosana 0,125% apresentaram maiores
teores de (AST) em relagdo aos outros tratamentos. Ao longo da exposi¢do aos
tratamentos, verificou-se que: plantas do grupo controle apresentaram aumento
de AST ao longo do periodo de experimento mostrando maior quantidade aos
sete dias. O solvente manteve os valores de AST pelas plantas, durante os
periodos coletados, quitosana 0,06% promoveu aumento consideravel de AST

nas plantas, ao longo do periodo experimental, apresentando maior quantidade
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aos sete dias, ja plantas tratadas com quitosana 0,125% mantiveram seus niveis
de AST apds a imposicao dos tratamentos até os sete dias. (Figura 4 A)

A parte subterranea (PS) das plantas apresentou maior quantidade de
AST as 24 horas apo6s aplicacdo do solvente, diferindo dos demais tratamentos
neste tempo. Aos sete dias, no entanto, os tratamentos com quitosana (0,06% e
0,125%) promoveram aumento significativo de AST nas plantas quando
comparados com os outros no mesmo tempo. Ao longo do periodo experimental,
todos os tratamentos promoveram aumento do AST nas plantas aos sete dias.
Porém, observou-se que o solvente manteve as quantidades de AST constantes
ao longo do periodo (Figura 4 B).

Na quantificagdo de agucares redutores (AR) nido foram encontradas

diferengas significativas entre os tratamentos nos tempos de coleta.
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Como observado nos resultados do metabolismo de antioxidantes, as
plantas submetidas a estresses abidticos podem ser vitimas da explosdo
oxidativa, levando muitas vezes a perdas celulares irreparaveis. Consiste em um
desafio ambiental para os vegetais, o equilibrio entre a produgdo e degradacgio
das espécies reativas de oxigénio ou EROs (MILLER et al., 2010).

Os carboidratos sdo produzidos pela fotossintese e sdo responsaveis por
fornecer energia ¢ biomassa para as plantas. Além disso, estdo envolvidos com o
controle transcricional e pds - traducionais agindo como moléculas sinalizadoras
(MULLER et al., 2011).

Além de desempenharem diversas fun¢des no metabolismo celular, os
aguicar estiveram suas func¢des antioxidantes elucidados nos tultimos anos
(ENDE; EL-ESAWE, 2014; KEUNEN et al., 2013). Acucares soluveis totais
(AST) como a sacarose, rafinose e estaquiose sdo os principais carboidratos com
funcdo antioxidante nos vegetais (KEUNEN et al., 2013).

Observou-se aumento no teor de AST de Mentha arvensis ao longo do
tempo apds a elicitagdo com quitosana. Além disso, as plantas apresentaram alta
atividade enzimatica da SOD e APX ao longo do periodo pds-estimulo. Isso
permite propor que, em virtude do estresse oxidativo decorrente da aplicagdo dos
tratamentos, a defesa bioquimica contra EROs foi estimulada a fim de se

neutralizar a explosdo oxidativa desencadeada pelas aplicagdes.
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4 CONCLUSAO

O metabolismo antioxidante de M. arvensis foi ativado pela elicitacdo
com quitosana sugerindo que o biopolimero promove produgdo de EROs ao ser
aplicado juntamente com a solu¢fo de acido acético glacial.

A concentracdo da solu¢do aquosa de acido acético glacial a 1% exerce
muita influencia sobre o estresse causado sobre o vegetal acarretando em lesdes
fisicas. Em pequenas concentra¢des, no entanto, promove estimulos sobre as
plantas juntamente com a quitosana.

Os valores de agucares soluveis totais variaram em decorréncia da
elicitacdo, fato que pode estar associado a utilizagdo destes carboidratos para
neutralizar as EROs decorrentes do estimulo provocado.

Os teores de amido variaram entre a parte aérea e subterranea, fato que
corrobora o aumento observado em outras espécies submetidas a outras formas
de estresses abioticos.

Os dados apontam possivel interacdo entre as plantas tratadas e ndo
tratadas com as doses de quitosana, durante o periodo experimental, fato este
associado a producdo de volateis induzidos que estdo presentes no dleo essencial

de Mentha arvensis e foram identificados no presente trabalho.
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CAPITULO 3 Influéncia de quitosana sobre o crescimento, teor,

rendimento e perfil do 6leo essencial de Mentha arvensis 1.
RESUMO

Os elicitores constituem moléculas que possuem capacidade de induzir
respostas nos vegetais, seja na producdo de fitoalexinas ou de substancias do
metabolismo secundario. Mentha arvensis L. é uma planta medicinal da familia
Lamiaceae de grande importancia para a produg¢do mundial de déleo essencial.
Seu dleo ¢ rico em mentol, composto muito utilizado pela industria cosmética,
alimenticia e farmacéutica. Ndo ha relatos do emprego de quitosana como
substancia elicitora em plantas de Mentha arvensis L. Objetivou-se no presente
trabalho avaliar o desenvolvimento e possiveis alteragdes no metabolismo
secundario como a producdo e qualidade de dleo essencial na espécie Mentha
arvensis L., utilizando quitosana como elicitor em diferentes concentracdes.
Foram realizados dois experimentos em épocas distintas sob condi¢des de
viveiro com sombreamento de 50%. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes e cinco tratamentos
(Controle, soluc¢do de acido acético glacial 1% e quitosana nas concentragdes
0,25%; 0,5% e 0,75%) no experimento I, e quatro tratamentos no experimento II
(controle, solugdo de acido acético glacial 0,25% e quitosana 0,06% e 0,125%.
A coleta para determinagdo de massa seca ocorreu aos 7 dias no primeiro
experimento e tempo zero, as 12 horas, 24 horas e 7 dias no segundo
experimento apos aplicagdo dos tratamentos. Para determinar teor, rendimento e
constituicdo quimica de 6leo essencial, as plantas foram coletadas aos sete dias
em ambos experimentos. A concentra¢do elevada do solvente associada com
altas concentragdes de quitosana promoveu danos fisicos as plantas refletindo
em menor rendimento de Odleo essencial no primeiro experimento. A
concentragdo ajustada do solvente e doses menores de quitosana alteraram o teor
e rendimento do 6leo essencial em M. arvensis no segundo experimento. O perfil
quimico do oleo essencial apresentou variagdes nos teores de terpenoides nos
dois experimentos.

Palavras-chave: Oleo essencial. Eliciadores. Terpenoides. Metabolismo
secundario.
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ABSTRACT

Elicitors are molecules that have the capacity to induce responses in
plants, wither in the production of phytoalexins or of secondary metabolism
substances. Mentha arvensis L. is a medicinal plant of the Lamiaceae family and
is of great importance to worldwide production of essential oil. Its oil is rich in
menthol, compound widely used in the cosmetic, food and pharmaceutical
industries. There are no reports of the use of chitosan as elicitor for Mentha
arvensis L. plants. In the present work, the objective was to evaluate the
development and possible changes in secondary metabolism such as the
production and quality of Mentha arvensis L. essential oil, using chitosan as
elicitor at different concentrations. Two experiments were conducted at different
times under nursery conditions with 50% shading. The experimental design was
completely randomized (CRD) with three replicates and five treatments in
experiment [ (control, 1% glacial acetic acid solution and chitosan in the
concentrations of 0.25%, 0.5% and 0.75%) and four treatments in experiment 11
(control, 0.25% glacial acetic acid solution and 0.06% and 0.125% chitosan).
The collection to determine the dry mass occurred at 7 days in the first
experiment and at times zero and at 12 and 24 hours and 7 days after treatment
application in the second experiment. To determine content, yield and chemical
constitution of the essential oil, the plants were collected at seven days in both
experiments. The high concentration of the solvent associated with high
concentrations of chitosan caused physical damage to plants leading to lower
essential oil yield in the first experiment. The adjusted concentration of the
solvent and lower doses of chitosan altered the content and yield of M. arvensis
essential oil in the second experiment. The chemical profile of the essential oil
showed variations in terpenoid levels in both experiments.

Keywords: Essential oil. Elicitors. Terpenoids. Secondary metabolism.
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5 INTRODUCAO

Mentha arvensis L. ¢ uma espécie medicinal integrante do género
Mentha ssp., familia Lamiaceae a qual ¢ popularmente designada como Hortela
japonesa, vique, menta inglesa dentre outros. Seu emprego na medicina caseira
se da pelo fato de possuir propriedades digestiva, descongestionante nasal e
antigripal (LORENZI; MATTOS, 2008).

Os estudos envolvendo a utilizagdo de extratos provenientes das folhas
tém evidenciado seu potencial antiparasitario, antimicrobiano e hepatoprotetor
(COUTINHO et al., 2012; JOHNSON et al., 2011; PATIL; MALL, 2012).

Seu cultivo para obtencdo de 6leo essencial demandado pela inddstria
ocorre principalmente em 4reas subtropicais em paises como China, India,
Francga e Estados Unidos com destaque para a produgéo Indiana.

Apresenta importancia econdmica pelo valor comercial atribuido ao seu
6leo essencial rico em mentol, o qual pode ser comercializado em sua forma
cristalizada para confeccio de produtos farmacéuticos, cosmecéuticos e
alimenticios. Além desde composto, seu oleo desmentolado e outros
monoterpenos fracionados a partir do mesmo, s3o produtos almejados pela
industria (RAM; RAM; SINGH, 2006; SRIVASTAVA et al., 2002).

A extracdo de O6leo essencial deve seguir as recomendacdes de
monografias, farmacopeias e de normas ISO para garantir sua qualidade. Para se
extrair o dleo essencial de Mentha arvensis L., por exemplo, recomenda-se
utilizar a parte acrea florida fresca INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION- ISO, 2004; MARTINS et al., 2011). O dleo pode ser
extraido por meio do arrastamento a vapor de dagua (MEDICINES;
COMMISSION, 2009) ¢ a destilagdo por vapor de dgua (ISO, 2004).

Tem se tornado comum nos estudos agrondmicos, envolvendo a

utilizacdo de substancias com potencial, para interferir em respostas nos vegetais
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como a produgdo de fitoalexinas e metabdlitos secundarios. Estas substancias
sd3o0 chamadas de eliciadoras ou elicitoras, pois, desencadeiam respostas no
vegetal muitas vezes simulando o ataque de patégenos, agindo diretamente na
resisténcia sistémica adquirida (RSA) (CAMPOS et al., 2009; MAZARO, 2007).

O efeito de eliciadores depende diretamente de fatores como a
concentragdo utilizada, o tempo de estimulo ou elicitacdo, estddio de
desenvolvimento da espécie em estudo, bem como suas caracteristicas
anatdmico/fisiologicas. As moléculas eliciadoras podem ser bidticas ou abidticas
dependendo de sua origem (ANTONIAZZI; DESCHAMPS, 2006;
DORNENBURG; KNORR, 1996).

A quitosana € classificada como elicitor abidtico responsavel por
produzir substancias de defesa em plantas (ASSIS; ANDRADE, 2014). E
produzida a partir da desacetilagdio da quitina presente na carapaga de
crustaceos, resultando em um p6 de coloragéo clara insolivel em dgua, mas que
se dissolve em solugdes acidas (AGUIAR, 2011; AZEVEDO et al., 2007). Sua
demanda pela industria tem crescido nos ultimos tempos tornando-a um
biopolimero de importancia industrial.

De posse destas informacgdes, o presente trabalho foi desenvolvido com
o objetivo de avaliar a aco eliciadora de quitosana sobre o crescimento de
plantas de Mentha arvensis L, bem como sua ago sobre a produgéo e qualidade

do 6leo essencial.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Obtencio das mudas

Mudas de M. arvensis foram preparadas a partir de estacas apicais de
matrizes obtidas no Horto de Plantas Medicinais da UFLA. Utilizaram-se
bandejas de poliestireno expandido de 128 células contendo substrato comercial
Plantimax® e cada estaca mantida com dois pares de folhas. As mudas foram
mantidas em casa de vegetacdo com nebulizacdo controlada até atingirem em
média sete centimetros de comprimento e quatro pares de folhas expandidas.

Apés esta fase, as mudas foram transplantadas para vasos com
capacidade de trés litros contendo substrato constituido por uma mistura de terra,
areia e esterco de codorna na propor¢do 2:1:1 acrescida de adubo comercial
NPK 10:10:10 ¢ mantidas sob sombreamento de 50% por 76 dias até a
imposi¢do dos tratamentos com o eliciador, momento este em que as plantas

atingiam pleno florescimento.

6.2 Conducio do Experimento I

A quitosana utilizada possui 85% de desacetilagdo e apresenta formula
molecular (CgH3NOs),. Para sua dissolucdo utilizou-se uma solucdo aquosa de
acido acético glacial 1% e seu pH foi ajustado entre 6 e 6,5 com hidroxido de
sodio (NaOH) 10M (AGUIAR, 2011).

O experimento | consistiu na imposi¢do dos seguintes tratamentos: O
primeiro foi o controle onde as plantas ndo foram pulverizadas com quitosana. O
segundo tratamento constou da aplicacdo de solucdo aquosa de acido acético
glacial 1% com pH entre 6 e 6,5), ja o terceiro tratamento foi constituido da

aplicacdo de quitosana 0,25%. No quarto tratamento foi realizada a pulverizacao
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de quitosana 0,5% e no quinto tratamento as plantas foram pulverizadas com
quitosana 0,75%.

Apos a aplicacdo das substancias, as plantas foram mantidas em viveiro
e protegidas com uma estrutura de metal com cobertura plastica, evitando,
assim, a a¢do de chuvas sobre os tratamentos.

As caracteristicas analisadas e as épocas de avaliagdes para diagnosticar
a resposta de M. arvensis frente a aplicacio de quitosana foram: Indice de
crescimento fisioldgico e o teor, rendimento e caracterizagdo quimica do 6leo

essencial as quais foram realizadas aos sete dias apds aplicagdo de quitosana.
6.2.1 Obtencio das variaveis

Foram analisadas trés plantas por tratamento. Para avaliar o indice de
crescimento fisioldgico, as plantas foram seccionadas separando-se a parte aérea
do sistema radicular. As raizes foram lavadas para remover o substrato e, em
seguida, as diferentes partes das plantas foram acondicionada sem sacos de papel
Kraft e secas em estufa de circulacdo forgada de ar a 65°C + 5°C, até atingirem
massa constante. Determinou-se, com uma balanga de precisdo, a massa seca da
parte acrea (MSPA) e a massa seca da parte subterranea (MSPS).

Para extracdo do dleo essencial, a parte aérea foi separada da parte
subterranea. Utilizou-se apenas a parte acrea fresca composta de caule, folhas e
inflorescéncias conforme recomendagdo da farmacopeia europeia e da ISO. O

material foi fragmentado em partes menores e submetido a hidrodestilago.
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6.2.1.1 Indice de Crescimento fisiologico

De posse dos dados de massa seca da parte aérea (MSPA) e a massa seca
da parte subterranea (MSPS), calculou-se entdo amassa seca total (MST) e a
razdo entre a massa seca da parte aérea ¢ a massa seca da parte subterrinea

(RPAS) conforme a Equagao 1 - Calculo da RPAS:

MSPA

RPAS = YSPS €))

6.2.1.2 Extracao de 6leo essencial

Para determinar a massa e os teores percentuais de 6leos essenciais nas
plantas, foi utilizada toda a parte aérea contendo caule, folhas e inflorescéncias
nos diferentes tratamentos decorridos sete dias de experimento. Apos ser
fragmentado, o material foi submetido & hidrodestilacdo durante 1 hora e 30
minutos, utilizando 1litro de agua destilada em balao de destilagdo de 2 litros
(OLIVEIRA et al., 2012).

Os vapores produzidos foram conduzidos por meio do aparelho de
Clevenger modificado, onde ocorre a condensacdo dos vapores, sendo o
hidrolato (mistura agua/éleo essencial), recolhido em um coletor do aparelho ao
final do processo. Posteriormente foi realizada a particdo liquido-liquido em
funil de separagdo, realizando-se trés lavagens com trés por¢des de 20 mL de
Cloreto de Metileno (Diclorometano). As fragdes organicas foram reunidas e,
para retirar o excesso de umidade, foi adicionado sulfato de magnésio anidro.

Apods o repouso de algumas horas, foi realizada uma filtragdo simples
para retirar o sal e em seguida armazenou-se a temperatura ambiente sob capela

de exaustdo em frascos escuros de 5 mL parcialmente tampados, para
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possibilitar a evaporagdo do restante do solvente (OLIVEIRA-JUNIOR et al.,
2005).

Os teores percentuais de oleo essencial foram obtidos pela razdo
apresentada na Equacdo 2 - Obten¢@o do teor de dleo essencial. Ja os
rendimentos do 6leo essencial, expressos em g planta™, foram obtidos pela razio
expressa na Equacdo 3 - Obten¢do do rendimento de dleo essencial (CHAGAS;

PINTO; BERTOLUCCI, 2011).

massa do dleo (g) x bioma ssa fresca

Teorde dleo (%) = 2
0 (/0) massa utilizada para extra ¢do (g) ( )

. _ Teor de dleo (%) x biomassa fresca
Rendimento (g planta™!) = ¢ 0)100 3)

6.2.1.3 Determinacio da composiciio quimica do 6leo essencial

A composi¢do quimica do o6leo foi determinada por uma amostra
composta obtida pelo agrupamento de massas equivalentes do éleo essencial das
repeticdes de cada tratamento. A andlise quimica quantitativa foi realizada em
um sistema de cromatografia gasosa acoplado a um detector de ionizagdo em
chama de hidrogénio Agilent® 7890A equipado com coluna capilar HP-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) (Califérnia, EUA). Utilizou-se hélio como gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL min; as temperaturas do injetor e do detector
foram mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente.

A temperatura inicial do forno foi de 60°C com uma rampa de
temperatura de 5°C min™ até 180°C, seguido por uma isoterma de 10 min e,
posteriormente, de uma rampa de 10°C min™ até 270°C. O 6leo foi diluido em
acetato de etila (1%, v/v) e 1,0 uL foi injetado automaticamente no modo split a

uma razdo de 1:50. As analises qualitativas do dleo foram realizadas por
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cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-
se um equipamento Agilent® 5975C, operado por ionizagdo de impacto
eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan s-1, com
intervalo de aquisi¢do de massas de 40-400 m/z.

As condigdes cromatograficas foram as mesmas empregadas nas
andlises quantitativas. Os componentes foram identificados por comparagdo de
seus indices de reten¢do com dados de espectros de massas ¢ indices de retencdo
de literaturas (ADAMS, 2007; TELES et al., 2013) e por comparagdo dos
espectros de massas com os da biblioteca NIST (NATIONAL INSTITUTE OF
STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2008).

6.2.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), consistindo trés repeticdes e cinco tratamentos (controle, solvente,
quitosana 0,25%, 0,5% e 0,75%). A parcela experimental foi composta por seis
plantas, totalizando 90 plantas.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F (p<0,05) e sendo
significativas as médias entre os tratamentos, essas foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974) ou Tukey (p<0,05), utilizando-se o
programa estatistico SISVAR 4.3 (Sistema de Analise de Variancia Para Dados
Balanceados) (FERREIRA, 1999).

6.3 Conducio do experimento II

O experimento II foi conduzido sob condig¢des de viveiro no setor de

Fisiologia Vegetal da UFLA ¢ o preparo das mudas e do solo utilizados seguiu a

mesma metodologia do experimento 1.
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6.3.1 Aplicacio da quitosana

Para a dissolucdo da quitosana utilizou-se uma solugido aquosa de acido
acético glacial 0,25% e seu pH foi ajustado entre 6 e 6,5 com hidréxido de sddio
(NaOH) 10M (AGUIAR, 2011) modificado com base nos resultados do
experimento I.

Quando as plantas estavam em pleno florescimento, (90 dias apds o
transplantio), estas foram submetidas a pulverizac¢do de quitosana. Esta época de
aplicagdo (florescimento) se deve ao fato de a farmacopeia europeia recomendar
a extracdo do 6leo essencial das sumidades floridas da parte aérea de Mentha
arvensis L. como processo imprescindivel para garantir a qualidade do éleo bem
como sua comercializa¢do (ISO, 2004; MARTINS et al., 2011).

Em relagfo aos tratamentos aplicados, estes consistiram em: Tratamento
controle: Aplicagdo de dgua destilada, tratamento um (T1): solugdo aquosa de
acido acético glacial 0,25%, tratamento dois (T2): Solu¢do de quitosana 0,06% e
tratamento trés (T3): Solu¢do de quitosana 0,125%, sendo pulverizado um
volume de 60 mL em cada planta.

Apoés a aplicacdo das substancias, as plantas foram mantidas sob as
mesmas condi¢des descritas no experimento | e as caracteristicas analisadas bem
como épocas de avaliagdo para diagnosticar a resposta de M. arvensis frente a
aplicagdo de quitosana foram: Indice de crescimento fisioldgico realizado nos
periodos: tempo zero (TO0), vinte e quatro horas (24h) e sete dias (7d), teor,
rendimento e caracterizagdo quimica do o6leo essencial realizados aos sete dias

apds imposi¢do dos tratamentos.
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6.3.2 Obtencio das variaveis

As variaveis foram obtidas seguindo a mesma metodologia do
experimento I (subitens: 6.2.1.1 Indice de Crescimento fisiolégico, 6.2.1.2
Extragdo de dleo essencial e 6.2.1.3 Determinagdo da composi¢cdo quimica do

6leo essencial).
6.3.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente
casualizados (DIC), sendo trés repeti¢cdes e quatro tratamentos (controle, solugio
de acido acético glacial 0,25%, quitosana 0,06%, 0,125%). A parcela
experimental foi composta por sete plantas, totalizando 84 plantas.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F (p<0,05) e, sendo
significativos, as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974), utilizando-se o programa estatistico
SISVAR 4.3 (Sistema de Andlise de Variancia Para Dados Balanceados)
(FERREIRA, 1999).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Producio de Biomassa

No experimento I, plantas do grupo controle apresentaram maior
biomassa seca da Parte aérea em relacdo as plantas submetidas com tratamento
com solucdo aquosa de 4cido acético glacial 1% e quitosana nas concentragdes
0,25%; 0,5% e 0,75% (Figura 1 A) Em relagdo a parte subterranea, as plantas
tratadas com quitosana 0,25 e 0,75% apresentaram maior biomassa seca em

detrimento dos demais. (Figura 1 B).
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Verificou-se que as doses de quitosana utilizadas promoveram a reducdo
da biomassa seca total das plantas (Figura 2 A). Além disso, a concentragdo do
Solvente utilizado (solugdo de 4cido acético 1 %) foi danosa para os vegetais
reduzindo também a massa seca da parte aérea. Houve um aumento da parte
subterranea observada nas plantas tratadas com quitosana e solvente levando a
uma diminui¢do da relagdo entre a massa seca da parte aérea e a massa parte

subterranea quando comparados com as plantas controle (Figura 2 B).
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As plantas submetidas a elicitagdo com quitosana e aquelas tratadas com
solucdo de acido acético glacial 1%, apresentaram danos fisicos decorrentes da
agressividade das concentra¢des testadas. Este fato contribuiu de modo
substancial para a diminui¢do da biomassa vegetal fresca e producdo de 6leo
essencial. Alteragcdes no ambiente interferem diretamente na producio vegetal e
consequente acimulo de metabdlitos secundarios. O estudo destas mudangas e
seu impacto sobre o metabolismo pode esclarecer o grau de influéncia exercida
na regulacdo de biossintese, contribuindo para o aumento de substancias de
interesse nas espécies aromaticas e medicinais (LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003;
MORALIS, 2009).

A produgio de biomassa fresca interfere diretamente no rendimento de
oleo essencial, sendo assim, o emprego de tratos culturais com complementacio
consiste em uma das alternativas para aumentar a producdo de plantas
medicinais (CHAVES, 2001; CORREA et al., 2010; KOSHIMA; MING;
MARQUES, 2006; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005). Em Mentha arvensis, a
integridade das sumidades floridas da parte aérea ¢ imprescindivel para
produgao de dleo essencial (ISO, 2004). Além disso, ¢ na folha desta espécie que
ocorre a sintese de mentol, constituinte majoritario de interesse encontrado em
seu Oleo essencial (CROTEAU et al., 2005; SHARMA et al., 2003).

Ainda ndo foram verificados dados conclusivos acerca da influéncia da
aplicacdo de elicitores e fungicidas no acumulo de matéria seca totalem vegetais,
principalmente aqueles que possuem propriedades medicinais (ANTONIAZZI;
DESCHAMPS, 2006).

Dessa forma, percebemos que as doses de quitosana utilizadas, bem
como a concentragdo do solvente empregado (solugdo aquosa de acido acético
glacial 1%), provocam redugio de biomassa vegetal, justificando a utilizagdo de

outras concentragdes a fim de reduzir os impactos causados.
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A obtengdo de matéria prima de qualidade em plantas medicinais ocorre
em virtude da utilizagio de boas praticas de cultivo e manejo (MATHE;
FRANZ, 1999). Assim, o emprego de tecnologias de baixo custo e de facil
aplicagdo se mostra promissor, tendo em vista a influéncia destes sobre a
producdo vegetal, principalmente aqueles de interesse medicinal.

Os resultados obtidos mostram que se faz necessaria a utilizacdo de
outras concentra¢des da quitosana bem como do solvente utilizado para sua
dissolugdo, para, dessa forma, evitar perdas de biomassa e obter melhor

produgio.
7.2 Teor e rendimento de oleo essencial

Os resultados de teor e rendimento evidenciaram que o controle
apresentou maior valor de producdo de dleo em relagdo aquelas plantas
pulverizadas com quitosana nas concentragdes testadas. As doses empregadas no
presente ndo promoveram alteragdes significativas no rendimento e nem no teor

de dleo essencial de M. arvensis (Tabela 1).

Tabela 1 teor e rendimento de dleo essencial de M. arvensis L. apds elicitacdo
com quitosana

Tratamento Teor (%) Rendimento (g planta™)
Controle 0,563 a 1,323 b
Solvente 0,536 a 0,745 a

0,25% quit 0,491 a 0,776 a
0,5% quit 0,528 a 0,784 a

0,75% quit 0,497 a 0,832 a

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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Fato que justifica estes resultados é a perda de biomassa fresca dos
vegetais em virtude da agressividade das concentragdes utilizadas no
experimento. A manutencio dos érgdos produtores de dleo como as folhas das
plantas de M. arvensis ¢ de fundamental importancia uma vez que € nestes locais
onde ocorre a biossintese e armazenamento dos compostos volateis (SHANKER
et al., 1999).

As plantas reagem aos estresses a que sdo submetidas com isso, tanto o
metabolismo primério quanto o secundario sofrem alteracdes bioquimicas como
tentativa de suprir as fungdes vitais das células evitando a morte celular. A
atuacdo de enzimas antioxidantes e a producdo de agucar soluvel total sdo
exemplos de protecdo vegetal, pois atuam frente a explosdo oxidativa
desencadeada por fatores estressantes (MAZARO, 2007; STANGARLIN et al.,
2011).

7.3 Composiciio quimica do 6leo essencial

O perfil quimico do oleo essencial extraido de plantas elicitadas com
quitosana apresentou quatro compostos a mais em relacdo aos demais
tratamentos (Sabineno 0,1%; B-pineno 0,2%; Mirceno 0,1% e 3-octanol).
Pequenas alteracdes nos teores de mentol, constituinte majoritario, também

podem ser observadas (Tabela 2).



Tabela 2 Composi¢cdo quimica do o6leo essencial da parte aérea de plantas de Mentha arvensis submetidas a
pulverizacdo de diferentes concentracdes de quitosana de baixo peso molecular no experimento I

COMPOSICAO DO OLEO IR* CONTROLE SOLVENTE ql.(l)i’tzoss:{:la qu(i]t’i;)fl)na ql?i,ZOSS(ZI)la
Sabineno 973 nd nd nd nd 0,10+0
B-pineno 975 nd nd nd nd 0,28 +£0,13
Mirceno 976 nd nd nd nd 0,19+0
3 octanol 992 0,08+0 nd nd nd 0,21 +0

D-limoneno 996 0,49 +0,01 0,34 £ 0,06 0,33+0,03 0,35+0,02 0,39+0
1,8-Cineol 1028 - 1029 0,26 £0,15 021+0 0,15 +0,06 0,20+0,12 0,39 +0,25
Linalool 1052 - 1060 0,78 +0,01 0,63 £ 0,04 0,59 +0,03 0,63+0 0,62 £ 0,09
Isopulegol 1147 0,31+0,01 0,25+0,02 0,24 £ 0,02 0,23 +0,03 0,22 £0,01
Mentona 1155 3,56 £ 0,67 3,11+0,20 2,83+0,10 3,08+0,33 321+0,12
Isomentona 1166 3,22+0,03 2,87£0,16 2,81+0,14 3,06 £ 0,04 3,05+0,31
Mentol 1179 88,27+ 1,22 89,27+ 0,53 90,00 + 0,43 92,12 +£2,88 89,66 + 0,45
Isomentol 1186 0,14 £0,01 0,12 0,01 0,13 +0,01 0,13+£0 0,14+ 0,01
a-terpineol 1193 0,15+0,02 0,13+0 0,12 +£0,01 0,16 £ 0,04 0,15 +0,04
Pulegona 1238 0,23 +0,01 0,23 +0,01 0,24 40,01 0,25+ 0,01 0,26 +0,01
Piperitona 1257 0,78+ 0,12 0,64 + 0,06 0,57 0,06 0,49+0,13 0,39 0,07
B-Cariofileno 1427 0,58+0,11 0,91 + 0,06 0,80+ 0,13 0,65+ 0,28 0,53 +0,29
D-Germacreno 1489 0,42+0,11 0,49 £0,05 0,41 +0,08 0,33+0,13 0,24 £0,12
Biciclogermacreno 1504 0,19 +£0,05 0,21 +£0,02 0,17 £0,03 0,14 +0,06 0,13+0,03
Total identificado (%) 99,47 99,42 99,39 101,83 100,16

01
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A aplicagdo exdgena de substancias em plantas tem sido pratica na
agricultura visando alcangar maior produtividade vegetal. Em Mentha arvensis,
a aplicacdo de Acido giberélico (GA;) e Caliterpenona (CA) mostrou que este
ultimo influencia na producido de tricomas e, consequentemente, aumento na
producdo de o6leo (BOSE et al., 2013). Isso evidenciou que a referida espécie
pode responder a aplicacdo de substancias exdgenas alterando, neste caso, a sua
estrutura anatomica resultando em maior produtividade de éleo essencial.

Em alguns casos, os eliciadores agem simulando o ataque de insetos no
vegetal. Este, por sua vez, prepara seu metabolismo para se defender das injarias
causadas. A resposta de defesa da planta estd diretamente ligada ao metabolismo
secundario e os elicitores também podem exercer influéncia sobre eles
(ALAMINO et al, 2013; ANTONIAZZI; DESCHAMPS, 2006; TAIZ;
ZEIGER, 2004). Verifica-se que as plantas ricas em metabolitos secundarios
como os terpenoides (dleos essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos
cardioativos) apresentam vantagens de sobrevivéncia, uma vez que estes
compostos estio envolvidos em sua defesa (CORREA et al., 2008).

Os terpenoides constituem um grupo importante de volateis induzidos,
pois sua emissdo em certos vegetais pode aumentar consideravelmente por meio
da herbivoria. Estes compostos também podem ser considerados como
semioquimicos, pois estdo envolvidos na relagdo inseto-planta. A inducdo da
sintese destas substancias requer a ativagdo de vias metabolicas que ocorrem de
maneira organizada (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

A quitosana interage com o vegetal simulando o ataque de insetos e
desencadeia este tipo de defesa (PASCHOLATI; LEITE, 1994; STANGARLIN
et al.,, 2011). Sendo assim, pode-se afirmar que a maior concentracdo de
quitosana sobre plantas de M. arvensis exerceu influéncia sobre a sintese de

alguns constituintes em seu oleo essencial.
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7.4 Producio de Biomassa

No experimento II, a produg¢do de Massa seca da parte aérea (MSPA) de
Mentha arvensis em fungdo da elicitagdo com quitosana ndo apresentou
diferenga significativa entre os tratamentos dentro de cada tempo, porém, no
decorrer do periodo experimental, ocorreram algumas alteragdes. O tratamento
com 4cido acético glacial 0,25% proporcionou aumento da massa seca nas
plantas as 24 horas, o0 mesmo ocorreu no tratamento com 0,125% de quitosana.
Plantas do grupo controle apresentaram maior massa seca aos sete dias bem
como plantas tratadas com quitosana 0,06%. A massa seca da parte aérea de
plantas tratadas com quitosana 0,125% manteve-se aos sete dias apos aplicacdo

(Figura 3 A).
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Observou-se maior producdo de massa seca da parte subterranea
(MSPS) entre os tratamentos as vinte horas pds-aplica¢do. As plantas tratadas
com quitosana nas duas concentracdes 0,06 ¢ 0,0125% apresentaram maior
biomassa que as demais (Figura 3 B). Ao longo do tempo todos os tratamentos
incluindo o controle apresentaram aumento de massa seca total, ocorrendo
principalmente vinte e quatro horas apos a imposi¢do dos tratamentos. Aos sete
dias houve um decréscimo da biomassa total (MST) dos vegetais tratados com
solvente, 0,06% de quitosana e 0,125% de quitosana quando comparados no
tempo de vinte e quatro horas. O controle manteve a biomassa seca total do
tempo inicial avaliado (24 h) até o final (7d) (Figura 4 A).

A relagdo entre a massa seca da parte aérea e a massa seca da parte
subterrinea (MSPA/MSPS) apresentou variagdes ao longo do tempo. As vinte
quatro horas apds a elicitacdo, as plantas apresentaram menor relagdo parte
aérea/parte subterrdnea quando comparadas com tempo zero e sete dias. Esta
relag@o voltou a crescer aos sete dias, apos aplicag@o dos tratamentos, incluindo
o controle, o que de certa forma ja era esperado em razdo do tempo de cultivo,
ou seja, as plantas continuaram o seu desenvolvimento normalmente (Figura 4

B).
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A produgdo de biomassa fresca é essencial para producdo de dleo
essencial. O emprego de tratos culturais com complementac¢do consiste em uma
das alternativas para aumentar a producdo de plantas medicinais (CHAVES,
2001; CORREA et al., 2010; KOSHIMA; MING; MARQUES, 2006;
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005).

A sintese de terpenoides de interesse como o mentol, ocorre nas células
secretoras dos tricomas secretores capitado e peltado em Mentha arvensis
(CROTEAU et al., 2005; SHARMA et al., 2003). Sendo assim, o estimulo
abidtico pode desencadear a sinalizagdo de genes envolvidos em sua biossintese.
A presenca de tricomas nas folhas, por exemplo, é um fator que contribui para a
producdo de dleo essencial em Mentha arvensis (SOUZA, 2010).

Os dados encontrados no presente estudo mostram que, ao contrario do
ocorrido no primeiro experimento, o solvente ndo ocasionou a redugio da massa
seca das plantas de M. arvensis mostrando-se vidvel para a solubilizacdo de
quitosana. Tais resultados sugerem que o acido acético glacial 0,25% pode ser
considerado um agente promotor para o aumento da producio e teor de éleo em

Mentha arvensis L.
7.5 Teor e rendimento de 6leo essencial

Os dados de teor ¢ rendimento do 6leo essencial de plantas de M.
arvensis evidenciaram maior teor e rendimento de 6leo nas plantas tratadas com
a solug¢@o aquosa de acido acético glacial 0,25%, quando comparadas com o
controle e aquelas tratadas com quitosana nas duas concentracdes (0,06% e

0,125%) (Figura 5 A e B).
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O cultivo de plantas medicinais vem crescendo na atualidade em funcdo
da busca por fontes naturais de medicamentos, cosméticos e alimenticios. A
producdo de metabolitos especiais nestas espécies, muitas vezes, estd
condicionada aos tratos culturas como a adubagio organica (CHAGAS; PINTO;
BERTOLUCCI, 2011; LAMEIRA, 2008; SALES et al., 2009).

Foi verificado no cultivo hidroponico de M. arvensis, que diferentes
doses de potassio podem influenciar na produ¢do de matéria fresca das folhas
bem como no teor de seu dleo essencial. O rendimento maximo de biomassa
foliar e os maiores teores de constituintes quimicos majoritarios foi alcangado
com a utilizagdo de potassio na concentragdo 412 mg L' (GARLET et al., 2007).

Além dos tratos culturais, outros fatores podem influenciar na produgéo
de terpenos em plantas como: Luminosidade, disponibilidade hidrica,
temperatura, altitude ¢ a microbiota do solo. Os compostos terpénicos
desempenham um papel de protecdo frente a condigdes adversas principalmente
contra o ataque de insetos (MORALIS, 2009).

Outras pesquisas tém procurado o aumento dos compostos secundarios
por meio de substincias eliciadoras que, ao simular o ataque de insetos na
planta, promove a ativagdo de rotas envolvidas na biossintese de compostos de
interesse farmacéutico (CHAKRABORTY; CHATTOPADHYAY, 2008;
KRZYZANOWSKA et al., 2012; VAZQUEZ—FLOTA et al., 2009). A defesa
contra ataque de insctos estd diretamente ligada coma producdo de oleo
essencial nas plantas visto que estas substancias apresentam atividade inseticida
comprovada (HARBORNE, 1993).

A aplicacdo exdgena de Caliterpenona promoveu aumento de tricomas
em M arvensis resultando no aumento da producio de seu 6leo essencial (BOSE
et al., 2013). A quitosana também pode ser considerada eliciadora por simular
ataque de insetos no vegetal e por estar relacionada com a producdo de

resisténcia sistémica adquirida (MATTOS-JUNIOR; QUAGGIO; BOARETO,
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2010). No entanto, a utilizagdo de quitosana como substancia eliciadora do
metabolismo de Mentha arvensis ainda nao foi relatada.

No presente trabalho observamos que o solvente utilizado para
dissolug@o da quitosana apresentou maior resultado de teor e rendimento do 6leo
essencial de Mentha arvensis. Ao contrario do experimento I, a solugdo de acido
acético glacial 0,25% ndo apresentou danos a parte aérea das plantas tratadas.
Importante mencionar que em associagdo com quitosana o solvente
proporcionou aumento na biomassa seca da parte aérea apos 24 horas de
aplicagdo. Isso mostra que a combinagdo das duas substancias pode ter

potencializado o estresse sobre o vegetal, alterando sua atividade metabdlica.

7.6 Composicio quimica do 6leo essencial

Os dados cromatograficos, referentes ao Oleo essencial de plantas
pulverizadas com quitosana no experimento II, evidenciam que dois compostos
que integram o perfil quimico do éleo (Isomentona e Isomentol), apresentaram
as maiores 4areas, principalmente no tratamento no qual se empregou a
concentragdo de quitosana 0,06 %. Observa-se que o teor de Mentol, constituinte
majoritario, apresentou uma redu¢do na aplicagdo de quitosana 0,06%, voltando
a apresentar teor equivalente ao controle em plantas pulverizadas com 0,125%
de quitosana. Além disso, ndo foi possivel detectar piperitona no dleo essencial
de plantas ndo tratadas com quitosana (controle) e tratadas com a maior dose do

trabalho 0,125% (Tabela 3).



Tabela 3 Composicdo quimica do oleo essencial da parte aérea de plantas de Mentha arvensis submetidas a
pulverizac¢do de quitosana de baixo peso molecular. Experimento 11

COMPOSICAO DO OLEO IR* CONTROLE SOLVENTE 0,06% quitosana 0,125% quitosana
o Pineno 933 0,36 0,09 0,33+0,11 0,37+0,11 0,39+ 0,07
Sabineno 973 0,13 +0,02 0,16 £0,05 0,18 £0,04 0,18 £0,04
B Pineno 975 0,11 +0,02 0,18+£0,15 0,14+ 0,06 0,13 +£0,03

3 - octanol 992 0,18 +£0,01 0,28+0,15 0,26 £0,10 0,29+0,11

D - limoneno 996 0,32+0,13 0,32+0,15 0,33 +£0,12 0,30 £ 0,07

1,8 Cineol 1027 - 1028 0,47 £ 0,05 0,48 £ 0,09 0,50 £ 0,06 0,52 £ 0,07

Linalool 1095 - 1100 0,54 + 0,08 0,56 + 0,32 0,48 +£0,13 0,53 +0,24

Isopulegol 1146 0,53+0,18 1,13 +£0,95 0,56 +0,11 0,70 £0,12

Mentona 1154 - 1155 0,55+ 0,40 15,72 +33,24 0,84 +1,02 1,27 £1,38
Isomentona 1165 - 1166 1,72 £ 0,96 15,80 +33,39 16,24 + 33,46 30,99 +£42,07
Mentol 1176 - 1179 59,80 +33,19 30,21 42,34 17,17 £32,62 59,80 £42,19

Isomentol 1184 - 1186 14,96 42,18 30,12 42,05 60,17 £42,41 2,19 +£1,38

o Terpineol 1191 -1193 0,18 +£32,97 0,33+0,21 0,26 £ 0,02 0,24 £0,03

Pulegona 1238 0,28 £ 0,05 0,29 +£0,27 0,30+0,26 0,33+0,27

Piperitona 1256 - 1257 nd 0,45+0,23 0,40 + 0,29 nd

B Bourboneno 1388 -1389 0,47 0,26 0,29 £ 0,23 0,56 +0,18 0,63 +0,09

B Cariofileno 1424 - 1427 0,52 +0,32 0,83 £0,06 0,35+0,24 0,44 £0,23

D - Germacreno 1486 - 1489 0,34+ 0,20 0,43 +0,18 0,53 +0,30 0,38 £ 0,25

Biciclogermacreno 1502 0,26 £0,21 0,23 +0,16 0,29 +0,07 0,15+0,07

Total identificado (%) 81,72 98,14 99,93 99,46

*Indice de retengdo relativo a série de n-alcanos (C8-C20) em coluna HP-5MS. nd: nio detectado

48!
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A producdo de alguns terpenos foi verificada sob a influéncia da
quitosana também em outros trabalhos. Produ¢do dos monoterpenos mentol,
mentona e pulegona (LOCKWOOD et al., 2007) e triterpenoides (LEI et al.,
2011).

O metabolismo secundario de plantas medicinais pode ser influenciado
por fatores bidticos (disponibilidade hidrica, temperatura, incidéncia de radiagdo
etc.) e abidticos como no caso dos eliciadores (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Como se verifica, os eliciadores podem desencadear a producdo de metabdlitos
secundarios pelo fato de simular um ataque de patégeno no vegetal.

Outras pesquisas t€m demonstrado que a resposta aos eliciadores
envolve, na maioria das vezes, a sintese de compostos secundarios, ocasionada
pela indugdo da resisténcia, desencadeando alteragdes no particionamento de
carbono o que afeta diretamente o desenvolvimento vegetal (ANTONIAZZI;
DESCHAMPS, 2006).

Como mencionado nos resultados do experimento I, a utilizagdo da
solucdo aquosa de acido aceico glacial 1% para dissolug¢do da quitosana bem
como as concentragdes utilizadas (0,25; 0,5 e 0,75%), contribuiram para perda
de biomassa nos vegetais o que acarretou em rendimentos menores de Oleo
essencial quando comparados com as plantas controle. Além disso, observou-se
que as plantas controle foram influenciadas pelo estresse causado nas plantas
tratadas. Supomos que isto se deu por interagdo entre as plantas por meio da
emissdo de volateis induzidos.

Alguns estudos, envolvendo este tipo de interagdo, sdo sustentados pela
ecologia quimica, que envolve as relagdes ambientais adversas presenciadas
pelos vegetais e sua resposta de defesa frente a elas. Como se observa, as plantas
sdo prisioneiras em seu habitat e ndo podem fugir em decorréncia de condigdes

adversas a sua volta. No entanto, podem produzir substancias de defesa ou de
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sinalizacdo na tentativa de diminuir os efeitos nocivos dos ataques a que estio
submetidas com frequéncia (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

Temos que considerar que as substancias estimuladoras, envolvidas nas
respostas dos vegetais, apresentam mecanismo de a¢fio ainda sem muita
elucidacdo. Além disso, fatores como concentracdo do estimulador, estadio de
desenvolvimento da espécie no momento da aplicacdio, o periodo de contato e
acdo podem interferir diretamente na sintese de substancias pela espécie
estimulada (LOURENCO, 2003).

A quitosana exerce um efeito sobre o metabolismo secundario, pois, age
simulando o ataque de insetos sobre a planta, desse modo, observou-se que mais
uma vez esta apresentou influéncia sobre o metabolismo de M. arvensis,

acarretando em alteragdes na composicao de seu 6leo essencial.
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8 CONCLUSAO

A biomassa das plantas de M. arvensis sofreu influéncia pela aplicagio
da quitosana principalmente quando dissolvida em solu¢do aquosa de acido
acético glacial 1%. Concentracdes elevadas de quitosana promovem perdas
significativas de biomassa fresca resultando em menor teor e rendimento de déleo
essencial.

A solugdo aquosa de acido acético glacial 0,25% promove maior teor e
rendimento de dleo essencial.

Menores concentra¢des de quitosana promovem o aumento de biomassa
seca total na parte subterranea as 24 horas apds pulverizagdo na parte aérea.

O perfil quimico do 6leo essencial sofreu variagdo nos teores de
compostos terpénicos & medida que se aumentou o estresse sobre a planta.
Apesar de danificar fisicamente a parte aérea e resultar em perda de biomassa, as
concentragdes acima de 0,5% de quitosana, em contrapartida, aumentam os

teores de mentol em Mentha arvensis L.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Sao poucas as tecnologias desenvolvidas na atualidade para emprego no
cultivo e manejo de plantas medicinais. O aumento da producdo de metabolitos
secundarios nessas espécies normalmente ocorre em virtude de complementacio
organica nos tratos culturais bem como por alteragdes nos fatores abidticos
como luz, temperatura, umidade e altitude.

Na atualidade, o emprego de substancias eliciadoras, para promover a
producdo de compostos secundarios, tem se tornado objeto de estudo por varios
pesquisadores. Além disso, estas substincias podem promover a ativagdo da
resisténcia sist€émica adquirida do vegetal, fornecendo informagdes que sdo
utilizadas para promover a indugdo de defesa em culturas de importancia
econdmica.

Neste trabalho, pode-se verificar que a quitosana, em associagdo com a
solugdo aquosa de acido acético glacial, promove resposta oxidativa e
bioquimica em Mentha arvensis. A aplicacdo de apenas a solugdo de acido
acético glacial 0,25% promove aumento no teor ¢ rendimento de éleo essencial
na espécie, porém vale considerar que, em associacdo com a quitosana, além de
promover diferentes respostas bioquimicas ao longo dos tempos de coleta,
também modificam a constituigdo quimica do oleo essencial de Mentha

arvensis, sobretudo o teor de Mentol, seu constituinte majoritario.



117

REFERENCIAS

ADAMS | R. P. Identification of essential oil components by gas
chromatography/mass spectrometry.lllinois: Allured,2007. 804 p.

AGUIAR, R. M. Efeito da quitosana sobre a antracnose e caracteristicas
fisicas e quimicas de frutos de cultivares de bananeiras. 2011. 84 p. Mestrado
(Mestrado em Produgdo Vegetal) - Universidade Estadual de Montes Claros,
Janauba, 2011.

ALAMINO, D. A. et al. Indug@o de resisténcia a podriddo-amarga em macas
pelo uso de eliciadores em pos-colheita. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira,Brasilia, v. 48, n. 3, p. 249-254, mar. 2013.

ANTONIAZZI, N.; DESCHAMPS, C. Analise de crescimento de duas
cultivares de cevada apos tratamentos com elicitores e fungicidas. Ciéncia
Rural,Santa Maria, v. 36, n. 4, p. 1065-1071, jul./ago. 2006.

ASSIS, T. C. de; ANDRADE, D. E. G. T. de. Fitonematoses em Zingiberales
ornamentais no Estado de Pernambuco. Anais da Academia Pernambucana de
Ciéncia Agrondmica,Recife,v. 4, p. 185-198, 2014.

AZEVEDQO, V.et al. Quitina e quitosana: aplicagdes como biomateriais. Revista
Eletronica de Materiais e Processos,Campina Grande,v. 2, n. 3, p. 27-34,2007.

BOSE, S. K. et al. Effect of gibberellic acid and calliterpenone on plant growth
attributes, trichomes, essential oil biosynthesis and pathway gene expression in
differential manner in Mentha arvensis L. Plant Physiology and
Biochemistry,New Delhi, v. 66, p. 150-8, May 2013. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23514759>. Acesso em: 10 nov. 2014.

CAMPOS, A. D. et al. Indugio de resisténcia sistémica & antracnose em
feijoeiro-comum pela raga delta avirulenta de Colletotrichum lindemuthianum.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira,Brasilia, v. 44, n. 1, p. 15-21, jan. 2009.



118

CHAGAS, J. H.; PINTO, J. E. B. P.; BERTOLUCCI, S. K. V. Produgao de
biomassa e teor de 6leo essencial em func@o da idade e época de colheita em
plantas de hortela-japonesa. Acta Scientiarum Agronomy,Maringa, v. 33, n. 2,
p. 327-334,2011.

CHAKRABORTY, A.; CHATTOPADHYAY, S. Stimulation of menthol
production in Mentha piperita cell culture. In Vitro Cellular & Developmental
Biology-Plant,Wallingford, v. 44, n. 6, p. 518-524, 2008.

CHAVES, F. C. M. Producio de biomassa, rendimento e composicio de 6leo
essencial de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.) em fun¢do da
adubacio orginica e épocas de corte. 2001. 144 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) - Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2001.

CORREA, P. G.et al. Herbivoria ¢ anatomia foliar em plantas tropicais
brasileiras. Ciéncia e Cultura,Campinas,v. 60, n. 3, p. 54-57,2008.

CORREA, R.et al. Adubagio orginica na produgdo de biomassa de plantas, teor
e qualidade de 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) em cultivo
protegido. Revista Brasileira de Plantas Medicinais,Botucatu, v. 12, n. 1, p.
80-89,2010.

COUTINHO, H.et al. Avaliacdo da atividade anti-Trypanosoma e anti-
Leishmania de Mentha arvensis e Turnera ulmifolia. Boletin Latinoamericano
y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas,Santiago, v. 11, n. 2, p.
147-153, 2012.

CROTEAU, R. B.et al. (—)-Menthol biosynthesis and molecular genetics.
Naturwissenschaften,Berlin,v. 92, n. 12, p. 562-577,2005.

DORNENBURG, H.; KNORR, D. Generation of colors and flavors in plant cell
and tissue cultures. Critical Reviews in Plant Sciences,Boca Raton, v. 15, n. 2,
p. 141-168,1996.

FERREIRA, D. F. Sistema de analises estatisticas 4.3. Lavras: UFLA, 1999.
Software.



119

GARLET, T.et al. Produgado de folhas, teor e qualidade do dleo essencial de
hortela-japonesa (Mentha arvensis L. forma piperascens Holmes) cultivada em
hidroponia. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu,v. 9, n. 4, p.
72-79,2007.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no
conteido de metabdlitos secundarios. Quimica Nova,Sao Paulo, v. 30, n. 2, p.
374-381,2007.

HARBORNE, J. Advances in chemical ecology. Natural Product
Reports,London, v. 10, n. 4, p. 327-348, 1993.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. ISO
9776: ISO/TC 54 essential oils business plan. Geneva, 2004. 12 p.

JOHNSON, M.et al. Antibacterial activity of leaves and inter-nodal callus
extracts of Mentha arvensis L. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine,Canberra,v. 4, n. 3, p. 196-200, 2011. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1995764511600680>.
Acesso em: 10 nov. 2014.

KOSHIMA, F.; MING, L.; MARQUES, M. Produgio de biomassa, rendimento
de dleo essencial e de citral em capim-limdo Cymbopogon citratus (DC.) Stapf,
com cobertura morta nas estagdes do ano. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais,Botucatu, v. 8, n. 4, p. 112-116,2006.

KRZYZANOWSKA, J.et al. The effects of jasmonic acid and methyl jasmonate
on rosmarinic acid production in Menthax piperita cell suspension cultures.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture,Dordrecht, v. 108, n. 1, p. 73-81,2012.

LAMEIRA, O. Plantas medicinais: do cultivo, manipulagéo e uso a
recomendacao popular. Belém: EMBRAPA Amazonia Oriental, 2008. 264 p.



120

LEI C. et al. Foliar application of chitosan activates artemisinin biosynthesis
in< i> Artemisia annua</i> L. Industrial Crops and Products,London, v. 33,
n. 1, p. 176-182, 2011.

LIMA, H. R. P.; KAPLAN, M. A. C.; CRUZ, A. Influéncia dos fatores abiodticos
na produgio e variabilidade de terpendides em plantas. Floresta e
Ambiente,Seropédica, v. 10, n. 2, p. 71-77,2003.

LOCKWOOD, G. B.et al. Production of d-limonene in chitosan elicited Citrus
japonica suspension cultures. Journal of Essential Oil Research,Carol Stream,
v. 19, n. 2, p. 113-116,2007.

LORENZI, H.; MATTOS, F. J. A. Plantas medicinais do Brasil nativas e
exoticas. 2. ed. Nova Odessa: Plantarum, 2008. 492 p.

LOURENCO, M. V. Biotecnologia de plantas medicinais: produgio de
biomoléculas. Biolégico, Sao Paulo,v. 65, n. 1/2, p. 63-65,jan./dez. 2003.

MARTINS, A. P. et al. Requisitos de qualidade em 6leos essenciais: a
importancia das monografias da Farmacopeia Europeia e das normas ISO.
Revista Fitoterapia.net, Barcelona, v. 11, n. 2, p. 131-146, 2011.

MATHE, A.; FRANZ, C. Good agricultural practice and the quality of
phytomedicines. Journal of Herbs, Spices & Medicinal Plants,Birmingham, v.
6, 1. 3,p. 101-113,1999.

MATTOS-JUNIOR, D.; QUAGGIO, J. A.; BOARETO, R. M. Uso de elicitores
para defesa em plantas citricas. Citrus Research &
Technology,Cordeirdpolis,v. 31, n. 1, p. 65-74, 2010.

MAZARO, S. Inducio de resisténcia a doencas em morangueiro pelo uso de
elicitores. 2007. 105 p. Tese (Doutorado em Agronomia) - Universidade Federal
do Parana, Curitiba, 2007.



121

MEDICINES, E. D. F. T. Q. O.; COMMISSION, E. P. European
pharmacopoeia.Lisboa: Council of Europe, 2009.

MORALIS, L. A. S. de. Influéncia dos fatores abidticos na composi¢do quimica
dos oleos essenciais. HorticulturaBrasileira,Brasilia, v. 27, n. 2, p. 4050-4063,
2009.

NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND
TECHNOLOGY.NIST/EPA/NIH mass spectral library. Version 2.0.
Gaithersburg, 2008. Software.

OLIVEIRA, A. R. M. F. et al. Determina¢@o do tempo de hidrodestilagio e do
horario de colheita no 6leo essencial de menta. Horticultura
Brasileira,Brasilia, v. 30, p. 155-159, jan./mar. 2012.

OLIVEIRA-JUNIOR, A. C.et al. Teor e rendimento de leo essencial no peso
fresco de arnica, em fun¢do de calagem e adubagdo. Horticultura
Brasileira,Brasilia, v. 23, n. 3, p. 735-739,jul./set. 2005.

PASCHOLATI, S.; LEITE, B. Mecanismos bioquimicos de resisténcia as
doencas. Revisio Anual de Patologia de Plantas,Passo Fundo, v. 2, p. 1-51,
1994,

PATIL, K.; MALL, A. Hepatoprotective activity of Mentha arvensis Linn.
leaves against CCL4 induced liver damage in rats. Asian Pacific Journal of
Tropical Disease,Canberra, v. 2, n. 1, p. S223-S226, 2012. Supplement.
Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S222218081260156X>.
Acesso em: 10 nov. 2014.

PINTO-ZEVALLOS, D. M. et al. Compostos organicos volateis na defesa
induzida das plantas contra insetos herbivoros. Quimica Nova,Sao Paulo, v. 36,
n. 9, p. 1395-1405, 2013.

RAM, D.; RAM, M.; SINGH, R. Optimization of water and nitrogen application
to menthol mint (Mentha arvensis L.) through sugarcane trash mulch in a sandy



122

loam soil of semi-arid subtropical climate. Bioresource Technology,Essex, v. 7,
n. 7, p. 886-893, May 2006.

SALES, J. F.et al. Acumulo de massa, teor foliar de nutrientes e rendimento de
0leo essencial de horteld-do-campo (Hyptis marrubioides epl.) cultivado sob
adubacgio organica. Bioscience Journal,Uberlandia, v. 25, n. 1,p. 60-68, 2009.

SCOTT, A.; KNOTT, M. A cluster analysis method for grouping means in the
analysis of variance. Biometrics, Washington, v. 30, p. 507-512, 1974.

SHANKER, S.et al. Essential oil gland number and ultrastructure during Mentha
arvensis leaf ontogeny. Biologia Plantarum,Copenhagen, v. 42, n. 3, p. 379-
387,1999.

SHARMA, S.; SANGWAN, N.; SANGWAN, R. S. Developmental process of
essential oil glandular trichome collapsing in menthol mint. Current
Science,Bangalore, v. 84, n. 4, p. 544-550,2003.

SOUZA, M. A. A. Expressio génica relacionada a producio de dleo
essencial e avaliacdo do metabolismo de Mentha arvensis L. sob diferentes
condicdes de cultivo. 2010. 123 p. Tese (Doutoradoem Quimica) - Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2010.

SRIVASTAVA, R. et al. Characteristics of menthol mint Mentha arvensis
cultivated on industrial scale in the Indo-Gangetic plains. Industrial Crops and
Products,London, v. 15, n. 3, p. 189-198, 2002.

STANGARLIN, J. et al. A defesa vegetal contra fitopatdgenos. Scientia
Agraria Paranaensis,Cascavel, v. 10, n. 1, p. 18-46, dez. 2011.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia do estresse. In: . Fisiologia vegetal.
Porto Alegre: Artmed, 2004.p. 738-772.



123

TELES, S.et al. Effect of geographical origin on the essential oil content and
composition of fresh and dried Menthaxvillosa Hudson leaves. Industrial
Crops and Products,London,v. 46, p. 1-7,Apr. 2013.

VAZQUEZ-FLOTA, F. et al. A differential response to chemical elicitors in
Catharanthus roseus in vitro cultures. Biotechnology Letters,Dordrecht, v. 31,
n. 4, p. 591-595, 20009.



APENDICES

APENDICE A - Fluxograma Experimento I

Inicio: Efeito da
quitosana (elicitor)
sobre plantas de
Mentha arvensisL.
Experimento 1

Produc3o de mudas
Preparo do solo
Transplante

Espécie de interesse

econdmico (Mentol)

medicinal e

Estimulo da
produgdo?
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Testes L
colubiidade da Pu]venzagao na parte
. aérea
Quitosana
Recomendag3o da
literatura
controle (solug3o de dcido
acético 1%)
- L ra‘/:
Acido acético gacial @osma el ',°
1% quitosana 0.5%
quitosana 0.75%
1
1 1
Coleta para enzimas 7 dias coleta para éleo
antioxidantes: 24h. essencial
48h e 72 horas (hidrodestilag3o)

andlises em aparelho de
ELISA (atividade de CAT:
SOD e APX)

Teor, rendimento e perfil
quimico do dleo essencial.

Andlises em CG/MS

Anadlise dos
dados e
fechamento do
experimento 1
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APENDICE B - Fluxograma Experimento 11

Anglises em
aparelho de
ELISAe

o

Inicio: Efeito da
quitosana (elicitor)
sobre plantas de
Mentha arversisL.
Experimento IT

Transplante (idem exp. IT)

Com base nos
dados do exp. I
(danos causados
pelo solvente
sobre as plantas

Produg3o de mudas
Preparo de solo

novos testes de solubilidade

(Evitar efeito danoso do
solvente)

Acido acético glacial 0.25%
|

controle (solug3o de
4cido 0,25%)

quitosana em menores
concentragdes

0.06% e0.125%

pulverizag3o
na parte aérea

coleta para enzimas
antioxidantes. peroxidagio
lipidica, determinag3o de

coleta para determinag3o
de teor. rendimento e
perfil de oleo essencial

espectrofotdmetr

massa seca e carboidratos (0, .
12h 24h e 7 dias) (7 dias)
CromatograﬁaJ
Gasosa
CG/MS
Analise dos dados

e fechamento da
discuss3o final




