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EFEITO ALELOPATICO DE EXTRATO DE Leonurus sibiricus L. EM Mentha piperita
L.. DESENVOLVIMENTO, TROCAS GASOSAS E METABOLITOS DO OLEO
ESSENCIAL. Botucatu, 2011. 118 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas. Universidade Estadual Paulista.

Autora: Jennifer Bufalo

Orientadora: Carmen Silvia Fernandes Boaro

RESUMO - A familia Lamiaceae se destaca pela utilizacdo de muitas de suas especies como
medicinais, condimentares, aromaticas e ornamentais. Entre elas, a Mentha piperita L., produz
Oleo essencial amplamente utilizado nas inddstrias farmacéuticas, de bebidas alcodlicas,
alimenticias e de cosméticos. Leonurus sibiricus L., além de medicinal, é conhecida pela
producdo de terpenoides e substéncias fendlicas com efeitos alelopéticos, apresentando-se
também como planta invasora. O presente estudo objetivou avaliar a atividade do extrato
metandlico de folhas de L. sibiricus, no desenvolvimento, trocas gasosas e metabdlitos do dleo
essencial de M. piperita, cultivada em solucdo nutritiva. Para tanto, foram utilizadas
concentracdes iguais a 25, 50 e 100 mg L™ de extrato metanélico das folhas de L. sibiricus no
cultivo hidroponico da M. piperita durante parte de seu ciclo de desenvolvimento. As
variaveis, comprimento de parte aérea, area foliar, massa seca dos diferentes 6rgaos, razdo de
area foliar, razdo de massa foliar, area foliar especifica, taxa assimilatoria liquida, taxa de
crescimento relativo, distribuicdo de massa seca para os diferentes 6rgdos, trocas gasosas, e
composicao quimica dos 0leos essenciais foram avaliadas em diferentes épocas. Os resultados
obtidos permitiram concluir que as menores concentracbes do extrato metandlico de L.
sibiricus, 25 e 50 mg L™, estimularam o desenvolvimento da M. piperita, estimulando a
translocacdo de matéria organica nas plantas, enquanto esse processo prejudicado nas plantas
cultivadas com 100 mg L™, pode ter sido responsével por seu menor desenvolvimento. As
trocas gasosas da M. piperita foram influenciadas pela presenca do extrato metandlico e
estimuladas pelas concentrag8es iguais a 25 e 50 mg L™ do extrato. O extrato metanélico de L.
sibiricus influenciou os teores dos componentes do 6leo do essencial da M. piperita, na

dependéncia da concentracdo utilizada, uma vez que, nas menores concentragdes, as plantas



apresentaram maiores teores de mentona e mentol, garantindo a qualidade do 6leo essencial e
na maior concentragdo as plantas apresentaram maiores teores de acetato de mentila e
mentofurano, comprometendo a sua qualidade. Por fim, nas condigdes em que 0 experimento
foi realizado, pode-se sugerir que as substancias presentes no extrato metandlico de L.
sibiricus tenham exercido atividade alelopatica, estimulando ou inibindo o desenvolvimento
da M. piperita, de acordo com a concentracdo em que foram aplicadas as plantas. Deve ser
considerado também que a espécie L. sibiricus, amplamente distribuida no territorio brasileiro
e de facil crescimento pode ser considerada como modelo para o estudo da influéncia de
substancias produzidas por uma espécie vegetal em outra.

Palavras-chave: plantas medicinais, alelopatia, fotossintese, analise de crescimento.



ALLELOPATHIC EFFECT OF Leonurus sibiricus L. EXTRACT IN Mentha piperita L..
DEVELOPMENT, GAS EXCHANGE AND METABOLITES OF THE ESSENTIAL
OIL. Botucatu, 2011. 118 p. Dissertacédo (Mestrado em Agronomia) — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas. Universidade Estadual Paulista.

Author: Jennifer Bufalo
Adviser: Carmen Silvia Fernandes Boaro

SUMMARY - The family Lamiaceae is known for the use of many species as medicinal,
condiments, aromatic and ornamental. Among them, Mentha piperita L. essential oil produces
widely used in industries pharmaceutical, beverages, food and cosmetics. Leonurus sibiricus
L., besides medicinal, produces terpenoids and phenolic substances with allelopathic effects,
what explains its invasive behaviour. The present study aimed to evaluate the activity of
methanolic extract of leaves of L. sibiricus in the development, gas exchange and metabolites
of essential oil of M. piperita, cultivated in nutritive solution. Thus, were used concentrations
of 25, 50 and 100 mg L™ of methanolic extract of leaves of L. sibiricus in the hydroponic
cultivation of M. piperita during part of its development cycle. The variables, shoot length,
leaf area, dry matter of different organs, leaf area ratio, leaf weight ratio, specific leaf area, net
assimilation rate, relative growth rate, dry matter distribution in several organs, gas exchange
and composition of essential oils were evaluates at different times. The results showed that
low concentrations of methanolic extract of L. sibiricus, 25 and 50 mg L™, stimulated the
development of M. piperita, stimulating the translocation of organic matter in plants, while
this process affected in plants grown with 100 mg L™, may have been responsible for yours
less development. The gas exchange of M. piperita were influenced by the presence of
methanolic extract and stimulated by concentrations 25 and 50 mg L™. The methanolic extract
of L. sibiricus influenced the levels of the essential oil components of M. piperita, depending
on the concentration used, since, at lower concentrations, the plants showed higher levels of
menthone and menthol, thus rendering an oil of quality and plants cultivated in the highest
concentration showed higher levels of menthyl acetate and menthofuran, compromising your

quality. Finally, in the conditions of this experiment, may suggest that substances present in



the methanolic extract of L. sibiricus exerted allelopathic activity, stimulating or inhibiting the
development of M. piperita, according to the concentration at which were applied to plants.
Should also be considered that the species L. sibiricus, widely distributed in brazilian territory
and easy to grow can be considered as a model for studying the influence of substances
produced by one plant species into another.

Keywords: medicinal plants, allelopathy, photosynthesis, growth analysis.



1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais na arte de curar € uma forma de
tratamento de origens antigas, relacionada aos primordios da medicina e fundamentada no
acumulo de informacGes por sucessivas geracdes. Ao longo dos séculos, produtos de origem
vegetal constituiram as bases para tratamento de diferentes doencas. A Organizacdo Mundial
da Salde (OMS) valoriza o0 uso de plantas medicinais no dmbito sanitario e estima que
aproximadamente 80% da populacdo mundial utilizam essas plantas ou seus extratos vegetais
ou principios ativos para atendimento primario a salde. A organiza¢do também destaca a
participacdo dos paises em desenvolvimento, nesse contexto, uma vez que possuem 67% das
espécies vegetais do mundo (BRASIL, 2010).

A utilizacdo dos produtos naturais de forma segura e eficaz depende da
padronizacdo dos extratos e da elucidacdo do perfil quimico das plantas e de suas atividades
bioldgicas. Atualmente, a riqueza quimica dos extratos de plantas aromaticas e medicinais sao
fontes de compostos biologicamente ativos com ampla utilizagdo, em especial nas atividades
agricolas, e no &mbito da medicina popular (MATHELA, 1991; CUTLER; CUTLER, 1999;
ALMEIDA et al. 2007).

No entanto, a exploracdo de recursos genéticos de plantas medicinais
no Brasil esta relacionada, em grande parte, a coleta extensiva e extrativista das espécies em

seus habitats naturais. Além disso, apesar da considerdvel exportacdo de varias espécies



medicinais na forma bruta ou de seus subprodutos e de sua ampla utilizacdo pela populacéo,
pouquissimas espécies chegam a ser cultivadas, mesmo em pequena escala (VIEIRA, 1994).

Dessa forma, levando-se em consideragéo a velocidade da perda de
recursos genéticos e a conseqliente perda de substancias terapéuticas, faz-se necessario o
desenvolvimento de estratégia que promova ndo s6 exploracdo racional, como estudos
alternativos de cultivo, objetivando a producdo de plantas medicinais e 0 aumento da
quantidade de principios ativos nelas existentes (ORELLANA et al. 1994; MONTANARI,
2010).

Dentre as espécies com propriedades medicinais, devem ser destacadas
as da familia Lamiaceae, utilizadas como medicinais, condimentos, aromaticas e ornamentais.
Uma delas, a Mentha piperita L., produz éleo essencial amplamente utilizado nas industrias
farmacéuticas, de bebidas alcodlicas, alimenticias e de cosméticos (LAWRENCE, 1985; GUPTA,
1991). Leonurus sibiricus L., além de medicinal, é conhecida pela producéo de terpendides e
substancias fendlicas com efeitos alelopaticos, apresentando-se também como planta invasora
(LORENZI; MATOS, 2002; LARCHER, 2006).

Espécies da familia Lamiaceae, entre outras, produzem grande
diversidade de compostos organicos que parecem néo ter funcdo direta no seu crescimento e
desenvolvimento, resultantes das interagdes das plantas com o ambiente.

Essas substancias s&o conhecidas como metabdlitos secundarios,
produtos secundarios ou produtos naturais (TAIZ; ZEIGER, 2006). Tais produtos, embora ndo
necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem vantagens para a sua
sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espéecie, em seu ecossistema (SANTOS, 2007).

O metabolismo secundario da origem a diversas substancias quimicas
com importéncia nas interacfes ecoldgicas e na sobrevivéncia das plantas. Assim, para
adquirir recursos como luz, agua e nutrientes, algumas plantas se defendem produzindo
substancias com efeitos alelopaticos. Neste sentido, a alelopatia pode ser definida como a
ciéncia que estuda os processos envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por alguns
organismos que tém influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento de sistemas bioldgicos
incluindo efeitos de inibi¢do ou estimulagéo.

As substancias alelopaticas sintetizadas pelas rotas do metabolismo

secundario e liberadas para o ambiente sdo denominadas aleloquimicos (RICE, 1984) e



influenciam o desenvolvimento e estabelecimento das culturas agricolas e comunidades
vegetais (TORRES et al. 1996).

Considerando a concentracdo e a estrutura de suas moléculas, a
utilizacdo de extratos alelopaticos no cultivo de plantas medicinais pode propiciar respostas
diferentes e vantajosas no desenvolvimento da espécie e na producdo e composicdo de seu
Oleo essencial. A interacdo dessas moléculas com as rotas do metabolismo secundario pode
explicar os efeitos dos aleloquimicos ndo s6 no desenvolvimento de diferentes espécies, como
também elucidar os mecanismos quimico-ecoldgicos da interacdo planta-planta.

Por outro lado, condi¢Bes nutritivas aliadas aos efeitos alelopaticos
podem moldar o perfil quimico das substancias do metabolismo secundario, alterando a
concentracdo das substancias ou direcionando as rotas metabolicas, com conseqlente
modificacdo do produto final naturalmente sintetizado nessas vias.

Deve ser destacado ainda que o estudo das plantas medicinais e de suas
substancias com atividade alelopatica pode representar potencial na busca de produtos naturais
com atividade herbicida ou de regulacdo do crescimento. Portanto, o conhecimento dessas
substancias ativas produzidas pelas rotas do metabolismo secundario é importante para
diferentes areas do conhecimento cientifico, principalmente quando as atividades bioldgicas
estiverem correlacionadas.

Considerando a riqueza quimica de extratos de L. sibiricus, pode-se
inferir possivel interacdo de suas substancias com as rotas do metabolismo secundério de
outras plantas medicinais e aromaticas, como por exemplo, de sintese do 6leo essencial em M.
piperita. A M. piperita, espécie que apresenta modificagdes no teor e no perfil quimico de seu
6leo essencial quando submetida a diferentes condigdes de solo (ZHELJAZKOV; NIELSEN,
1996; SCAVRONI, et al. 2005), temperatura, umidade, luz e nutricdo (LEAL, 2001; DAVID
et al. 2006; DAVID et al. 2007; DE FAZIO et al. 2007; VALMORBIDA et al. 2006;
VALMORBIDA; BOARO, 2007) da mesma maneira, podera apresentar modificacdo de suas
rotas metabolicas, pela presenca de substancias aleloquimicas provavelmente envolvidas nos
mecanismos de interacdo planta-planta.

Com base no acima exposto, a utilizacdo de extrato de folhas de L.
sibiricus, no cultivo hidropdnico de M. piperita, podera evidenciar importantes relacdes entre

essas duas espécies com atividades medicinais diversas.



2. OBJETIVOS
Geral
Avaliar a atividade do extrato metandlico de folhas de Leonurus
sibiricus em diferentes concentragdes no desenvolvimento e metabdlitos do 6leo essencial da
Mentha piperita, cultivada em solucéo nutritiva.

Especificos

Avaliar a atividade do extrato metandlico de L. sibiricus em diferentes
concentragdes nos indices fisioldgicos da M. piperita que refletem seu metabolismo primario;

Avaliar a atividade do extrato metandlico de L. sibiricus em diferentes
concentragdes nas trocas gasosas de M. piperita;

Avaliar a atividade do extrato metanolico de L. sibiricus em diferentes
concentragdes na composicdo quimica do 6leo essencial da M. piperita.



3. REVISAO DE LITERATURA

A familia Lamiaceae destaca-se pela utilizacdo de suas espécies como
medicinais, condimentares, aromaticas e ornamentais. Uma delas, a Mentha piperita L., planta
medicinal e aromatica, conhecida como horteld pimenta, menta, e horteld-apimentada é
amplamente cultivada nos Estados Unidos e na Europa. Seu 6leo essencial, considerado
industrialmente importante (LAWRENCE, 1985), é usado nas industrias farmacéuticas, de
bebidas alcodlicas, alimenticias e de cosméticos (GUPTA, 1991). As folhas de menta sdo utilizadas
na forma de cha do tipo abafado, ou seja, infusdo, para 0s casos de ma digestdo, nauseas e
sensacdo de empachamento, causado por acumulo de gases no aparelho digestivo (LORENZI;
MATOS, 2002).

Espécies da familia Lamiaceae, entre outras, produzem grande
diversidade de compostos organicos que, parecem ndo ter funcdo direta no seu crescimento e
desenvolvimento, resultantes das interagdes das plantas com o ambiente. Essas substancias séo
conhecidas como metabolitos secundarios, produtos secundarios ou produtos naturais (TAIZ;
ZEIGER, 2006). Tais produtos correspondem a um grupo de compostos quimicos formados a
partir da biossintese de compostos provenientes do metabolismo primério e apresentam baixo
peso molecular e marcantes atividades biologicas, sendo encontrados em concentraces
relativamente baixas e em determinados grupos de plantas (SANTOS, 2007). Estes
metabdlitos que atuam na defesa do vegetal, na protecdo contra raios UV, na atracdo de
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polinizadores ou animais dispersores de sementes, apresentam efeito alelopatico (MANN,
1994).

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em terpendides,
alcaloides, fenilpropandides, flavondides, fendis e taninos. Os Gleos essenciais, também
chamados 6leos volateis, Oleos etéreos ou simplesmente esséncias sdo constituidos por
fenilpropanoides, terpenos, mono e sesquiterpenos, dentre outros (SANTOS, 2007).

Os fenilpropanodides sdo substancias sintetizadas a partir do &cido
chiquimico enquanto os terpenos sdo derivados do mevalonato e da deoxilulose (DXP), como
pode ser observado na Figura 1.

Figura 1. Vias metabélicas de sintese de fenilpropandides e terpenos a partir da glicose
(Dewick, 2002).
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Entre os produtos secundarios, 0s terpenos constituem o maior grupo.
As diversas substancias dessa classe sdo, em geral, insoliveis em agua, sensiveis as condicdes
bidticas e abidticas, e sintetizadas a partir de intermedirios do processo respiratério, Acetil-
CoA (TAIZ; ZEIGER, 2006). Segundo Lichtenthaler (1999) e Dewick (2002), a formagdo dos
isoprendides procede a partir de duas vias independentes. A biossintese dos esterdides, dos
triterpenos e dos sesquiterpenos se d& a partir da via acetato/mevalonato e, a via alternativa do
1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato origina os carotendides, 0s mono e diterpenos. Ambas as vias
utilizam a juncdo do isopentenil-PP e dimetilalil-PP como precursores dos compostos
formados (Figura 1).

Durante a sintese do Oleo essencial na M. piperita a rota do
isoprendide conduz a formacdo do geranil difosfato, a partir do qual limoneno é originado,
formando a seguir piperitenona e entdo pulegona, que pode formar mentona e/ou mentofurano
(DEY; HARBONE, 1997; CROTEAU et al. 2000). Mentona forma neomentol e mentol, que
pode sofrer esterificacdo e dessa maneira ser convertido a acetato de mentila (MURRAY,
1972). Enzimas como limoneno sintase, limoneno-3-hidroxilase, trans-isopiperitenol
desidrogenase, isopiperitenona redutase, cis-isopulegona isomerase, mentofurano sintase,
pulegona redutase e mentona redutase estdo envolvidas nessa rota (BUCHANAN et al. 2000).

Os 6leos essenciais desempenham importantes funcbes ecoldgicas,
agem como sinais quimicos para a comunicacdo entre espécies, na protecdo contra
microorganismos patogénicos, herbivoros e insetos fitofagos, na atracdo de animais
polinizadores e dispersores de sementes, promovendo a reproducdo das espécies e
contribuindo com a coloracéo, aroma e odor de folhas, flores e frutos (ROBERTS et al. 1996;
MARASCHIM; VEPOORTE, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2006).

Além disso, agem no organismo humano, como carminativos,
antiespasmodicos, estimulante do sistema digestivo, cardiovascular, secretolitico,
antiinflamatdrio e anti-séptico. No sistema nervoso central, agem como estimulantes ou
depressivos, além de possuirem acio anestésica local (SIMOES; SPITZER, 2007).

Segundo Gershenzon et al. (1978) a influéncia de fatores ambientais na
variabilidade dos terpenos deve ser estudada por sua importancia biossistematica, ecoldgica,
fisioldgica, implicacBes evolutivas e possibilidade do uso em diversos setores das industrias

farmacéutica, quimica, de cosméticos e alimenticia. No entanto, um ponto chave para sua
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producdo € a grande variagdo que essas substancias apresentam, dependendo das condi¢des de
crescimento das plantas. Em muitas espécies, as taxas de sintese desses terpenos sao
dependentes da luz e da temperatura, bem como de niveis de assimila¢do de carbono (SCHUH
et al. 1997; SHAO et al. 2001).

Dessa forma, durante o cultivo das espécies medicinais e aromaticas,
as condi¢Oes ambientais como estresse hidrico, incidéncia solar e deficiéncias nutricionais dos
solos, moldam e selecionam os principios ativos por elas produzidos e utilizados, por exemplo,
na medicina natural (QASEM, 2001).

Por outro lado, o acelerado crescimento de uma espécie, induzido por
sua adequada nutricdo mineral pode causar reducdo na concentracdo de fenilpropanoides
afetando menos ou ndo afetando os niveis de outras classes de compostos secundarios. A
resposta dos fenilpropandides pode estar relacionada com a sintese de proteinas e com o
crescimento das plantas, em fungdo de um precursor comum, a fenilalanina. Assim, qualquer
fator ambiental que afete o crescimento da planta e a sintese de proteina também afeta a
disponibilidade de fenilalanina para a sintese de fenilpropandides (KORICHEVA et al. 1998).

No entanto, estudos demonstram a importancia da nutrigdo mineral no
desenvolvimento de espécies da familia Lamiaceae e no contetido e composi¢do de seu 6leo
essencial. Alguns deles avaliaram a M. piperita em cultivo hidropdnico com variagdo de N, P,
K, Ca e Mg (DAVID et al. 2006; DAVID et al. 2007; DE FAZIO et al. 2007;
MAIRAPETYAN et al. 1999; VALMORBIDA et al. 2006; VALMORBIDA; BOARO, 2007,
VALMORBIDA et al. 2007; VASQUES, 2007). Esses autores observaram que, independente
do nutriente estudado, a sua varia¢do na solugédo nutritiva, de modo freqliente, interfere com o
desenvolvimento e producgdo de 6leo, diminuindo ou aumentando, seu contetdo e variando sua
composicao. Uma vez que o metabolismo secundario, nesse caso sintese de 6leo, depende de
compostos sintetizados no primario, esses resultados estdo de acordo com a afirmativa de que
a produtividade das plantas é determinada pela quantidade de folhas, de sua capacidade
fotossintética e da disponibilidade de nutrientes, sendo esses, fatores chaves, que determinam
0 ganho de biomassa. Milthorpe e Moorby (1974) observaram que a auséncia, ou mesmo a
insuficiéncia, de um nutriente interfere na producéo final, embora ndo se conhegam quais das

variaveis fisioldgicas intermediérias ficam comprometidas, interferindo na produtividade.



13

Fageria et al. (1997) afirmam que o suprimento adequado de nutrientes minerais para as
culturas é um dos fatores mais importantes para aumento de sua produtividade.

Por outro lado, quando a M. piperita foi cultivada em substrato
alternativo, representado por lodo de esgoto, no estudo de Scavroni et al. (2005), embora a
producdo de 6leo essencial tenha aumentado quando as plantas foram cultivadas com 28 t ha™
do biossdlido a rota metabolica favoreceu a formagdo de monoterpenos aumentando a sintese
de mentofurano e acetato de mentila.

Dessa forma, o cultivo de uma espécie medicinal pode ser considerado
como uma das etapas que mais interfere na producdo e qualidade de seu fitoterapico. Nessas
espécies, além da quantidade de massa fresca produzida, os teores de seus principios ativos
s&o de grande importancia (MADUENO BOX, 1973).

Apesar de sua relevancia, as plantas medicinais e arométicas ainda sdo
pouco avaliadas em pesquisas cientificas, no tocante a fisiologia e bioquimica. Varias espécies
ndo tém recebido suficiente atencdo sobre formas adequadas de sua propagacéo,
espacamentos, exigéncias nutricionais e melhor época de colheita, com possibilidade de
obtencdo de 6leo com composicdo adequada, que justifigue também a sua importancia
medicinal e aromatica para 0 homem.

O metabolismo secundario da origem a diversas substancias quimicas
com importéncia nas interacbes ecoldgicas e na sobrevivéncia das plantas. Assim, para
adquirir recursos como luz, agua e nutrientes, algumas plantas se defendem produzindo
substancias com efeitos alelopaticos. Neste sentido, a alelopatia pode ser definida como a
ciéncia que estuda os processos envolvendo metabdlitos secundérios produzidos por alguns
organismos que tém influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento de sistemas biolégicos
incluindo efeitos de inibi¢do ou estimulagéo.

O termo alelopatia foi criado pelo pesquisador Hans Molisch em 1937,
a partir das palavras gregas allélon (mutuo) e pathos (prejuizo), para se fazer referéncia a
todas as interagdes entre plantas, provocadas pela liberacdo de substéncias quimicas por elas
elaboradas, a partir de tecidos vivos ou mortos. Embora esta definicdo englobe interacdes
prejudiciais e benéficas, o uso da palavra alelopatia passou a ser restrito aos efeitos
prejudiciais, diretos ou indiretos de uma planta sobre outra, pela producdo de compostos

quimicos liberados no ambiente (RICE, 1984).
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A definigéo recente aceita pela International Allelopathy Society (1AS)
define a alelopatia como “a ciéncia que estuda processos envolvendo metabdlitos secundarios
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento de sistemas agricolas e biolégicos” (MACIAS et al. 2007). Atualmente a
alelopatia é caracterizada como uma nova ciéncia e vem tornando-se cada dia mais importante
na maioria dos paises desenvolvidos (MACIAS et al. 2006).

Portanto, as substdncias alelopaticas sintetizadas pelas rotas do
metabolismo secundéario e liberadas para o ambiente sdo denominadas aleloquimicos (RICE,
1984) e influenciam o desenvolvimento e estabelecimento das culturas agricolas e
comunidades vegetais (TORRES et al. 1996).

Segundo Inderjit (1996), a atividade alelopatica na natureza envolve
fatores bidticos, como densidade vegetal, estadios de crescimento e microrganismos, e
também fatores abidticos, como solo, disponibilidade de agua, temperatura e incidéncia de
raios UV, dentre outros. Tais fatores podem afetar a liberacéo, disponibilidade, composicéo
quimica e 0 modo de agdo das substéncias alelopéticas. A liberacdo dos compostos pode
ocorrer por volatilizacdo das substancias alelopéticas para a atmosfera, ou pelo acumulo
desses aleloquimicos nas fases aquosa e sélida do solo (RIZVI; RIZVI, 1992), que podem ser
metabolizados por microorganismos e, portanto, permanecerem presentes na matéria organica
das camadas de serrapilheira (INDERJIT et al. 2001)

No ambito da ecologia, o fendmeno da alelopatia pode explicar os
mecanismos da sucessdo vegetal, onde espécies invasoras podem excluir espécies nativas a
partir de residuos e substancias liberados para o ambiente (HIERRO; CALLAWAY, 2003).
Neste caso, a atividade dos aleloquimicos é apenas inibitéria e pouco relacionada com a
competicdo por recursos abidticos (CALLAWAY, 2002). Portanto, a presenca dessas especies
numa area de plantio pode apresentar significativa influéncia no desenvolvimento de culturas
(BATISH et al. 2001; QASEM; FOY, 2001; SINGH et al. 2001), como também, no padrdo
natural de formacdo e sucessdo das populacbes e comunidades vegetais (FERREIRA;
AQUILA, 2000).

Ainda, segundo Gottilieb (1982), os aleloquimicos sdo sinais quimicos
transmitidos ao ambiente, geralmente em pequena quantidade, e sdo responsaveis pelas

maltiplas interacGes quimicas entre os diferentes organismos. As interaces positivas como,
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promocdo e atracdo e negativas como, inibicdo e repeléncia, indicam funcGes ecoldgicas
dessas substancias, de grande importancia para a evolucéo e co-evolucdo das espécies vegetais
e animais.

A capacidade das plantas produzirem substancias alelopaticas e a
natureza quimica dessas substancias difere entre as espécies, assim como a suscetibilidade
destas aos aleloquimicos liberados por outras. Como consequéncia desta variabilidade
algumas espécies sdo favorecidas e outras prejudicadas. Assim, a presenca de plantas daninhas
nas culturas sempre foi uma preocupagdo dos agricultores, que costumavam atribuir os
prejuizos por elas provocados, principalmente a efeitos de competicdo. O conhecimento dos
efeitos alelopaticos e do mecanismo de acdo dos aleloquimicos sdo de importancia
fundamental para se entender as interacOes entre plantas, tanto nos sistemas naturais, como
nos sistemas agricolas (DURIGAN; ALMEIDA, 1993).

A inibicdo da emergéncia das espécies, muitas vezes se d& pela
interacdo de vérios aleloquimicos, e ndo pela presenca de uma Unica substancia. No solo, 0s
efeitos aditivos ou sinergisticos dos aleloquimicos podem ter influéncia mesmo em baixas
concentragdes. Se uma Unica substancia é responsavel pelo potencial alelopatico de uma
planta e é isolada e identificada, ela pode ser Gtil como modelo para o desenvolvimento de
bioherbicidas (INDERJIT; DAKSHINI, 1995; XUAN et al. 2005).

Portanto, pesquisadores e agricultores reconhecem na atualidade os
alelogquimicos como alternativa viavel para substituir os pesticidas sintéticos, visando reducao
de poluicdo ambiental e aumento da produtividade agricola (QASEM; FOY, 2001; DUKE et
al. 2002). Compostos extraidos de vegetais superiores com atividade herbicida, tais como o
cineol (Shell), as benzoxazinonas e acido quinolinico (BASF) e as leptospermonas (Zeneca)
sdo conhecidos e vém sendo utilizados na agricultura, apresentando resultados promissores
(XUAN et al. 2005).

Segundo SOUZA (1988), o numero de espécies de plantas daninhas
tidas como alelopaticas é relativamente grande, podendo a alelopatia contribuir para justificar
a agressividade dessas plantas, por meio da liberacdo de seus exsudatos, volateis ou residuos.

Por outro lado, deve ainda ser considerado que espécies invasoras, seus
extratos ou residuos delas remanescentes no campo, podem ao liberar um aleloquimico, causar

redugdo na absorcdo de nutrientes, como o fésforo e o zinco, devido a danos provocados na
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permeabilidade das células das raizes. Se esses extratos vegetais forem adicionados a solugdo
nutritiva talvez também influenciem a absorcdo de nutrientes, que Taiz e Zeiger (2006)
referem de extrema importancia no crescimento e reproducao dos vegetais.

O avanco tecnoldgico da agricultura, em resposta a crescente demanda
de alimentos, levou ao uso indiscriminado de pesticidas, fertilizantes e outros insumos,
empregados no combate as plantas invasoras (LANG, 1989). Este autor refere ainda que além
de encarecerem a producdo agricola, os pesticidas e outros produtos quimicos utilizados
contaminam recursos naturais como agua, solo, flora e fauna, sendo do ponto de vista
ecoldgico e social, preco elevado para o que se obtém em termos de produgdo econdmica.

O modo de acdo dos aleloquimicos pode ser indireto, quando o
composto alelopatico altera propriedades quimicas do solo, suas condi¢Ges nutricionais e
populagbes ou atividade dos microrganismos ou direto quando o aleloquimico liga-se as
membranas da planta receptora ou penetra nas células, interferindo diretamente no seu
metabolismo (FERREIRA; AQUILA, 2000). Segundo Rizvi e Rizvi (1992), os compostos
alelopaticos podem afetar a estrutura e ultra-estrutura celulares, a concentracdo e balango
hormonal, a permeabilidade das membranas, afetando a absor¢do de minerais, 0 movimento
dos estbmatos, influenciando a fotossintese, a sintese de pigmentos e proteinas, a atividade
enzimatica, as relacBes hidricas e conducgdo de seiva, como também podem alterar DNA e
RNA.

De modo geral, as substancias alelopaticas ndo apresentam uma classe
quimica definida variando desde acidos graxos até compostos mais polares, como alcaldides
glicosilados e lactonas sequiterpénicas (MACIAS et al. 1992; VYVYAN, 2002; BHOWMIK;
INDERJIT, 2003). Muitas das substancias envolvidas na alelopatia sdo metabolitos
secundarios que tem origem na via do &cido chiquimico a qual origina os flavondides,
compostos fenolicos e taninos (ELLIOTT; CHENG, 1987; EINHELLIG, 1995) e cujas
concentragdes podem ser influenciadas pelo estresse bidtico e abidtico. Os fenilpropandides
tém mostrado influenciar a absorcdo de nutrientes (BERGMARK et al. 1992; BOOKER et al.
1992), atividades enzimaticas relacionadas ao metabolismo oxidativo (DEVI; PRASAD,
1992), relagBes hidricas (BARKOSKY; EINHELLIG, 1993), fotossintese e a respiracao
(EINHELLIG; RASMUSSEN, 1993).
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A espécie Leonurus sibiricus L., conhecida como erva macaé ou
rubim, também pertencente a familia Lamiaceae é originaria da India e utilizada pela
populacdo na forma de chas, no combate a edemas e sangramentos. A producédo de terpendides
e substancias fenolicas com efeitos alelopaticos (LARCHER, 2006) podem justificar seu
comportamento de planta invasora e ndo desejavel, em pomares e cafezais (LORENZI;
MATOS, 2002). Entretanto, a liberacdo de exudatos por suas raizes aumenta a germinagéo de
arroz, trigo e mostarda (MANDAL, 2001). J& o extrato aquoso de suas folhas inibe a
germinacdo de milho e o crescimento de plantulas de tomate (ALMEIDA et al. 2003). O
estudo fitoquimico e os bioensaios indicam que extratos e substancias isoladas de folhas de L.
sibiricus afetam a germinacéo e o desenvolvimento inicial de plantulas de Raphanus sativus,
Lactuca sativa e Lepidium sativus, na dependéncia da concentracdo utilizada (ALMEIDA et
al. 2008). Esses resultados concordam com os de Putnam e Duke (1978) e Rice (1979).
Segundo Putnam e Duke (1978), uma mesma substancia pode desempenhar véarias funcoes,
mais dependentes de sua concentragdo, modo de translocacdo e inativagdo, do que da prdpria
composicao quimica. Assim, se um composto é toxico para uma dada espécie, pode ser indcuo
para outra. Rice (1979) ressalta que os efeitos benéficos de uma planta sobre outra ndo devem
ser omitidos do conceito de alelopatia, uma vez que determinado composto quimico pode ter
efeito inibitorio ou estimulante, dependendo de sua concentragdo no ambiente onde € liberado.

Em sua composicdo quimica L. sibiricus apresenta alcaldides,
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (SAVONA et al. 1982; BOALINO et al. 2004;
ALMEIDA et al. 2005) e furano-lactonas (SATOH et al. 2003). Os extratos polares
apresentam majoritariamente rutina e seus derivados, além de flavonas metoxiladas
(ALMEIDA et al. 2006).

Os flavondides possuem importante papel como compostos de defesa e
sdo moléculas sinalizadoras da reproducdo, patogénese e simbiose. S&o produzidos pelas
plantas em grande quantidade e quando liberados no ambiente tém evidente papel na interacao
planta-planta e planta-microorganismo (RICE, 1984; SHIRLEY, 1996). Estudos demonstram
que o arranjo estrutural das moléculas de flavonoides, relacionado com a fitotoxidade destes
compostos, é provavelmente responsavel pela atividade alelopatica (MACIAS et al. 1997;
BAIS et al. 2003; PARVEZ et al. 2004; BENINGER; HALL, 2005).
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Os efeitos desses compostos em plantas incluem diminuicdo da entrada
de oxigénio nas mitocéndrias e nos cloroplastos e redugédo do transporte de elétron e eficiéncia
do fotossistema Il (MORELAND; NOVITZKY, 1988). Essas multiplas atividades resultam
em amplo espectro de fitotoxicidade (EINHELLIG, 2004) ou, dependendo da concentragdo
dos flavonoides, estimulam o crescimento de raizes (WEBSTER et al. 1998). De modo geral,
os flavonoides protegem as células do estresse oxidativo pela quelacéo, inativacdo ou captagdo
de radicais livres, produzidos pelo sistema de transporte de elétrons (HARBONE, 1994).
Devido as suas caracteristicas quimicas, capazes de captar elétrons, atuam como catalisadores
na fase fotoquimica da fotossintese e/ou como reguladores de canais ibnicos envolvidos na
fosforilagdo oxidativa do processo de obtencio de energia fotossintética (PIETTA;
SIMONETTI, 1999). Em funcdo dessas caracteristicas quimicas, os flavondides estéo
envolvidos com o0s processos relacionados a absorcdo idnica, prejudicando o padrdo de
despolarizacdo das membranas celulares das raizes e levando a disfuncéo no equilibrio de ions
(GLASS; DUNLOP, 1974). Os danos metabdlicos acarretados pelos flavondides, segundo
Macias et al. (1997), dependem da estereoquimica das moléculas e concentracdo utilizada, que
podem promover ou inibir o crescimento de raizes, sendo, no entanto, pouco esclarecidos 0s
mecanismos de acdo destes compostos.

Os compostos fendlicos sdo considerados potentes inibidores de
germinacdo de sementes, crescimento de parte aérea e alongamento das raizes (RICE, 1984).
Os &cidos p-hidroximandélico; 3,4-dihidroxifenilacético e mandélico, por exemplo, inibem o
crescimento da parte aérea de arroz. Ja os fendlicos presentes em extratos de Pinus laricio
inibiram a glicose-6-fosfato dehidrogenase, glicose-fosfato isomerase e aldolase, enzimas que
estdo relacionadas com a sintese de agtcares (MUSCOLO et al. 2001). Inderjit e Dakshini
(1992) observaram que os compostos fendlicos sollveis em agua, oriundos da planta daninha
Pluchea lanceolata, influenciaram o teor de clorofila e a taxa fotossintética liquida de folhas
de aspargo, de plantas cultivadas em casa de vegetacao.

Independente das dificuldades inerentes ao conhecimento sobre a
complexidade que envolve o crescimento das plantas, a analise de crescimento ainda é o meio
mais acessivel e bastante preciso para avaliar o crescimento e inferir a contribuicdo de
diferentes processos fisioldgicos sobre o comportamento vegetal (CAUSTON; VENUS, 1981;
MAGALHAES, 1986).
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A andlise de crescimento descreve as condigdes morfofisioldgicas da
planta, em diferentes intervalos de tempo, permitindo acompanhar a dindmica da
produtividade, avaliada por variaveis fisioldgicas e bioquimicas. E um método utilizado para
avaliar efeitos de fendmenos ecoldgicos sobre o crescimento, como adaptabilidade das
espécies a ecossistemas diversos, efeitos de competicao, diferencas genotipicas da capacidade
produtiva e influéncia de praticas agrondmicas sobre o crescimento (MAGALHAES, 1986).

A produtividade é influenciada por caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas dos 6rgdos fotossintetizantes, conhecidos como fonte e dos 6rgdos consumidores
dos produtos fotossintetizados, conhecidos como dreno (FOYER; GALTIER, 1996). Os
fotoassimilados constituem mais de 90% da massa seca da planta. Uma parte desses
assimilados € utilizada durante o crescimento da planta, convertendo-se em biomassa e a outra
parte é oxidada na respiracdo, servindo como fonte de energia para o0 crescimento e
funcionamento dos processos biolégicos (POPQV et al. 2003). A analise de crescimento é
baseada no fato de que aproximadamente 90% da matéria seca acumulada pelas plantas ao
longo do seu crescimento é resultante da atividade fotossintética (BENINCASA, 2003).

Quando plantas sdo expostas a aleloguimicos, seu crescimento e
desenvolvimento s&o afetados (PUTNAM; DUKE, 1978; NIAKAN et al. 2008). Niakan e
Saberi (2009) referem que efeitos morfoldgicos durante a germinagdo, como sementes escuras
e inchadas, raizes ou parte aérea reduzidas, extensdo do coledptile, edema ou necrose na
extremidade da raiz, reducdo da massa seca e baixa capacidade reprodutiva, podem ser
manifestacdes de eventos priméarios causados por uma variedade de eventos especificos que
agem a nivel celular ou molecular em plantas expostas a aleloquimicos. Além disso,
compostos alelopaticos podem reduzir a absorcdo de nutrientes (PENG et al. 2004). Khan et
al. (2005) observaram que extratos aquosos de Prosopis juliflora, Eucalyptus camaldulensis e
Acacia niloltica reduziram a porcentagem de germinacdo, comprimento de plantulas e
producéo de biomassa de Ipomoea sp.

Embora inimeros estudos demonstrem propriedades inibitérias de
substancias alelopéaticas na germinagdo ou no crescimento inicial de plantulas, seus efeitos no
desenvolvimento, fotossintese e relagdes hidricas ainda ndo sdo bem conhecidos
(PATTERSON, 1981). Aleloguimicos tém sido estudados por influenciar o funcionamento

estomatal, alterando as relagdes hidricas nas plantas (EINHELLING, 1986).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento consistiu no cultivo de plantas de Mentha piperita em
solugdo nutritiva na presencga e na auséncia do extrato metandlico de Leonurus sibiricus. Para
tanto, plantas de L. sibiricus foram coletadas e as folhas foram separadas, secas e moidas para

0 preparo do extrato metanolico.

Leonurus sibiricus L.

Local de coleta

As plantas de Leonurus sibiricus foram coletadas em Botucatu, Estado
de Sdo Paulo, na Fazenda Lageado, pertencente a Faculdade de Ciéncias Agronémicas da
Universidade Estadual Paulista. As folhas foram separadas e acondicionadas em sacos de
papel e colocadas para secar em estufa de circulacdo forcada de ar, a uma temperatura de 40°C

até obtencdo de massa seca constante para preparo do extrato metandlico.
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Figura 2. Vista geral de plantas de Leonurus sibiricus. Botucatu - SP, 2010.

Preparo do extrato metandlico

O extrato metandlico foi preparado no laboratério do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista,
Campus Botucatu — SP sob supervisao do Prof°. Dr. Ary Fernandes Junior.

As folhas secas foram trituradas em moinho de facas e o extrato
metandlico foi obtido por maceragio em Metanol-Agua (70:30).

Para obtencdo do extrato, 858,109 de material moido foram colocados
em metanol (70%) por 48 horas, a temperatura ambiente, e em seguida filtrado a vacuo. O
residuo da planta foi re-extraido, por adigdo de mentanol (70%) e filtrados novemente por 24
horas. A filtracdo foi repetida trés vezes para garantir o esgotamento das substancias extraidas
pelo metanol e, em seguida, os filtrados foram misturados e o total concentrado em um
rotaevaporador a 45 °C sob pressdo reduzida para a eliminacdo do metanol, resultando em
extratos que foram mantidos em frascos esterilizados, sob refrigeracdo até o uso. Apds a
evaporacgéo do solvente, no rotaevaporador, obteve-se 193,80 g de extrato.

A massa seca do extrato em mg mL™ obtida com a evaporagdo do
solvente (BETONI et al. 2006), foi de 68 mg mL™, que foi utilizada para determinar as
concentragdes do extrato adicionado na solucdo nutritiva para o cultivo da M. piperita,

consitituindo os tratamentos aos quais a espécies foi submetida.
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Mentha piperita L.

Preparo das estacas de Mentha piperita L.

As estacas de Mentha piperita L. foram obtidas de plantas matrizes
cultivadas em canteiros no Departamento de Boténica a partir de mudas provenientes do
canteiro de plantas medicinais e aromaticas do CPQBA, Centro Pluridisciplinar de Pesquisas

Quimicas Bioldgicas e Agricolas, Unicamp — Campinas/ SP.

BUFALQ, J. 2010
BUFALOQ, J. 2010

Figura 3. Plantas de M. piperita cultivadas em canteiros no Departamento de Boténica, do
Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu SP. Botucatu - SP, 2010.

Ramos aéreos das plantas foram selecionados e a partir deles, estacas
com 10 cm de comprimento e com 0s quatros primeiros pares de folhas mantidos foram
confeccionadas, desinfectadas posteriormente por imersdo répida em solucéo de hipoclorito a
2% e em seguida lavadas em agua corrente e colocados em bandejas de poliestireno expandido
contendo substrato comercial Rendmax®. Essas estacas foram mantidas em camara de

nebulizacdo intermitente até o enraizamento.
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Figura 4. Estacas de M. piperita para enraizamento em badejas de poliestireno expandido.
Botucatu - SP, 2010.

Cultivo de Mentha piperita em solugdo nutritiva na auséncia ou presenca de

extrato metandlico de folhas de Leonurus sibiricus.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento
de Botanica do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Campus Botucatu —
SP. As coordenadas geograficas desta localidade sdo 48° 24' 35" de longitude oeste e 22°
49'10" de latitude sul. A altitude média é de 800 m, referente ao nivel do mar.

Apo6s 15 dias, as estacas enraizadas foram transferidas para vasos
plasticos pintados externamente com tinta prateada com solugdo nutritiva n® 2 completa de
Hoagland e Arnon (1950). Depois de cinco dias a solucdo nutritiva foi trocada e junto a nova
solucdo adicionou-se ou ndo o extrato metandlico de L. sibiricus de acordo com os tratamentos
a seguir:

Tratamento 1: solugdo nutritiva completa sem adigdo do extrato
metandlico de L. sibiricus (testemunha).

Tratamento 2: solucéo nutritiva completa com 25 mg L™ do extrato
metandlico de L. sibiricus.

Tratamento 3: solucéo nutritiva completa com 50 mg L™ do extrato

metandlico de L. sibiricus.
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Tratamento 4: solucéo nutritiva completa com 100 mg L™ do extrato
metandlico de L. sibiricus.

O pH e a condutividade elétrica da solucdo nutritiva foram avaliados
durante todo o experimento. Durante o preparo da solucdo nutritiva com o extrato metandlico,
a avaliagdo do pH demonstrou que o extrato reduzia seu valor, que foi corrigido com adicdo de
NaOH 1,0 M, segundo recomendagOes de Huterwall (1986) e mantido entre 5,5 e 6,0. A
condutividade elétrica da solucdo, conforme as recomendagdes de Carmello (1992), foi
mantida entre 1,5 e 2,5 mS cm™.

A solucéo nutritiva, continuamente arejada, foi renovada a cada duas
semanas. Sempre que necessario, o volume de solugdo dos vasos foi completado com agua
deionizada.

Aos 32 dias apoés transplante (DAT), as plantas foram transferidas de
vasos plasticos com capacidade de 1,5L para vasos com 6L para acomodar todo o sistema

radicular presente.
Tratos fitossanitarios
Medidas fitossanitarias foram realizadas durante todo o experimento

para o controle de doencas e pragas. O controle de pulgéo foi realizado com pulverizagdo de
4gua de fumo na concentracdo de 100 mg L™



25
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Figura 5. Cultivo de Mentha piperita L. em solucdo nutritiva com presenca e auséncia de
extrato metanolico de L. sibiricus. Plantas aos 15 dias ap0s transplante DAT (A);
aos 30 DAT (B); aos 53 DAT (C) e 91 DAT (D). Botucatu - SP, 2010.

Determinacdes fisioldgicas das plantas de M. piperita cultivada em solucao

nutritiva na presenga e auséncia de extrato de L. sibiricus nas varias colheitas.

Seguindo metodologia utilizada por Boaro (2001), nas colheitas,
realizadas aos 25, 45, 65, 85 e 105 DAT, a planta de cada repeti¢do, dos varios tratamentos,
apos a determinacdo de seu comprimento foi separada em raizes, caules, peciolos e Iaminas
foliares. Todos os 6rgaos, inclusive as ldminas foliares, apds a determinacdo da area foliar em
dm? com auxilio de integralizador de &rea foliar, modelo LI 3100 da LI-COR, foram
acondicionados em sacos de papel etiquetados e colocados para secar em estufa com
circulacdo forcada de ar, a uma temperatura entre 60 e 70°C, até obtencdo de massa constante.
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ApoOs a secagem completa, o material foi pesado em balanca analitica Ohaus tipo Analytical
Standard com sensibilidade de até 0,1 mg, para determinacdo de sua massa seca, que junto
com a éarea foliar, foram as variaveis ajustadas e utilizadas para o calculo dos indices
fisiolégicos que compdem a analise de crescimento quantitativa (BENINCASA, 2003) e
aqueles que refletem a translocacdo de matéria organica.

As seguintes variaveis foram avaliadas:

Comprimento de parte aérea
Definido como a distancia, em cm, do colo da planta até o ponto mais
alto.

Area foliar
Definida como a somatoria das areas de todas as laminas foliares da
planta.

Massa seca
A massa seca de cada 6rgao, ou seja, de raizes, caules e peciolos e
laminas foliares, foi definida como seu peso, expresso em gramas. A massa seca total

correspondeu a soma das massas de todos os 6rgdos existentes, em cada colheita.

Razao de area foliar (RAF)
Esta razdo que expressa a area foliar util para fotossintese
(BENINCASA, 2003) foi obtida a partir de valores instantaneos de area foliar (AF),
responsavel pela interceptacdo de energia luminosa, e massa seca total (MST), resultado da
fotossintese, segundo a equacao:

RAF (dm’g™) = AF/ MST
Razéo de massa foliar (RMF)

indice que expressa a fracdo de matéria seca ndo exportada das folhas

para o resto da planta. A maior ou menor exportacdo de material da folha pode ser uma
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caracteristica genética a qual estd sob a influéncia de variaveis ambientais (BENINCASA,
2003). Esta variavel foi calculada pela relacdo entre massa seca da folha (MSF) e a massa seca
total (MST) da planta.

RMF= MSF/ MST

Area foliar especifica (AFE)
Reflete o inverso da espessura da folha (BENINCASA, 2003) e foi
obtida pela razdo entre a area foliar (AF) e a massa seca de folhas (MSF):

AFE (dm?g™) = AF / MSF

Taxa assimilatoria liquida (TAL)
A taxa assimilatdria liquida que expressa a taxa de fotossintese liquida,
em termos de massa seca produzida, em gramas, por decimetro quadrado de area foliar, por
unidade de tempo (BENINCASA, 2003), foi obtida pela seguinte equacéo:

2
(b + 2ct).a.e ™+
al.e(bl+clt2)

TAL (g/dm ? x dia) =

Taxa de crescimento relativo (TCR)

A taxa de crescimento relativo de uma planta ou de qualquer 6rgéo da
planta é funcdo de tamanho inicial, isto é, 0 aumento em gramas, no caso de massa seca, esta
relacionado ao peso de massa seca no instante em que se inicia o periodo de observacao
(BENINCASA, 2003). Essa taxa foi calculada pela equacéo:

) a.e(bt+ct2)
TCR (g/g x dia) =d In —a
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Distribuicdo de massa seca
A distribuicdo de massa seca nos diferentes O0rgdos ou regides de
interesse foi calculada em porcentagem de massa seca de cada 6rgao em relacdo a massa seca
total, nas diferentes colheitas. Essa variavel permite inferir a translocacdo organica
(BENINCASA, 2003).

Trocas gasosas

As avaliagbes de trocas gasosas foram realizadas utilizando-se
equipamento com sistema aberto de fotossintese com analisador de CO; e vapor d’agua por
radiacéo infra-vermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”, modelo LI-6400, LI-COR).

Tais medidas foram estimadas a partir da diferenca entre a
concentracdo de CO, e vapor d’agua do ar da referéncia (valor presente na camara sem a
folha) e da amostra (valor com a folha presente na cdmara), obtendo-se as concentragdes de
vapor d’adgua e CO, que foram liberados (transpiracdo — vapor d’&gua) e assimilados
(assimilacdo de COy) pelos estdomatos das folhas.

As medidas foram realizadas no periodo das 10:00 as 11:00 horas em
dia ensolarado aos 40, 59 e 98 DAT, selecionando-se uma planta de cada repeticdo, de cada
tratamento, nas quais foram escolhidas e padronizadas as 22 ou 32 folhas com limbo totalmente
expandido.

Aos 103 DAT, realizou-se no periodo das 8:00 as 16:00 horas, de hora
em hora, com dia ensolarado avaliacbes das trocas gasosas, para a determinagdo do
comportamento das plantas durante o curso do dia.

As caracteristicas de trocas gasosas analisadas foram: taxa de
assimilacéo de CO; (A, umol CO, m?s™), taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d’agua ms™),
condutancia estomética (gs, mol m?s™) e concentragdo interna de CO- na folha (Ci, pmolCO,
mol™ar). A eficiéncia do uso da 4gua (EUA, pmol CO, (mmol H,0)™) foi determinada por
meio da relacdo entre assimilacdo de CO;, e taxa de transpiragdo (A/E), descrita por Berry e
Downton (1983).
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Extracéo e caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais

O material vegetal foi coletado e submetido a secagem no
Departamento de Boténica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu — SP. A extracéo e
a analise da composicdo quimica do 6leo essencial desse material vegetal forom conduzidas
no Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos
Genéticos Vegetais do Instituto Agrondémico de Campinas, Campinas — SP, sob supervisao da
Prof2 Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques.

A parte aérea das plantas de M. piperita foi coletada aos 77, 94, 108 e
120 DAT, acondicionada em sacos de papel devidamente identificados e colocada para
secagem em estufa de circulagédo forgada de ar, em temperatura controlada a 40°C, realizando-
se pesagens diarias, até que se obtivesse massa seca constante. O Oleo essencial foi extraido
por hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger (CRAVEIRO et al. 1981) por duas horas, e,
posteriormente, armazenado em frascos de vidro transparente devidamente identificados e
mantidos em freezer a 4°C até a analise da sua composicao quimica. Esta andlise foi conduzida
em cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massas (Shimadzu, QP-5000), operando a
70 eV, dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio
como gas de arraste (1,7 mL/min), injetor a 240°C, detector a 230°C e 0 seguinte programa de
temperatura: 60°C - 170°C, 3°C/min; 60°C - 135°C, 5°C/min; 135°C - 240°C, 8°C/min; 170°C -
240°C, 8°C/min e split 1/20.

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por meio da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do sistema
CG-EM (Nist 62. lib), literatura (MCLAFFERTY; STAUFFER, 1989) e indice de retencédo
(ADAMS, 1995). Os indices de retengdo de Kovat’s (IR) das substancias foram obtidos com
uma mistura padrdo de n-alcanos (CoHzo - CasHs, Sigma Aldrich, 99%), aplicando-se a
equacéo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

A composi¢do quimica do 6leo essencial foi apresentada em forma de

tabela, com a porcentagem relativa das substancias obtida por normalizacéo de &rea.
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Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 4x5, para avaliagdo do desenvolvimento de M. piperita e 4x4,
para avaliacdo de seu dleo essencial. Para as trocas gasosas o esquema fatorial foi 4x3. Foram
avaliados quatro tratamentos, nos quais foram cultivadas as plantas de M. piperita,
caracterizados pela auséncia ou presenga de extrato metandlico de L. sibiricus na solugdo
nutritiva, em diferentes concentracoes e diferentes épocas de colheita ou avaliagfes, de modo a
cobrir parte do ciclo do vegetal ou momentos de maior producgéo de 6leo.

Andlise estatistica

O comprimento de parte &rea, a area foliar e a massa seca dos diversos
orgdos e total das plantas, foram submetidos a andlise de varidncia com transformacfes
logaritmicas e as médias comparadas pelo teste Tukey, segundo especificacbes de Zar (1999),
utilizando-se o nivel de 5% de significAncia. Avaliou-se o fator colheita, ou seja, idade das
plantas por meio de analise de regressdo e 0s quatro tratamentos tiveram suas curvas ajustadas.
Utilizou-se o programa computacional SAS (The SAS System Release 8.2. SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA. 1999-2001).

A razdo de massa foliar e a distribuicdo de massa seca para 0S
diferentes 6rgdos foram avaliados segundo o fator colheita por meio de analise de regressao e
0S quatro tratamentos tiveram suas curvas ajustadas por exponencial quadratica, utilizando-se
o0 nivel de 5% de significancia. Utilizou-se o programa computacional SAS.

A érea foliar, massa seca de ldminas foliares e massa seca total das
plantas foram ajustadas em relagcdo ao tempo, ou seja, idade das plantas, segundo a equagéo
exponencial quadratica, que representa o crescimento da M. piperita, conforme demonstram
estudos prévios realizados com a espécie, (DAVID et al., 2007; DE FAZIO et al., 2007;
VALMORBIDA; BOARO, 2007; VALMORBIDA et al., 2007; VASQUES, 2007) para se
proceder & estimativa dos indices fisiologicos razdo de &rea foliar (RAF), area foliar especifica
(AFE), taxa assimilatoria liquida (TAL) e taxa de crescimento relativo (TCR), pelo programa

computacional ANACRES, segundo Portes e Castro Junior (1991).
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Os resultados de trocas gasosas foram avaliados estatisticamente por
meio de analise de variancia do fatorial utilizando-se o nivel de 5% de significAncia. A
comparacdo entre médias dos tratamentos, constituidos pela auséncia e presenca, em diferentes
concentragdes, do extrato metanolico de L. sibiricus, foi realizada por meio do teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (ZAR, 1999). Utilizou-se o programa computacional SAS.

As substancias majoritarias, presentes no 6leo essencial da M. piperita
foram avaliadas por analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade (ZAR, 1999), com auxilio do programa computacional SAS.

A Analise dos Componentes Principais (PCA) foi aplicada as
substéancias, limoneno, pulegona, mentona, mentofurano, mentol e acetato de mentila,
presentes no Oleo essencial de M. piperita cultivadas na auséncia e presenca do extrato
metandlico de L. sibiricus, nas diferentes concentragdes, aos 77, 94, 108 e 120 DAT. Para essa
analise foi utilizado o software XLSTAT - versdo 2010 (Addinsoft, Franga).

O dendrograma foi construido por meio de matriz de dissimilaridade
calculada pela distancia euclidiana cujo método de aglomeragdo foi UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Averages). O teste de Mantel foi realizado para calcular
0 indice cofenético. Para essa analise foi utilizado o software NTSYSpc, (Numerical

Taxonomy System) - Version 2.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdes fisiologicas

Comprimento de parte aérea

O comprimento de parte aérea aumentou durante o ciclo de
desenvolvimento, até 85 dias apos transplante (DAT), ndo sendo verificadas diferencas nas
plantas submetidas aos diferentes tratamentos (Tabela 1 e Figura 6).

As plantas cultivadas com 50 mg L™ do extrato metanélico de L.
sibiricus apresentaram discreta tendéncia de maior comprimento ao longo do ciclo e aquelas
com 100 mg L™ discreta tendéncia de menor comprimento aos 105 DAT (Figura 6). Assim,
enquanto a concentragdo de 50 mg L™ estimulou o crescimento da parte aérea, em
comprimento, a de 100 mg L™ inibiu.

S&o poucos os trabalhos que avaliam a influéncia de substancias
produzidas por outras plantas no crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais. A
maioria deles avalia a germinacdo de sementes ou desenvolvimento inicial de plantas.

Os resultados do presente estudo, concordam em parte com o0s
observados por Niakan e Saberi (2009), que verificaram que 0 extrato aquoso preparado com
5¢g de folhas em 150 mL de agua destilada de eucalipto (Eucalyptus sp) aplicado na graminea

(Phalaris minor) aumentou o comprimento das raizes e das plantulas, quando as plantas foram
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tratadas com 5, 15 e 30% da concentracdo do extrato. Deve-se destacar, que a presenca de 50
mg L™ do extrato metanélico no cultivo da M. piperita estimulou o comprimento da parte
area. No entanto, ndo foram identificados na literatura consultada estudos que avaliassem
espécies da familia Lamiaceae submetidas a extratos metandlicos de outras espécies da mesma
familia.

Por outro lado, estudos realizados com M. piperita submetida a
solugdo nutritiva completa, discordam, em parte, dos resultados encontrados no presente
trabalho. Leal (2001), Valmorbida et al. (2007) e David et al. (2007) observaram maiores
comprimentos de parte aérea quando as plantas de M. piperita foram submetidas & solucéao
nutritiva completa, em comparagdo aos demais tratamentos, enquanto no presente estudo, as
plantas cultivadas com solugdo nutritiva completa e sem extrato o metandlico de L. sibiricus
apresentaram comprimento igual ou inferior ao das plantas cultivadas com o extrato

metandlico. (Figura 6).

Tabela 1. Anélise de variancia e comparagdo entre médias de comprimento de parte aérea, em
cm, de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenca de
extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracdes, nas varias

colheitas.
Analise de variancia (teste F)
Interagéo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,11 53,54* 1,60

* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Media de
Tratamentos 1%(25) 2°(45) 3%(65) 4%(85)  5%(105) tratamentos
Omg L™ 28,75 62,50 81,25 90,50 102,50 73,10
25mg L™ 22,37 59,25 63,75 108,50 98,00 70,37
50 mg L™ 23,75 55,00 115,00 82,00 116,50 78,45
100 mg L™ 26,00 64,75 90,50 74,50 99,75 71,10
Meédiade 257 6038 8763 838 104,19

colheitas
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Figura 6. Comprimento de parte aérea de Mentha piperita L. cultivada em solucéo nutritiva
na auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em

diferentes concentragdes, em mg L™, nas varias colheitas. Valores ajustados pela
equacao exponencial quadrética.

Area foliar

De maneira geral, a éarea foliar aumentou durante o ciclo de
desenvolvimento e as plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico de L.
sibiricus destacaram-se das demais, apresentando nas Ultimas colheitas tendéncia de maiores
areas (Tabela 2 e Figura 7). Assim, a presenca do extrato, nessas concentragdes, no cultivo da
M. piperita estimulou o desenvolvimento da area foliar.

Patterson (1981) testou o efeito de dez substancias fendlicas em
concentracdes iguais a 10e 10*M, no crescimento, fotossintese, relacdes hidricas e contetido
de clorofila de soja (Glycinie max (L.) Merr.) cultivadas em solu¢do nutritiva durante trés
semanas. Observaram que das dez substéncias testadas, seis afetaram o crescimento da soja.
Os é&cidos caféico, t-cindmico, p-cumarico, feralico, gélico e vanilico na concentragdo igual a
10°M, reduziram massa seca total, &rea foliar e altura da planta. Todas as substancias, exceto
0 acido gélico reduziram o numero de folhas, enquanto a producdo de novas folhas e a
expansdo das folhas mais velhas apresentaram diminuicdo na presenca dos &cidos p-cumarico,

fertlico e vanilico.
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O presente estudo estd de acordo com os resultados de Patterson
(1981) do ponto de vista de que a aplicagdo de substancias ativas nos vegetais pode interferir
com o seu desenvolvimento, conforme observado no estudo realizado com M. piperita.

Leal (2001) e David et al. (2007) ao cultivarem M. piperita, em
solugdo nutritiva completa, observaram maior &rea foliar, em relacéo a outros tratamentos. No
presente estudo, as plantas cultivadas com solucéo nutritiva completa e auséncia de extrato
metandlico de L. sibiricus ndo apresentaram maior area.

A determinacdo da éarea foliar & importante pois as folhas sdo
responsaveis pela captacdo de energia solar e producdo de materia orgénica por meio da
fotossintese (MAGALHAES, 1986) e fatores que interferem com seu desenvolvimento podem

influenciar o processo fotossintético e o crescimento do vegetal.

Tabela 2. Anélise de variancia e comparacéo entre médias de area foliar, em dm?, de Mentha
piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracBes, nas varias

colheitas.
Analise de variancia (teste F)
Interagéo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,49 36,88* 1,17

* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(25) 2°(45) 3*(65) 4%(85)  5%(105) tratamentos
0mg L* 3,449 8,163 12,223 14,491 19,025 11,470
25 mg L* 2,634 7,100 15,339 19,284 34,655 15,803
50 mg L* 2,894 6,732 12,084 16,714 27,544 13,193
100 mg L* 3,102 10,160 17,360 12,670 21,184 12,896

Média de

colheitas 3,020 8,039 14,251 15,790 25,602
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Figura 7. Area foliar de Mentha piperita L. cultivada em solu¢do nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracBes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela equacdo
exponencial quadrética.

Massa seca de laminas foliares

A massa seca de laminas foliares das plantas cultivadas com 25 e 50
mg L™ aumentou durante o ciclo de desenvolvimento (Tabela 3 e Figura 8). As plantas
cultivadas na auséncia do extrato metanélico de L. sibiricus e com 100 mg L™ apresentaram
respectivamente, tendéncia de manter essa variavel constante a partir dos 85 DAT e de queda a
partir dessa colheita.

A massa seca de laminas foliares, assim como a area foliar, revelou
tendéncia de maiores diferengas nas plantas submetidas aos diferentes tratamentos com a idade
da M. piperita (Figuras 7 e 8). Talvez com o decorrer do tempo a presenca do extrato
metandlico de L. sibiricus no cultivo das plantas de M. piperita possa ter provocado acumulo
de substancias alelopaticas, responsaveis por este comportamento.

Nao foram identificados estudos na literatura consultada que permita a
comparagdo dos resultados obtidos no presente estudo.



37

Tabela 3. Andlise de variancia e comparagdo entre médias de massa seca de laminas foliares,
em g, de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenga
de extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, nas
varias colheitas.

Analise de variancia (teste F)

Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,92 81,35* 1,11
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(25) 2°(45) 3*(65) 4%(85)  5%(105) tratamentos
Omg L™ 1,005 3,386 6,652 7,091 8,241 5,275
25mg L™ 0,878 3,117 6,226 7,936 13,610 6,353
50 mg L* 0,612 2,797 6,595 7,208 11,670 5,776
100 mg L™ 0,661 3,231 6,933 8,080 11,357 6,052
'(\:’(')elﬁé?tgf 0789 3133 6602 7579 11,219
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Figura 8. Massa seca de laminas foliares de Mentha piperita L. em solu¢do nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracBes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela equacio
exponencial quadrética.
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Massa seca de caule mais peciolos

Embora a massa seca de caule mais peciolos tenha apresentado,
durante o ciclo de desenvolvimento, tendéncia de manter-se mais elevada nas plantas
cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico de L. sibiricus (Tabela 4 e Figura 9), as
diferencas com as plantas submetidas aos diferentes tratamentos foram menores quando esta
variavel é comparada com as demais avaliadas, o que sugere que as laminas foliares, por
exemplo, foram mais susceptiveis as substdncias presentes no extrato metandlico de L.
sibiricus, apresentando maior diferenca quando se avalia sua matéria seca no final do periodo
de estudo. Os resultados do presente estudo discordam dos trabalhos realizados com M.
piperita cultivada em solugdo nutritiva completa. Leal (2001), Valmorbida et al. (2007) e
David et al. (2007), obtiveram maior massa seca de caule e peciolos nas plantas cultivadas na

solugéo nutritiva completa.

Tabela 4. Anélise de variancia e comparagdo entre médias de massa seca de caule mais
peciolos, em g, de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentragdes, nas varias colheitas.

Analise de variancia (teste F)

Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento

0,42 128,12* 0,89
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(25)  2°(45) 3*(65) 4%(85)  5%(105) tratamentos
Omg L™ 0,457 4,314 8,366 8,554 31,084 10,555
25mg L™ 0,382 3,336 8,932 12,725 34,217 11,918
50 mg L™ 0,407 2,901 6,902 11,805 36,987 11,800
100 mg L* 0,406 3,484 8,012 11,081 27,307 10,057

Média de

: 0,413 3,509 8,053 11,041 32,399
colheitas
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Figura 9. Massa seca de caule mais peciolos de Mentha piperita L. cultivada em solugdo
nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em
diferentes concentragdes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela
equacao exponencial quadrética.

Massa seca de raizes

A massa seca de raizes aumentou durante o desenvolvimento, com
excecdo das plantas cultivadas com solucdo completa e sem o extrato metanolico de L
sibiricus, em que essa variavel se manteve praticamente constante apds os 85 DAT (Figura
10). Assim, da mesma forma como observado para a massa seca de laminas foliares e de caule
mais peciolos, as plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ de extrato metandlico também
apresentaram os maiores incrementos de massa seca de raizes. Além disso, a massa seca de
raizes e a massa seca de laminas foliares foram as variaveis mais influenciadas pela aplicacéo
do extrato metandlico, quando comparadas a massa seca de caules mais peciolos.

A aplicacdo do extrato metandlico de L. sibiricus estimulou o
desenvolvimento das raizes avaliadas pela massa seca. Os resultados do presente estudo
discordam dos observados por Shibu e Andrew (1998) que avaliaram o efeito do composto
fendlico juglona (5-hidroxi-1, 4-napthoquinona), produzido pela nogueira preta (Juglans nigra
L.), no crescimento e fisiologia de plantulas de milho (Zea mays L.) e soja (Glycine max L.
Merr.) cultivadas em solugdo hidroponica. As concentracdes iguais 10°, 10°, e 10*M foram

testadas. A substancia juglona inibiu o crescimento de raizes e parte aérea. No entanto, o
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crescimento da raiz, nas duas espécies, foi mais inibido, e redugdes iguais a 86,5 e 99% foram
observadas em milho e soja quando a juglona foi utilizada na concentracdo de 10™*M. Esses
resultados discordantes se justificam pela utilizacdo de espécies diferentes, substancias
alelopaticas diferentes e distintos pesos moleculares, aléem da utilizacdo dessas substancias em
concentragdes variaveis entre os estudos.

Outros estudos como os de Funk et al. (1979) e Rietveld (1983)
também avaliaram a sensibilidade de diferentes espécies a substancia juglona, em cultivos
hidropdnicos.

Funk et al. (1979) estudaram plantulas de Larix leptolepis, Picea abies,
Pinus strobus e P. sylvestris cultivadas em solugdo nutritiva, com concentracfes de juglona
variando de 102 a 10™°M. Os autores observaram que concentracdes de 102 e 10°M de
juglona foram letais para as espécies enquanto as concentragdes que variaram entre 10 e 10°
"M inibiram o crescimento causando injdrias. No entanto, as solucBes contendo as menores
concentragdes de juglona promoveram o crescimento das plantulas de todas as espécies
estudadas e as concentragdes que variaram entre 10® e 10"°M de juglona aumentaram a massa
seca total das plantas.

Rietveld (1983) referiu que todas as 11 espécies testadas apresentaram
diminuicéo de altura e acimulo de massa seca quando concentracdes de 10 e 10°M foram
utilizadas. No entanto, plantas submetidas a menores concentra¢cbes ndo diferiram das
submetidas ao tratamento controle.

Embora a juglona, substancia fendlica avaliada nos estudos acima
referidos ndo tenha sido testada no presente estudo, os resultados foram apresentados para
indicar a influéncia de uma substancia alelopatica no desenvolvimento de espécies vegetais.
De modo similar, os flavondides presentes no extrato metandlico de L. sibiricus, identificados
no estudo de Almeida et al. (2008), podem ter interferido com o desenvolvimento da espécie
M. piperita.
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Tabela 5. Anélise de variancia e comparagdo entre médias de massa seca de raizes, em g, de
Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentraces, nas varias

colheitas.
Analise de variancia (teste F)
Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,91 89,45* 1,32

* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias ap6s transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(25) 2°(45) 3*(65) 4%(85)  5%(105) tratamentos
Omg L™ 0,655 5,414 6,570 8,098 18,129 7,773
25mg L™ 0,476 4,238 5,338 11,058 36,911 11,604
50 mg L* 0,460 4,492 7,401 10,725 33,130 11,242
100 mg L™ 0,582 3,696 9,227 10,795 26,597 10,179
'(\:’(')‘fﬁé?tg: 0543 4460 7,134 10,169 28,692
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Figura 10. Massa seca de raizes de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, nas varias colheitas. Valores ajustados pela equacéo
exponencial quadrética.
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Massa seca total

A massa seca total tendeu a aumentar nas plantas submetidas aos
diferentes tratamentos, com destaque para aquelas cultivadas com 25 e 50 mg L™, que
apresentaram de maneira geral melhor resposta de massa seca de laminas foliares, de raizes e
de caule mais peciolos (Tabela 6 e Figura 11).

A utilizagdo do extrato metandlico de L. sibiricus na M. piperita
estimulou de modo geral, seu desenvolvimento, concordando com estudos identificados na
literatura como os de Funk et al. (1979) e Rietveld (1983), que utilizaram substancias
alelopaticas no cultivo de varias espécies e demonstraram na maioria dos casos alteracao
positiva de variaveis que refletem o metabolismo primario das plantas, quando essas
substancias foram empregadas em baixas concentraces da ordem de 10® a 10"°M.

Almeida et al. (2008) estudaram o efeito de extrato metandlico e
aquoso em concentracdes iguais a 50, 100, 200, 400 e 800 mg L™ e flavonéides isolados nas
concentragBes variando entre 10* e 10'M de folhas de L. sibirucus na germinacdo das
espécies Lactuca sativa (Asteraceae), Raphanus sativus e Lepidium sativum (Brassicaceae).
Tanto o extrato metan6lico como 0 aquoso causaram reducdo na porcentagem de germinagao
da espécie Lactuca sativa. As fragdes contendo flavonoides inibiram os estagios iniciais de
crescimento de raizes de todas as sementes testadas. Os autores observaram ainda que o
extrato metandlico, em concentragdes baixas, estimulou a germinagdo de Raphanus sativus e
Lepidium sativum. Além disso, os autores ao apresentarem o perfil cromatografico dos
extratos com a presenca de quatro flavondides majoritarios, quercetina-3-O-p-D-
galactopiranosil (1-6)-O-a-L-rhamnopiranosideo, quercetina-3-O-p-D-glucopiranosil (1-6)-O-
a-L-rhamnopiranosideo (Rutina), quercetina-3-O-B-D- galactopiranosideo (Hiperina) e
quercetina-3-O-p-D-glucopiranosideo (Isoquercetrina), concluiram que esses flavonoides, nos
dois extratos sugerem atividade bioldgica semelhante apesar do extrato metandlico ter
revelado maior atividade. O extrato metandlico da mesma espécie, L. sibiricus, em diferentes
concentragdes, foi utilizado no presente estudo para avaliar a sua influéncia no
desenvolvimento da M. piperita, apresentando resultados em parte concordantes, quando se

considera a acéo positiva do extrato, em especial nas dosagens iguais a 25 e 50 mg L™.
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Alguns autores referem que baixas concentragcfes de compostos
alelopaticos podem promover crescimento (MACIAS et al. 1997; WORSHAM, 1997;
PARVEZ et al. 2004), o que pode ser devido ao melhor reaproveitamento de substancias vitais
para a célula como enzimas, co-enzimas, transportadores de elétrons e proteinas e elevadas
concentragdes de flavondides, por exemplo, podem, por outro lado, atuar como agente
hiperpolarizador de membrana, alterando a atuacdo das bombas ATPases, tornando os
flavonoides toxicos para as células, reduzindo o crescimento (ALMEIDA et al. 2008).

Tabela 6. Andlise de variancia e comparacdo entre médias de massa seca total, em g, de
Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracBes, nas varias

colheitas.
Analise de variancia (teste F)
Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,33 151,58* 1,01

* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(25) 2°(45) 3%(65) 4%(85)  5%(105) tratamentos
0mg L* 2,117 13,115 20,279 22,396 57,454 23,072
25mg L™ 1,536 10,691 20,496 31,719 84,737 29,836
50 mg L™ 1,479 10,190 19,520 29,738 81,787 28,543
100 mg L* 1,649 10,411 24,173 29,955 63,167 25,871

Média de

) 1,695 11,102 21,117 28,452 71,786
colheitas
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Figura 11. Massa seca total de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela equacdo
exponencial quadrética.

Razao de area foliar (RAF)

A RAF expressa a area foliar Gtil para a fotossintese, sendo a razéo
entre a area responsavel pela interceptacdo de energia luminosa e CO; e a massa seca total,
que é resultado da fotossintese (BENINCASA, 2003).

A RAF tendeu ao decréscimo durante o desenvolvimento das plantas
em todos os tratamentos, mais acentuado até 45 DAT (Figura 12). Esse comportamento da
variavel coincide com os resultados encontrados na literatura, que referem RAF elevada no
inicio do ciclo vegetativo, periodo em que ocorre desenvolvimento de folhas para maior
captacdo de luz, decrescendo com a maturacdo, devido a interferéncia de folhas superiores
sobre as inferiores, caracterizando o auto-sombreamento (PEREIRA; MACHADO, 1987,
AGUIAR NETTO, 1997; BENINCASA, 2003). Além disso, as plantas cultivadas com 100 mg
L™?, que apresentaram decréscimo mais rapido da curva, cresceram mais que as outras no
mesmo tempo, o que pode ser identificado pelo sombreamento que determinou tal decréscimo.
As plantas cultivadas com 50 mg L™ do extrato metanélico também apresentaram decréscimo

na curva, porém menos acentuado.



45

Nao foram identificados na literatura consultada estudos que avaliam a
razdo de area foliar de espécies da familia Lamiaceae submetidas a extratos metandlicos de L.
sibiricus. No entanto, os resultados do presente estudo estdo de acordo com os encontrados por
Leal (2001), Valmorbida (2003) e David et al. (2007) que cultivaram a M. piperita em solucéo
nutritiva completa e observaram RAF elevada no inicio do ciclo vegetativo, que decresceu

com o decorrer do tempo, devido a interferéncia de folhas superiores sobre as inferiores.
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Figura 12. Razdo de area foliar de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, nas varias colheitas. Valores ajustados pela equacéo
exponencial quadrética.

Razdo de massa foliar (RMF)

De maneira geral, todos os tratamentos apresentaram reducdo da razéo
da massa foliar durante o ciclo de desenvolvimento da cultura (Figura 13), comportamento
esperado, uma vez que a medida que as plantas se desenvolvem menor é a fracdo de
fotoassimilados retida nas folhas, que sdo direcionados para 0s demais 6rgaos para garantir seu
crescimento (RADFORD, 1967; BENINCASA, 2003).

Os resultados do presente estudo concordam com os de Lugg e Sinclair
(1980) que observaram que a razdo de massa foliar decresce nas fases de aumento da area

foliar. Assim, conforme houve aumento na area foliar durante o desenvolvimento das plantas
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de M. piperita submetidas aos diferentes tratamentos (Figura 7), a razdo de massa foliar
diminuiu (Figura 13). No entanto, as plantas cultivadas com 100 mg L™ do extrato metanélico
de L. sibiricus apresentaram aumento mais lento da area foliar e diminuicdo mais lenta da
razdo da massa foliar, indicando maior retencdo de matéria orgéanica nas folhas, e portanto,
menor translocacdo dessa matéria do centro de producdo para os outros 6rgdos do vegetal. Ja
as plantas cultivadas com 50 mg L™ do extrato metandlico apresentaram a razdo de massa
foliar pouco menos elevada no inicio da avaliacdo e decréscimo da curva, demonstrando
adequada translocacdo. As plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato metandlico
apresentaram queda menos acentuada da razdo de massa de folha do que as cultivadas com 50

mg L™ do extrato.
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Figura 13. Razéo de massa foliar de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, nas varias colheitas. Valores ajustados pela equagéo
exponencial quadrética.

Area foliar especifica (AFE)

De maneira geral, a AFE diminuiu aos 45 DAT, para todos 0s
tratamentos, mantendo-se mais constante apos esse periodo (Figura 14). Segundo Pereira e
Machado (1987), em algumas culturas os valores da AFE podem permanecer constantes ou

variam pouco durante o periodo de crescimento vegetativo. Deve ser registrado que as plantas
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cultivadas com solugdo nutritiva completa e auséncia de extrato metandlico € que
apresentaram essa condi¢do constante mais evidente, enquanto o0s demais tratamentos
interferiram mais com a area foliar especifica.

As plantas cultivadas com 100 mg L* do extrato metandlico de L.
sibiricus apresentaram maior variacdo da area foliar especifica, demonstrando no final do
periodo, a partir dos 65 DAT, menores valores, indicativos de folhas mais espessas,
provavelmente resultado da menor translocacdo de matéria organica da folha para o resto da
planta, conforme revela a razdo de massa foliar (Figura 13) e a distribuicdo de massa seca para
folhas (Figura 17), maior no periodo.

J4 as plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metan6lico
apresentaram valores iniciais elevados da &rea foliar especifica e variagdo mais constante a
seguir, o que pode indicar melhor translocagdo, conforme revela a razdo de massa foliar
(Figura 13).

Esses resultados indicam que concentragdes do extrato metandlico
acima de 25 e abaixo de 100 mg L™ podem estimular crescimento.

Os resultados do presente estudo discordam dos encontrados por Leal
(2001), Valmorbida (2003) e David et al. (2007) que cultivaram M. piperita em solucdo
nutritiva completa e observaram aumento da AFE, durante um periodo, que diminuiu a seguir.

No entanto, os resultados do presente estudo estdo de acordo com
Benincasa (2003) e Ferreira (1996) que referem que no inicio do desenvolvimento os valores
da AFE sdo maiores, devido a folhas pouco espessas, com pouca massa seca e area foliar.
Com o desenvolvimento da cultura aumenta a area foliar e a massa seca das folhas, tendendo a
queda dos valores dessa variavel. E evidente que & medida que ha o desenvolvimento da area
foliar, ocorre também actimulo de massa seca nessa folha e como a AFE relaciona a superficie
com a massa seca da folha, a tendéncia é a queda desse indice, logo apos a primeira colheita,
para estabilizar-se nas colheitas seguintes (RODRIGUES, 1990).
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Figura 14. Area foliar especifica de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, nas varias colheitas. Valores ajustados pela equacéo
exponencial quadrética.

Taxa assimilatoria liquida (TAL)

A TAL representa o balango entre o material produzido pela
fotossintese e o perdido pela respiragdo, expressando a eficiéncia das folhas na producgéo de
massa seca, ou seja, € a estimativa da fotossintese liquida (BENINCASA, 2003). Esse indice
aumentou de maneira discreta até os 65 DAT nas plantas submetidas a todos os tratamentos,
decrescendo a seguir. No entanto, esta reducéo foi menos acentuada, o que pode refletir menor
eficiéncia fotossintética, nas plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico de
L. sibiricus, embora nessas plantas a TAL tenha atingido maiores valores antes de apresentar
decréscimo, 0 que pode estar relacionado com a tendéncia de aumento da area foliar nessas
plantas. As plantas cultivadas com 100 mg L™ do extrato metandlico apresentaram melhor
eficiéncia fotossintética no periodo, revelado pelo decréscimo mais rapido da curva, o que leva
a conclusdo de que o uso do extrato metandlico interferiu com a fotossintese liquida dessas
plantas (Figura 15).

Os resultados do presente estudo concordam, em parte, com o0s
registrados por Watson (1952), Milthorpe e Moorby (1974) e Xavier (1976), que também
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observaram que a TAL diminui com a idade das plantas, sendo a diminuigédo resultado do
sombreamento da folhas inferiores.

Segundo Watson (1952), a TAL expressa o0 balango entre a
fotossintese e a respiracdo, sendo, portanto, mais influenciada pelas condic¢@es climaticas, do
que pelo potencial genético do vegetal. O autor ainda refere que, area foliar especifica e taxa
assimilatéria liquida sdo inversamente proporcionais, pois a medida que a area foliar
especifica aumenta, ocorre reducdo na taxa assimilatoria liquida, devido ao efeito do
autosombreamento. Esses resultados sdo concordantes, em parte, com o presente estudo, uma
vez que, as plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico apresentaram maiores

areas foliares (Figura 7) e menores taxas assimilatorias liquidas (Figura 15) aos 85 e 105 DAT.
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Figura 15. Taxa assimilatoria liquida de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracBes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela equacio
exponencial quadrética.

Taxa de crescimento relativo (TCR)

A TCR, que expressa crescimento em relacdo ao material vegetal pré-
existente (RADFORD, 1967) diminuiu em todos os tratamentos ao longo do ciclo de
desenvolvimento da cultura (Figura 16). Benincasa (2003) afirma que nem sempre Sao
verificadas diferencas evidentes entre tratamentos pela analise de crescimento. No presente
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estudo, as plantas cultivadas com 100 mg L™ do extrato metandlico de L. sibiricus
apresentaram curva com maior declinio indicando crescimento mais rapido, ou seja, as plantas
apresentaram taxas elevadas no inicio e mais baixas no final. Assim, a presenga dessa
concentracdo do extrato metandlico levou a um crescimento mais rapido, em relacdo ao
material vegetal pré-existente, ou seja, de acordo com Aguiar Netto et al. (2000) maior
capacidade da planta em produzir material novo.

No presente estudo foram observados maiores valores da TCR no
inicio do desenvolvimento, nas plantas cultivadas na presenca do extrato metanolico,
indicando maior acumulo de material organico seguido por diminuicdo ao longo do tempo,
que pode ser explicado, segundo Urchei et al. (2000), pelo incremento da area foliar ao longo
do ciclo e consequentemente sombreamento, que aumenta com a idade da planta, além da
maior atividade respiratoria do material vegetal formado.

Beadle (1987) referiu que a TCR é um indice que permite a avaliagdo
da producdo de massa seca de um vegetal, servindo para comparar 0 desempenho de espécies
vegetais ou o efeito de tratamentos a que sao submetidas.

Portanto, embora as plantas cultivadas com 100 mg L™ do extrato
metandlico, tenham apresentado melhor desempenho em relacdo a taxa assimilatoria liquida e
taxa de crescimento relativo, revelaram folhas mais espessas e menor translocagdo da matéria
orgénica do centro de producdo para o resto da planta. Além disso, essas plantas néo
apresentaram melhores comprimentos de parte aérea, incrementos de area foliar e de massa
seca dos diversos 6rgdos. Ja as cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metandlico cresceram
menos, em relacdo ao material vegetal pré-existente, apresentando, no entanto, melhor
desempenho na translocacdo e consequente crescimento em comprimento de parte aérea,

massa seca e area foliar.
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Figura 16. Taxa de crescimento relativo de Mentha piperita L. cultivada em solucgdo nutritiva
na auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em
diferentes concentragdes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela
equacao exponencial quadrética.

Distribuicdo de massa seca para os diferentes orgaos

As plantas de M. piperita apresentaram durante o ciclo, diminuicéo de
distribuicdo de massa seca para as laminas foliares (Figura 17), excecdo feita as plantas
cultivadas com 100 mg L™ do extrato metanélico, que apresentaram reducdo mais lenta,
revelando inclusive aumento dessa distribuicdo de material organico para as folhas entre 45 e
85 DAT, indicando maior investimento dessas plantas em fotoassimilados para o
desenvolvimento de laminas foliares, com discreta tendéncia de maior area foliar (Figura 7) e
maior massa seca de lamina foliar nesse periodo (Figura 8). A razdo de massa seca foliar
nessas plantas revela menor translocagdo de matéria organica das folhas para os outros 6rgéos
do vegetal nesse periodo. As plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato metandlico
apresentaram reducdo da distribuicdo de massa seca foliar mais lenta, enquanto as cultivadas
com 50 mg L™ revelaram reducdo mais rapida da distribuicdo de massa seca para laminas

foliares e melhor distribuicdo de massa seca para outros 6rgéos.
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Figura 17. Distribuicdo de massa seca para laminas foliares de Mentha piperita L. cultivada
em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus

sibiricus L., em diferentes concentragdes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores
ajustados pela equacdo exponencial quadrética.

As plantas submetidas aos tratamentos com 50 e 100 mg L™ do extrato
metandlico de L. sibiricus apresentaram aumento da distribuicdo de massa seca para caule
mais peciolos. Ja as cultivadas em solucdo nutritiva completa e auséncia do extrato metanolico
de L. sibiricus apresentaram reducdo da distribuicdo de matéria seca para caule mais peciolos
aos 65 DAT, que voltou a aumentar nas colheitas seguintes. As plantas cultivadas com 25 mg
L™ apresentaram aumento de distribuicdo de massa seca para caule mais peciolos até os 85
DAT, diminuindo a seguir, indicando menor crescimento desse 6rgdo no final do periodo de
avaliacdo (Figura 18).

Os resultados observados para as plantas cultivadas na auséncia do
extrato metandlico sdo concordantes com 0s observados por David (2007), que cultivou M.
piperita em solucdo nutritiva completa e verificou que as plantas apresentaram reducgédo da
distribuicdo de matéria seca para caule mais peciolos, durante uma colheita, aumentando nas

colheitas seguintes.
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Figura 18. Distribuicdo de massa seca para caule mais peciolos de Mentha piperita L.
cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenga de extrato metandlico de
Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracdes, em mg L™*, nas varias
colheitas. Valores ajustados pela equacdo exponencial quadratica.

A distribuicdo de massa seca para as raizes revela que as plantas de M.
piperita cultivadas na auséncia do extrato metanélico de L. sibiricus e com 50 mg L™ do
extrato metandlico apresentaram aumento até os 65 DAT, diminuindo a seguir. As plantas
cultivadas com 25 mg L™ do extrato metanélico apresentaram declinio dessa distribuicdo de
massa até os 45 DAT, aumentando até o final do periodo de observacdo. Ja as plantas
cultivadas com 100 mg L™ do extrato metanélico mantiveram mais constante a distribuicdo de
massa seca para as raizes (Figura 19).

Os resultados do presente estudo, concordam em parte com oS
observados por David et al. (2007), que ao avaliarem Mentha piperita cultivada com solugéo
nutritiva completa, verificaram acentuada tendéncia de aumento da distribuicdo da massa seca

para as raizes, durante parte do tempo de avaliag&o.
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Figura 19. Distribuicdo de massa seca para raizes de Mentha piperita L. cultivada em solugdo
nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em
diferentes concentragdes, em mg L™, nas vérias colheitas. Valores ajustados pela
equacao exponencial quadrética.

Trocas gasosas

Dados ambientais

A temperatura do ar, o nivel de CO, e a umidade relativa do ar
referentes as avaliacfes das trocas gasosas realizadas aos 40, 59 e 98 DAT sdo apresentados na
Tabela 7. As figuras 20 e 21 representam a variagdo da temperatura e da umidade relativa do
ar entre as 8:00 e 16:00 horas, periodo em que foi realizada as trocas gasosas ao longo do dia,
aos 103 DAT.

As trocas gasosas dependem das condigOes internas e externas da
planta, que dependem do clima. Sempre que um fator se apresenta em nivel minimo pode se

tornar limitante para a absor¢ao do CO-, por certo tempo (LARCHER, 2006).
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Tabela 7. Temperatura, nivel de CO, e umidade ralativa do ar durante avaliacGes das trocas
gasosas, de Mentha piperita L. cultivada em solu¢do nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentragdes, realizadas aos 40, 59 e 98 dias ap0s transplante.

Avaliaces (dias apdés transplante)

40 59 98
Temperatura do ar (°C) 30,00 32,04 23,31
CO; 389,00 389,44 390,51
Umidade relativa do ar (UR%) 31,99 31,68 41,43
35 +
30 A
Q 25 A
@ o
g 204
g
% 15
qé‘) 10 -
o
5 -
0 T
8 9 10 11 12 13 14 15 16
Horas

Figura 20. Temperatura do ar (°C) durante avaliagdo de trocas gasosas de Mentha piperita L.
cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de
Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, no periodo das 8:00 as 16:00
horas, aos 103 DAT.
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Figura 21. Umidade relativa do ar (UR %) durante avaliacdo de trocas gasosas de Mentha
piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentra¢@es, no periodo das
8:00 as 16:00 horas, aos 103 DAT.

Avaliacéo das trocas gasosas ao longo do dia, aos 103 dias ap6s transplante

A anélise do comportamento diério da taxa de assimilacdo de CO,
(Figura 22 A) demonstrou que as plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico
de L. sibiricus assimilaram mais CO, durante todo o dia, apresentando picos as 9:00 e 14:00
horas.

As plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico e as
cultivadas na auséncia do extrato revelaram maior abertura estomatica, as 9:00 horas, que
decresceu com o aumento da temperatura (Figura 20) e diminuicdo da umidade relativa
(Figura 21), exceto as 14:00 horas, em que a condutdncia estomatica apresentou discreto
aumento (Figura 22 B). O fechamento estomatico, nas horas de temperaturas mais elevadas, é
uma estratégia adotada para diminuir a perda de agua, pois apesar dos estbmatos reagirem a
varias influéncias, o0 movimento estomatico obedece principalmente ao controle dos circuitos
do CO; e da H,0O. Quando a pressao parcial de CO; nos espagos intercelulares diminui devido

ao consumo de CO;, pelo processo de fotossintese, os estdmatos abrem (LARCHER, 2006).
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As plantas cultivadas com 100 mg L do extrato metandlico
apresentaram entre 9:00 e 13:00 horas maiores taxas de transpiragdo, com maior perda de
agua, devido a maior abertura estomatica, nesse periodo (Figura 22 C).

Maior eficiéncia do uso da agua foi verificada até 9:00 horas, de
maneira geral, com destaque paras a plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato, que
apresentaram maior economia de &gua (Figura 22 D).

A concentracdo interna de CO; na folha (Figura 22 E) foi semelhante
para todas as plantas cultivadas com e sem o extrato metandlico, que apresentaram taxas mais
elevadas nas primeiras horas do dia.

N&o foram encontrados dados na literatura consultada sobre o curso
diério de trocas gasosas de plantas medicinais cultivadas na presenca de extratos alelopéticos.

Portanto, de maneira geral, a avaliacdo diaria da M. piperita cultivada
na presenca de 25 e 50 mg L™ do extrato metanélico de L. sibiricus demonstrou assimilacdo
de CO,, condutancia estomatica, eficiéncia do uso da &gua e taxa de transpiracdo concordantes
com os picos de assimilagdo que ocorreram as 9:00 e 14:00 horas. Desse modo, as avaliacdes
fotossintéticas das plantas submetidas a esses tratamentos, podem ter ocorrido devido ao
acesso de CO, atmosférico as células fotossintéticas do mesofilo por meio da abertura
estomatica e, portanto, variagdes na condutancia estomatica afetaram diretamente a taxa de
assimilagéo de CO; e a transpiragdo (RASCHKE, 1979; FARQUHAR; SHARKEY, 1982).

As plantas cultivadas com 100 mg L do extrato metandlico
apresentaram baixa assimilagdo de CO,, condutancia estomética e eficiéncia do uso da agua,
demonstrando elevada taxa de transpiracdo, o que indica que essa concentracdo revelou-se
prejudicial para as trocas gasosas da M. piperita. Essas plantas apresentaram menor
translocacdo de matéria organica, mantida em grande parte na folha, o que resultou em menor

producéo de massa seca total.
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Figura 22. Trocas gasosas de Mentha piperita
L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus
sibiricus L., em diferentes concentracdes, em
mg L™, aos 103 DAT. A: Taxa de assimilacéo
de CO, (A, pmol m? s%); B: Condutancia
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Avaliagdo das trocas gasosas ao longo do desenvolvimento
Assimilagdo de CO; (A)

Na primeira avaliacdo, realizada aos 40 DAT, ndo foram observadas
diferencas de assimilacdo de CO; entre as plantas de M. piperita cultivadas nos diferentes
tratamentos (Tabela 8 e Figura 23). A maior taxa de assimilacdo de CO, ocorreu aos 59 DAT,
nas plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato metanélico de L. sibiricus e a menor nas
cultivadas com 100 mg L™. Aos 98 DAT, as plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato
metandlico apresentaram a menor assimilacdo de CO, que ndo diferiu da assimilagdo das
plantas cultivadas com 50 e 100 mg L™ do extrato metanélico.

As plantas cultivadas com 25 mg L® do extrato metandlico,
apresentaram maior taxa de assimilagéo de CO; aos 59 DAT (Figura 23). Esse resultado pode,
em parte, estar relacionado com a producdo de massa seca total nessas plantas, que teve
tendéncia de aumento ao longo do desenvolvimento (Figura 11). No entanto, as plantas
cultivadas sem o extrato metandlico apresentaram maior assimilacdo de CO, aos 98 DAT, o
que ndo resultou em ganho de massa seca total (Figura 11). Segundo Larcher (2006) varios
fatores interferem no rendimento da producdo, assim ndo compete somente ao ganho de CO; e
ao incremento de biomassa, mas também ao controle hormonal da particdo dos assimilados e
ao padrao especifico de crescimento da planta. Para o desenvolvimento harménico da planta
como um todo é essencial que cada 6rgdo e tecido receba a quantidade necessaria de
assimilados e gque esse abastecimento seja efetuado no tempo correto (LARCHER, 2006).

No estudo realizado por Shibu e Andrew (1998) avaliou-se o efeito da
juglona, produzida pela nogueira preta (Juglans nigra L.) em concentracdes iguais a 10, 107
e 10™M, na fotossintese de plantulas de milho (Zea mays L.) e soja (Glycine max L. Merr.),
cultivadas em solucdo hidroponica. A taxa de fotossintese avaliada nas plantas com trés e
quatro dias de idade foi afetada, em ambas as espécies, pela juglona e maior reducdo na taxa
fotossintética foi verificada com a concentragdo de 10“*M. Esses resultados estdo de acordo,
em parte, com os do presente estudo uma vez que a literatura refere que aleloquimicos
interferem com a fotossintese (PATTERSON, 1981; EINHELLING, 1986; HEJL et al. 1993).
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Tabela 8. Anélise de variancia e comparacdo entre médias da assimilacdo de CO; (A), de
Mentha piperita L., cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenca de
extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, nas
avaliagdes realizadas aos 40, 59 e 98 dias apds transplante.

Analise de variancia (teste F)

, Interagdo Epoca x
Tratamento Epoca Tratamento

7,86* 6,64* 5,87*
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)
Epoca (dias ap6s transplante)

Médias de
Tratamentos 1% (40) 2%(59) 3%(98) tratamentos
Omg L™ 13,2 Aa 12,0 Aab 12,9 Aa 12,70
25mg L™ 12,2 ABa 14,8 Aa 9,8 Bb 12,25
50 mg L™ 10,4 Aa 132 Aab 11,0 Aab 11,55
100 mg L™ 11,0 Aa 10,1 Ab 10,2 Aab 10,43

Médias das épocas 11,7 12,5 11,0
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras
mindsculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas e as mailsculas nas
linhas comparam médias das épocas em cada tratamento.
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Figura 23. Assimilacdo de CO, (A), avaliada entre 9:00 e 10:00 horas, de Mentha piperita L.
cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de
Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragbes, em mg L™, nas avaliagbes
realizadas aos 40, 59 e 98 dias apos transplante.
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Transpiracéo (E)

Aos 59 DAT, as plantas de M. piperita submetidas aos diferentes
tratamentos apresentaram as maiores taxas de transpiracdo e menores foram observadas aos 98
DAT (Tabela 9 e Figura 24). Esse comportamento pode ser devido a Gltima leitura (98 DAT)
ter sido realizada em junho, época de queda de temperatura e diminuicdo das atividades
metabdlicas. Segundo Larcher (2006), fatores externos influenciam a transpiracdo na medida
em que alteram a diferenca de pressdo de vapor entre a superficie da planta e do ar que a
envolve. A transpiracdo, portanto, intensifica-se com a diminui¢do da umidade relativa e com
0 aumento da temperatura do ar, condi¢do que pode ser confirmada na Tabela 7.

N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos nas avaliagcdes
realizadas aos 40 e 98 DAT (Tabela 9). No entanto, pode ser observada discreta tendéncia de
diminuicdo ou de manter-se semelhante ao tratamento testemunha, a transpiracdo das plantas
submetidas ao extrato metandlico. Aos 59 DAT, as plantas cultivadas com 25 mg L™ de
extrato metanolico de L. sibiricus apresentaram a maior taxa de transpiracdo que ndo diferiu
das cultivadas com 50 mg L™ do extrato metandlico, devido ao maior grau de abertura dos
estOmatos nessas plantas (Figura 26).

A literatura aborda o efeito de aleloquimicos nas trocas gasosas de
espécies vegetais. No entanto, ndo foram encontrados estudos, que relacionem a presenga de
extratos metandlicos no cultivo de espécies medicinais e sua influéncia nas trocas gasosas.

Yu et al. (2003) estudaram efeitos de extrato aquoso de exsudatos
radiculares de pepino (Cucumis sativus), ou derivados dos acidos benzdico e cindmico na
fotossintese e atividade enzimética de mudas de pepino cultivadas em solugdo nutritiva. Apos
6 horas de tratamento as avaliacbes de fotossintese foram realizadas, observando-se que 0s
extratos reduziram a taxa de fotossintese (Pner) quando aplicadas em concentragdes mais
elevadas, reduzindo também, a concentracdo intercelular de CO, (Ci), a transpiracdo (E) e a
conduténcia estomatica (gs). Além disso, os autores concluiram que todos os &cidos testados
reduziram a Pner, E, gs e Ci, embora o acido vanilico e sindpico ndo tenham interferido com
Pner. O &cido salicilico reduziu 51 a 87% a E e de 7 a 50% a Pner, sendo verificadas maiores

atividades dos acidos benzéico e cinamico.
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Shibu e Andrew (1998) observaram reducdo de 38 e 66% na
transpiracdo de milho e soja, respectivamente, com a utilizacdo de 10*M de juglona,
concluindo que seus efeitos diretos e indiretos sobre a fotossintese podem causar reducfes no

crescimento das plantas.

Tabela 9. Andlise de variancia e comparacdo entre médias da transpiragdo (E), de Mentha
piperita L., cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracdes, nas avaliacdes
realizadas aos 40, 59 e 98 dias ap0s transplante.

Analise de variancia (teste F)

, Interagdo Epoca x
Tratamento Epoca Tratamento
2,19 98,52* 4,71*
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)
Epoca (dias ap6s transplante)

Médias de
Tratamentos 1% (40) 2°(59) 3%(98)  tratamentos
Omg L™ 4,27 ABa 5,41 Ab 2,87 Ba 4,18
25mg L™ 3,81 Ba 7,21 Aa 2,39 Ba 4,47
50 mg L™ 3,01 Ba 6,06 Aab 2,89 Ba 3,98
100 mg L™ 3,84 ABa 4,98 Ab 2,61 Ba 3,81

Médias das épocas 3,70 5,90 2,70

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras
mindsculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas e as mailsculas nas
linhas comparam médias das épocas em cada tratamento.
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Figura 24. Transpiracdo (E), avaliada entre 9:00 e 10:00 horas, de Mentha piperita L.
cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de
Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracdes, em mg L™, nas avaliacBes
realizadas aos 40, 59 e 98 dias ap0s transplante.

Concentracao interna de CO; (Ci)

De maneira geral as plantas de M. piperita submetidas aos varios
tratamentos, ndo apresentaram diferencas na concentracdo interna de CO; na folha (Tabela 10
e Figura 25), Aos 40 DAT, houve apenas tendéncia de diminui¢cdo da concentragéo interna de
CO; nas folhas das plantas cultivadas com extrato metandlico de L. sibiricus. Apesar do
acumulo de CO, nas plantas submetidas aos diferentes tratamentos, a taxa fotossintética foi
elevada o que segundo Larcher (2006), se deve ao fato da carboxilacdo estar proxima a
saturacé@o, ou seja, 0 aumento da disponibilidade de CO, promoveu a assimilagcdo deste nas
plantas cultivadas na auséncia e presenga do extrato metandlico (Figura 23).

Os resultados do presente estudo, estdo de acordo, com os observados
por Yu et al. (2003), que concluiram que exsudatos radiculares e extrato aquoso de raizes de

pepino e derivados dos acidos benzdico e cindmico reduziram, a concentragdo interna de COs.
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Tabela 10. Andlise de variancia e comparacdo entre médias da concentragéo interna de CO;
(Ci), de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenca
de extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, nas
avaliagdes realizadas aos 40, 59 e 98 dias apds transplante.

Analise de variancia (teste F)

, Interagdo Epoca x
Tratamento Epoca Tratamento

0,46 23,22* 0,99
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)
Epoca (dias ap6s transplante)

Médias de
Tratamentos 1% (40) 2°(59) 3%(98) tratamentos
0mg L? 227,33 Aa 260,50 Aa 253,00 Aa 246,94
25 mg L? 211,00 Ba 282,67 Aa 246,00 ABa 246,56
50 mg L? 181,00 Ba 271,00 Aa 253,67 Aa 235,22
100 mg L? 205,03 Aa 270,33 Aa 256,00 Aa 243,79

Meédias das épocas 206,09 271,13 252,17

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras
mindsculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas e as mailsculas nas
linhas comparam médias das épocas em cada tratamento.
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Figura 25. Concentracdo interna de CO, (Ci), avaliada entre 9:00 e 10:00 horas, de Mentha
piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, em mg L™, nas
avaliagdes realizadas aos 40, 59 e 98 dias apds transplante.
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Condutancia estomatica (gs)

A comparacdo de médias entre tratamentos, que pode ser observada na
Tabela 11, revela que os tratamentos ndo apresentaram diferencas na conduténcia estomatica
quando as avaliacGes foram realizadas aos 40 DAT e 98 DAT. No entanto, aos 59 DAT, as
plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato metanélico de L. sibiricus apresentaram a maior
condutancia estomatica, ndo diferindo das cultivadas com 50 e 100 mg L™.

O acesso de CO, atmosférico as células fotossintéticas do mesofilo
ocorre por meio da abertura estomética e, portanto, variages na conduténcia estomatica
podem afetar tanto a assimilacdo de CO, (HABERMANN, 2004) como a transpiragéo
(RASCHKE 1979; FARQUHAR; SHARKEY 1982). Dessa forma, a analise conjunta da
assimilacdo de CO,, da transpiragdo, e da condutancia estomatica aos 59 DAT demonstra que
as plantas cultivadas com 25 mg L™ apresentaram maiores valores para essas variaveis, sendo
um indicativo de que essas plantas mantiveram seus estdmatos abertos, ndo restringindo a
entrada de CO, e perda de agua e consequente assimilagdo de COs.

As plantas cultivadas com 100 mg L™ do extrato metanélico aos 59
DAT apresentaram menor assimilacdo de CO, (Figura 23), revelando baixa conduténcia
estomatica (Figura 26) e menor transpiracdo (Figura 24). A elevada concentracdo de carbono
interno na camara subestomatica nas laminas foliares dessas plantas indica que nem todo o
CO; absorvido foi utilizado na sintese orgéanica, acumulando-se. A mesma avaliacdo pode ser
feita para as plantas cultivadas com 50 mg L™ do extrato metanélico aos 98 DAT.

Esses resultados diferem, em parte, dos verificados por Patterson
(1981), que observou reducio de 59% da fotossintese liquida, nas plantas submetidas a 10°M
de 4cido ferdlico e de 80% naquelas com 10°M de 4cido galico. O autor associou tais
reducbes a diminuicdo na condutancia estomatica, que variou de 25% com a vanilina a 50%
com os &cidos galico e t-cinamico. Além disso, as reducfes nas taxas fotossintéticas causadas
pelos compostos testados inibiram também a produgdo de matéria seca e a taxa de producao de
matéria seca por unidade de area foliar das plantas.
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Tabela 11. Andlise de variancia e comparacdo entre médias da condutancia estomatica (gs) de
Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato
metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, nas avaliacdes
realizadas aos 40, 59 e 98 dias ap0s transplante.

Analise de variancia (teste F)

Interagdo Epoca x
Tratamento Epoca Tratamento

2,23 25,88* 5,71*
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)
Epoca (dias ap6s transplante)

Médias de
Tratamentos 1% (40) 2°(59) 3%(98) tratamentos
Omg L™ 0,170Aa 0,223 Ab 0,201 Aa 0,198
25mg L™ 0,143Ba 0,413 Aa 0,139 Ba 0,232
50 mg L™ 0,100Aa 0,276 Aab 0,169 Aa 0,182
100 mg L™ 0,168 Aa 0,202 Aab 0,167 Aa 0,179

Médias das épocas 0,145 0,279 0,169
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras
mindsculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas e as mailsculas nas
linhas comparam médias das épocas em cada tratamento.
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Figura 26. Conduténcia estomatica (gs), avaliada entre 9:00 e 10:00 horas, de Mentha piperita
L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenca de extrato metandlico de
Leonurus sibiricus L., em diferentes concentracdes, em mg L™, nas avaliacBes
realizadas aos 40, 59 e 98 dias ap0s transplante.
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Composicdo quimica do 6leo essencial

A avaliacdo do rendimento do 6leo essencial das plantas de M. piperita
cultivada na presenca e auséncia do extrato metandlico de L. sibiricus, em diferentes
concentracdes, nao foi realizada uma vez que a quantidade extraida foi apenas suficiente para
avaliar a sua composigdo quimica. O que pode ter ocorrido, em funcdo da época em que o
experimento foi conduzido e o periodo compreendido entre marco e junho, pode néo ter sido o
melhor para a producdo do 6leo essencial. VValmorbida (2003) cultivou M. piperita entre
dezembro e fevereiro, em solugdo nutritiva completa, obtendo volume igual a 57 L ha™ aos 60
dias ap6s o transplante (DAT), valor que aumentou para 147 L ha™ aos 105 DAT. Leal (2001)
ao cultivar plantas de M. piperita em solugdo nutritiva completa, no periodo compreendido
entre janeiro e margo e colhidas aos 70 DAT, verificou rendimento de 6leo essencial igual a
141,6 L ha™. Portanto, as condicBes ambientais podem ter influenciado a producdo do 6leo
essencial de M. piperita cultivada na presenca e auséncia de extrato metanolico de L. sibiricus.

A andlise cromatogréfica do 6leo essencial da M. piperita cultivada na
auséncia e na presenca de extrato metandlico de L. sibiricus, em diferentes concentragdes,
revelou a presenca de dezessete substancias e dentre as identificadas houve a predominéncia
dos terpenos mentona, mentofurano, mentol, pulegona e acetato de mentila (Tabela 12 e
Figura 27).

As substéncias identificadas que fazem parte da rota metabdlica do
6leo essencial da M. piperita, foram limoneno, mentona, mentofurano, mentol, iso-mentol,
neo-mentol, pulegona e acetato de mentila (Figura 28). A biossintese do mentol envolve oito
etapas tendo como precursor o geranil difosfato nos plastideos (CROTEAU et al. 2005; RIOS-
ESTEPA et al. 2008).

Durante a sintese do Gleo essencial de M. piperita a conversdao do
geranil difosfato a limoneno é catalisada pela acdo da limoneno sintase, localizada no
leucoplasto. A seguir, ocorre a translocacdo do limoneno para o reticulo endoplasmatico, onde
é catalisado pela acdo da limoneno 3- hidroxilase que produz trans-isopiperitenol, importado
para a mitocondria e oxidado a trans-isopiperitenona por agdo da trans-isopiperitenol
desidrogenase. Por acdo da trans-isopiperitenona redutase ocorre formagdo da cis-

isopulegona, que em seguida por isomerizacdo gera a pulegona no citosol. A pulegona
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sintetiza a mentona e iso-mentona, catalisadas pela acdo da enzima citosolica bifuncional,
pulegona redutase. A partir da mentona ocorre a formagdo do neo-mentol pela acdo da neo-
mentol redutase e mentol, pela mentona redutase e a partir da iso-mentona ocorre a formagao
do iso-mentol pela agdo da neo-mentol redutase e neo-isomentol pela mentona redutase
(CROTEAU et al., 2005) (Figura 28).

O mentofurano é formado no reticulo endoplasmatico a partir da
pulegona pela acdo da mentofurano sintase (RIOS-ESTEPA et al. 2008). O mentol pode sofrer
esterificacdo e ser convertido em acetato de mentila (MURRAY, 1972). Pulegona e
mentofurano s&o compostos que podem acumular-se em condicdes adversas (RIOS-ESTEPA
et al. 2008) e sdo considerados compostos toxicos pelo Comité de Peritos de Substancias
Aromatizantes (ZHELJAZKOQV et al. 2010).

O composto majoritario presente no Oleo essencial de M. piperita
cultivada na auséncia e presenca do extrato metandlico de L. sibirucus foi o mentol, com
porcentagem entre 34 e 36% do 6leo essencial (Tabela 12). De acordo com Court et al. (1993)
0s Oleos de M. piperita de alta qualidade sdo caracterizados por maior composicdo dos
monoterpenos, mentol e mentona. No presente estudo foram obtidos porcentagens médias
iguais a 35,20 % de mentol e 9,35% de mentona, e as substéncias pulegona e mentofurano
iguais a 3,64 e 8,33%. Sob condi¢des ambientais adversas, como baixa luminosidade, déficit
hidrico e altas temperaturas ocorre 0 acimulo de pulegona e mentofurano tornando um 6leo de
qualidade insatisfatoria (BURBOTT; LOOMIS, 1967; CLARK; MENARY, 1980).
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Tabela 12. Composicdo do Oleo essencial (%), de Mentha piperita L. cultivada em solugéo
nutritiva na auséncia e presenca de extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em
diferentes concentragcdes. Médias das colheitas realizadas aos77, 94, 108 e 120 DAT.

Tratamentos Média

Substancias (%) OmgL? 25mgL* 50mg LY 100mgLY (%) IRcal IRlit

N.I* 0,32 0,20 0,09 0,19 020 945 -

1-octen-3-ol 2,15 0,87 0,66 0,93 1,15 972 979
n-octanol 0,57 0,64 0,53 0,58 0,58 991 998
limoneno 0,86 0,69 1,27 1,23 1,01 1026 1029
1,8 cineol 0,66 0,79 1,36 1,08 097 1029 1031
terpineno 0,81 0,38 0,29 0,38 0,47 1054 1059

N.I.* 0,84 0,53 0,55 0,58 0,62 1064 -

nonanal 0,18 0,20 0,17 0,40 0,24 1101 1100
neo-allo-ocimeno 0,58 0,58 0,76 0,94 0,71 1145 1144
mentona 9,15 11,45 8,35 8,46 9,35 1151 1152
mentofurano 7,79 8,96 8,46 8,12 8,33 1159 1164
neo-mentol 0,36 0,27 0,54 0,92 0,52 1161 1165
mentol 35,75 36,08 34,96 34,02 3520 1173 1171
terpinen-4-ol 1,58 0,86 0,81 0,83 1,02 1176 1174
iso-mentol 0,48 0,45 0,45 0,52 0,47 1181 1182
pulegona 3,52 3,92 3,59 3,52 3,64 1236 1237
piperitona 0,30 0,53 0,25 0,28 0,34 1251 1252
acetato de neo-mentila 1,34 0,91 1,28 1,53 126 1273 1273

N.I.* 1,82 2,04 3,43 2,03 2,33 1284 -

acetato de mentila 19,75 15,29 17,49 23,42 18,98 1292 1294
iso-acetato de mentila 0,73 0,67 0,81 1,01 0,80 1306 1304
N.I.* 0,33 0,26 0,46 0,36 0,35 1311 -
Classe quimica das substéncias (%)

Acool 41,55 39,95 39,30 38,88 39,92 - -
Aldeido 0,18 0,20 0,17 0,40 0,24 - -
Cetonas 12,96 15,91 12,19 12,26 13,33 - -
Esteres 21,81 16,87 19,57 2596 21,06 - -

Eter 7,79 8,96 8,46 8,12 8,33 - -
Hidrocarbonetos 2,24 1,65 2,32 2,55 2,19 - -

*N.1.: substancia ndo identificada pelas bibliotecas consultadas e indice de retencdo. IRcal = indice
de retencdo de Kovats calculado; IRIit = indice de retencdo de Kovats da literatura.
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100 %

Figura 27. Cromatograma de lons Totais (CG-EM) e composicdo das substancias majoritarias
presente no 6leo essencial de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva
com 50 mg L™ de metanélico de Leonurus sibiricus L., aos 94 DAT.

No entanto, diversos trabalhos encontrados na literatura abordam a
composicdo do 6leo essencial de M. piperita submetida a diferentes condigdes ambientais.
Segundo Maia (1998) variacbes quimicas e fisicas dos componentes do Oleo essencial de
menta pode ocorrer por se tratar de uma mistura de compostos de diversas naturezas que a
planta acumula a taxas especificas. Dessa forma, os teores das substancias presentes no 6leo
essencial, sdéo muito dependentes de fatores ambientais e plantas cultivadas sob condigOes
distintas podem conter 6leos com caracteristicas diferentes (MAIA, 1998).

Nesse contexto, o presente trabalho apresenta substancias também
encontradas em estudos realizados com M. piperita, em outras condi¢des de desenvolvimento.
Segundo Lawrence e Shu (1989), o 6leo essencial de horteld pimenta americana contém
principalmente os compostos a-pineno (1,4%), B-pineno (1,8%), limoneno (2,5%), 1,8-cineol
(7,3%), trans-sabineno (1,0%), mentona (18,7%), mentofurano (3,0%), iso-mentona (2,5%),

acetato de mentila (3,6%), neo-mentol (3,1%), mentol (40%) e germacreno D (1,3%).
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O estudo de Bassolé et al. (2010), que extrairam Oleo essencial de M.
piperita e observaram dezessete componentes, sendo 0os mais abundantes, mentol (39,3%) e
mentona (25,2%) e mais escassos, mentofurano (6,8%), acetato de mentila (6,7%), iso-
mentona (5,3%), 1,8-cineol (4,1%) e pulegona (1,4%) é o que mais se assemelha com 0s
resultados observados no presente estudo quanto a composigdo do 6leo obtido.

Leal (2001), Valmorbida (2003) e David et al. (2006) ao avaliarem M
piperita cultivada com diferentes niveis de nutrientes, observaram diferentes composi¢6es do
6leo essencial. Leal (2001) obteve os componentes, a-pineno, sabineno, 3-pineno, mirceno, 3-
octanol, a-terpineno, para-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, cis-ocimeno, y-terpineno, iso-
terpinoleno, terpinoleno, mentona, mentofurano, mentol, iso-mentol, pulegona, acetato de
neomentila, acetato de mentila, acetato de iso-mentila, trans-cariofileno e germacreno.
Valmorbida (2003) identificou mentona, mentol, mentofurano, 1,8 cineol, pulegona, acetato de
mentila, limoneno, iso-mentol, terpinoleno e [3-pineno. David et al. (2006) verificaram a
presenca de a-pineno, R-pineno, mirceno, a-limoneno, 1,8, cineol, terpinoleno, mentona,
mentofurano, mentol, iso-mentol, pulegona e acetato de mentila.

ZHELJAZKOV et al. (2010), avaliaram o efeito da época de colheita e
secagem do material vegetal no rendimento e composicdo do 6leo essencial de M. piperita e
M. spicata. Os autores observaram que 0 material seco apresentou concentracdo de mentol,
eucaliptol, mentona e mentofurano, quatro vezes maior do que a biomassa fresca, confirmando
a importéncia da sua secagem da biomassa antes da extracdo do 6leo essencial (TOPALOV,
1989; LAWRENCE, 2007). Além disso, a produgdo de biomassa fresca e seca foi menor na
primeira colheita realizada em junho e maior na sexta, em setembro. No entanto, os teores de

mentol, eucaliptol e mentona atingiram valores maximos na quarta colheita, em agosto.
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Figura 28. Biossintese dos constituintes do dleo essencial de Mentha piperita. Enzimas da
rota: 1- limoneno sintase; 2- limoneno-3-hidroxilase; 3- trans-isopiperitenol
desidrogenase; 4- trans-isopiperitona redutase; 5- cis-isopulegona isomerase; 6-
pulegona redutase; 7- neo-mentol redutase; 8- mentona redutase; 9- mentofurano
sintase; 10- pulegona redutase; 11- neo-mentol redutase; 12- mentona redutase. O
local onde as enzimas metabdlicas agem esta indicado entre parénteses. Adaptado
de Croteau et al. (2005); Rios-Estepa et al. (2008).

Mentol

Aos 77 DAT, o teor de mentol apresentou tendéncia de ser maior nas
plantas cultivadas na auséncia do extrato metandlico de L. sibiricus, sendo, portanto, afetado
pela presenca do extrato metandlico, que tendeu a diminuir seu conteudo (Tabela 13 e Figura
29). Embora a presenga do extrato metanodlico tenha revelado tendéncia de menor teor de
mentol aos 77 DAT, na segunda colheita realizada aos 94 DAT, as plantas cultivadas com 50
mg L™ do extrato apresentaram tendéncia de aumento desse componente, que também tendeu

a aumentar nas plantas cultivadas com 25 e 50 mg L™ aos 120 DAT (Figura 29).



73

No entanto, durante o ciclo de desenvolvimento o teor de mentol
predominou no 6leo essencial da M. piperita, independente do tratamento aos quais as plantas
foram submetidas.

Esses resultados concordam com os registros de que o mentol constitui
mais de 40% do total de 6leo essencial da M. piperita, sendo responsavel pelas caracteristicas
aromatizantes e sensacdo de refrescancia. O contetdo de mentol e também de acetato de
mentila nos 6leos de M. piperita aumentam com a maturidade das folhas e fatores ambientais
influenciam essa composicado (DEY; HARBORNE, 1997; CROTEAU et al. 2000), o que esta
de acordo com o presente estudo, uma vez que, os teores de mentol (Figura 29) e acetato de
mentila (Figura 32) aumentaram com o desenvolvimento da M. piperita.

De acordo com Guenther (1972) e Court et al. (1993) os 6leos de M.
piperita de elevada qualidade sdo caracterizados por complexa composi¢do de monoterpenos
com grande teor de mentol, moderado de mentona e baixa quantidade de pulegona e
mentofurano. Os resultados encontrados na literatura e também no presente estudo,
demonstram que condicOes diferentes de cultivo podem influenciar o acimulo de substancias
produzidas pelo metabolismo secundario.

Zheljazkov e Nielsen (1996) verificaram que a composi¢ao quimica do
6leo essencial de hortela-pimenta revelou variacdo quando as plantas foram cultivadas na
presenca de metais pessados, Cd, Pb e Cu. Além disso, 0s autores também observaram que o
teor de mentol foi reduzido em relagcdo ao tratamento controle. Scavroni et al. (2005)
verificaram que plantas de M. piperita cultivadas na presenca de lodo de esgoto apresentaram
teor de mentol 42,3% menor na primeira colheita, realizada 90 dias ap6s o plantio, teor que
diminuiu com a idade da planta.

Considerando, portanto, o teor de mentol, os resultados do presente
estudo indicam que a aplicacdo de extrato metandlico de L. sibiricus no cultivo de M. piperita
ndo representou expressiva alteragdo na rota metabdlica de sintese dos componentes de seu

0leo essencial.
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Tabela 13. Analise de variancia e comparacdo entre meédias de mentol (%) no dleo essencial
de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenga de
extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragdes, aos 77,
94, 108 e 120 DAT.

Analise de variancia (teste F)

Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,43 5,31* 2,53*
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 12(77) 2%(94) 3%(108) 4%(120) tratamentos
Omg L™ 38,36 Aa 34,10Aa 3826Aa 32,28 Aa 35,75
25mg L™ 31,20 Aab 31,73 Aa 37,91 Aa 43,49 Aa 36,08
50 mg L™ 23,40 Bb 38,42 Aa 37,04 Aa 40,99 Aa 34,96
100 mg L™ 31,42 Aab 29,03Aa 37,61 Aa 38,02 Aa 34,02
'(\:’(')elﬁé?tgf 31,09 33,32 3770 38,70

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras mindsculas
nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das colheitas e as maidsculas nas linhas comparam
médias das colheitas em cada tratamento.
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Figura 29. Teor de mentol de Mentha piperita L. cultivada em solugéo nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentragBes, em mg L™, aos 77, 94, 108 e 120 DAT.
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Mentona

As plantas de M. piperita cultivadas na auséncia e na presenca do
extrato metanolico de L. sibiricus, nas varias concentracdes, ndo apresentaram diferencas no
teor de mentona aos 77, 94 e 108 DAT (Tabela 14 e Figura 30). Aos 120 DAT, as plantas
cultivadas sem o extrato metandlico apresentaram o menor teor de mentona, enquanto as
cultivadas com 25 mg L™ do extrato metanélico maior teor.

De maneira geral, as plantas de M. piperita cultivadas com 100 mg L™
do extrato metanodlico apresentaram tendéncia de diminuir o teor de mentona com o
desenvolvimento (Tabela 14 e Figura 30). Essa diminuicdo pode ser confirmada uma vez que,
conforme a rota metabolica (Figura 28), por acdo das enzimas neomentol redutase e mentona
redutase ocorreu formagdo de neomentol e mentol respectivamente e tambeém, a formacéo de
acetato de mentila. No entanto, essas plantas ndo apresentaram maiores tendéncias no teor de
mentol, 0 que pode ter ocorrido uma vez que o teor de acetato de mentila exibiu tendéncia de
aumento ao longo do desenvolvimento, além disso, houve também maior formacdo de
mentofurano, ao longo do desenvolvimento. Segundo Lima e Mollam (1952) e David (2007),
que cultivaram M. arvensis e M. piperita respectivamente, o teor de mentona diminuiu de
maneira constante a medida que as plantas amadureceram.

O teor de mentona no 6leo essencial das plantas cultivadas com 25 mg
L™ do extrato metan6lico apresentou maior tendéncia aos 77 DAT, diminuindo durante o ciclo
de desenvolvimento da M. piperita, diferindo das plantas cultivadas na auséncia do extrato que
apresentaram menor tendéncia aos 77 DAT e aos 120 DAT maior reducdo no teor de mentona
(Tabela 14 e Figura 30). A presenca de 25 mg L™ do extrato metan6lico pode ter sugerido o
favorecimento de formacgdo de mentol no final do ciclo de desenvolvimento da M. piperita,
que aos 120 DAT apresentou média de 43,49% de mentol (Tabela 13), mesmo com teor de

mentona mantendo relativamente maior em relagcdo aos demais tratamentos.
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Tabela 14. Analise de variancia e comparacdo entre médias de mentona (%) no 6leo essencial
de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e presenga de

extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes concentragcdes aos 77,
94, 108 e 120 DAT.

Analise de variancia (teste F)

Interagéo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento

1,94 2,15 2,60*
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apds transplante) Média de
Tratamentos 1%(77) 2°(94) 3°(108)  4%(120) tratamentos
Omg L™ 8,63ABa 11,15Aa 13,05Aa 3,75Bb 9,14
25mg L™ 1435Aa 8,77Aa 10,97 Aa 11,71 Aa 11,45
50 mg L™ 8,17Aa 1046 Aa 645Aa 8,31 Aab 8,35
100 mg L™ 13,78 Aa  647Aa  7,15Aa 6,43 Aab 8,46
'(\:’(')elﬁé?tgf 10,38 10,13 10,15 7,92

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras minGsculas

nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das colheitas e as maidsculas nas linhas comparam
médias das colheitas em cada tratamento.
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Figura 30. Teor de mentona de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na auséncia
e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, aos 77, 94, 108 e 120 DAT.
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Mentofurano

N&o houve diferenca no teor de mentofurano nas plantas submetidas
aos diferentes tratamentos. No entanto, s6 aquelas cultivadas com 100 mg L™ do extrato
metandlico de L. sibiricus apresentaram tendéncia de aumento desse componente do 6leo aos
120 DAT (Tabela 15 e Figura 31) e portanto essa dose deve ser evitada. A formagédo do
mentofurano ocorre devido a um desvio da rota metabdlica a partir da pulegona pela acéo da
mentofurano sintase, no reticulo endoplasmatico, onde estd localizada uma monooxigenase
dependente do citocromo P450 (CROTEAU et al. 2005; RIOS-ESTEPA et al. 2008).

De acordo com Almeida et al. (2008), o perfil cromatografico do
extrato de L. sibiricus mostrou a presenca dos flavondides quercetina, rutina, hiperina e
isoquercetrina. Os autores verificaram o potencial alelopatico do extrato metandlico das folhas
de L. sibiricus sobre a germinagdo de sementes e concluiram que as moléculas dos flavonoides
apresentaram atividade antioxidante, e em baixas concentrag0es acarretaram efeitos
promotores de crescimento. Segundo esses autores, elevadas concentragcdes dos flavonoides,
podem ter atuado como agente hiperpolarizador de membrana, alterando os mecanismos das
bombas ATPases, tornando os flavondides toxicos para as células e reduzindo o crescimento.
Portanto, a utilizagdo da concentracdo de 100 mg L™ do extrato metanélico de L. sibiricus aos
120 DAT pode ter provocado alteragdo da membrana do reticulo endoplasmaético, favorecendo
a formacgdo de mentofurano, que revelou tendéncia de aumento em relagdo aos demais
tratamentos.

Trabalhos identificados na literatura com M. piperita referem presenca
de mentofurano no 6leo essencial. Piccaglia et al. (1993) avaliaram a influéncia de fatores
agrondmicos sobre o rendimento e a composicdo de 6leo essencial em horteld pimenta e
plantas com dois anos de idade apresentaram maior teor de mentofurano e - cariofileno. O
decréscimo de mentol e 0 aumento da concentracdo de mentofurano em menta de dois anos,
também foram registrados por Maffei (1988).

No entanto, deve ser registrado que o cultivo de M. piperita na
presenca do extrato metanolico de L. sibirucus pode influenciar mesmo que de modo discreto
a rota metabolica de sintese dos constituintes do 0leo essencial, formando um ou outro

componente desejavel ou ndo.
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Scavroni et al. (2005) verificaram que o teor de mentofurano aumentou
quando as plantas de M. piperita foram submetidas a niveis elevados de biossélido e a sua
porcentagem foi menor aos 90 dias apds transplante, nas plantas cultivadas sem biossélido,
momento em que apresentaram maiores teores de mentol. No presente estudo a tendéncia de
maior porcentagem de mentofurano foi verificada aos 120 DAT (Tabela 15), quando as
plantas foram cultivadas na presenca da maior concentragdo do extrato metandlico de L.

sibiricus, que, no entanto, néo afetou a formagéo de mentol.

Tabela 15. Anélise de varincia e comparacdo entre médias de mentofurano (%) no 6leo
essencial de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentragdes aos 77, 94, 108 e 120 DAT.

Analise de variancia (teste F)

Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento
0,5 0,73 1,37
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(77) 2°(94) 3°(108)  4%(120) tratamentos
OmgL* 4,58 9,28 8,86 8,42 7,79
25mg L™ 9,08 8,21 9,83 8,73 8,96
50 mg L™ 6,39 10,43 9,35 7,66 8,46
100 mg L™ 9,16 5,53 6,46 11,32 8,12
Média de 7,30 8,36 8,63 9,03

colheitas
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Figura 31. Teor de mentofurano de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metanolico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, aos 77, 94, 108 e 120 DAT.

Acetato de mentila

Durante a biossintese dos constituintes do 6leo essencial de M. piperita
(Figura 28) mentona forma mentol, que pode sofrer esterificacdo e ser convertido em acetato
de mentila (MURRAY, 1972). O teor de acetato de mentila no 6leo essencial de M. piperita,
em média, manteve-se mais elevado nas plantas cultivadas na auséncia do extrato metandlico
de L. sibiricus e naguelas com 50 e 100 mg L™ do extrato (Tabela 16 e Figura 32). Ja na
presenca de 25 mg L™ do extrato metandlico o teor de acetato de mentila apresentou-se menor,
em média, nas plantas.

As plantas submetidas a todos os tratamentos apresentaram aumento
do teor de acetato de mentila com o tempo. Esses resultados, em parte, s&o concordantes com
os verificados por Piccaglia et al. (1993) que ao avaliarem a influéncia de fatores agrondmicos
sobre o rendimento e a composicao de éleo essencial em horteld pimenta, registraram que com
a idade da cultura, os 6leos essenciais do segundo corte, quando comparados aos do primeiro,
mostram incremento de acetato de mentila de 3,3 para 15,2 %. Também sdo concordantes com
os de David (2007) que observou tendéncia de aumento de acetato de mentila ao longo do
ciclo da M. piperita cultivada com solucdo nutritiva completa.

No presente estudo, as plantas cultivadas na presenca da menor

concentracdo do extrato metandlico de L. sibiricus apresentaram ao longo do desenvolvimento
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tendéncia de menores teores de acetato de mentila e assim, tal concentragdo melhorou a
qualidade do 6leo essencial da M. piperita, uma vez que elevados teores de acetato de mentila
comprometem a sua qualidade (CROTEAU et al. 2000).

Ao avaliarem M. piperita cultivada com biossolido, Scavroni et al
(2005), verificaram que o componente encontrado em maior teor foi 0 acetato de mentila,
perfazendo em média, 40,55% do conteudo total de Oleo essencial, teor superior aos
observados no presente estudo, iguais a 17,5% e 23,4%, respectivamente quando as plantas
foram cultivadas na presenca de 50 e 100 mg L™ de extrato metanélico de L. sibiricus. Menor
porcentagem média igual a 15,3% foi verificada para as plantas cultivadas com 25 mg L™ do

extrato. (Tabela 12).

Tabela 16. Analise de variancia e comparacao entre médias de acetato de mentila (%) no 6leo
essencial de Mentha piperita L. cultivada em solugdo nutritiva na auséncia e
presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentragdes aos 77, 94, 108 e 120 DAT.

Analise de variancia (teste F)

Interagédo Colheita x
Tratamento Colheita Tratamento

3,36* 14,1* 1,04
* significancia ao nivel de 5%

Comparacdo entre médias (teste Tukey)

Colheita (dias apos transplante) Meéedia de
Tratamentos 1%(77) 2%(94) 3%(108) 4%(120) tratamentos
Omg L™ 8,40 15,37 21,26 33,97 19,75 ab
25mg L™ 8,44 14,65 17,57 20,49 15,29 b
50 mg L? 11,13 12,02 26,11 20,68 17,49 ab
100 mg L? 13,44 26,44 26,76 27,02 2341 a
t/é?ﬁé?tgs 1035C  1712B  2292AB 2554 A

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras mintsculas
nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das colheitas e as mailsculas nas linhas comparam
médias das colheitas em cada tratamento.
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Figura 32. Teor de acetato de mentila de Mentha piperita L. cultivada em solucdo nutritiva na
auséncia e presenca de extrato metandlico de Leonurus sibiricus L., em diferentes
concentracdes, em mg L™, aos 77, 94, 108 e 120 DAT.

Analise dos componentes principais (PCA)

Os resultados da analise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
por cromatografia gasosa (CG-EM) foram submetidos & analise multivariada, pela técnica de
Anélise por Componentes Principais (PCA) e Anélise de Cluster, correlacionando e agrupando
as substéncias limoneno, pulegona, mentona, mentofurano, mentol e acetato de mentila,
presentes no Oleo essencial de M. piperita cultivada na auséncia e presenca do extrato
metandlico de L. sibiricus, em diferentes concentragdes, aos 77, 94, 108 e 120 DAT (Tabela
17).

A PCA aplicada exprimiu 65,90% da variacdo total nos dois
componentes (eixos), sendo 36,31% no primeiro e 29,59% no segundo. Nesta analise, as
substancias limoneno e pulegona tiveram maior correlacdo com as plantas cultivadas com 25
mg L™ do extrato, aos 94 DAT e com as cultivadas na presenca de 100 mg L™ do extrato, aos
77 DAT, apresentado também correlagdo com as plantas do tratamento controle aos 94 DAT
(Figura 34).

As substéncias mentona e mentofurano apresentaram maior correlagdo

com as plantas do tratamento controle aos 108 DAT e com as plantas cultivadas na presenca
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do extrato metandlico na concentragdo igual a 25 mg L?, aos 77 e 108 DAT e nade 50 mg L™,
aos 94 DAT. O mentol teve maior correlagdo com as plantas cultivadas na presenca de 25 mg
L? do extrato metanlico aos 120 DAT. O acetato de mentila apresentou maior correlagdo
com as plantas cultivadas na presenca de 50 mg L™ do extrato aos 108 e 120 DAT e com as
plantas cultivadas com 100 mg L™ do extrato aos 120 DAT (Figura 34).

O dendrograma construido permitiu observar a formacdo de quatro
grupos, um composto por limoneno e pulegona, outro por mentona e mentofurano e os demais
formados por acetato de mentila e mentol, formando grupos isolados. O dendrograma
corrobora em parte, com os resultados da PCA, pois mentofurano e mentona foram
classificados como um grupo, assim como limoneno e pulegona permaneceram agrupados
(Figura 33).

A andlise dos resultados da cromatografia gasosa (CG-EM) pela
técnica da PCA permitiu relacionar as substancias limoneno, pulegona, mentona, mentofurano,
mentol e acetato de mentila, presentes no 6leo essencial da M. piperita com a época de
colheita e os tratamentos aos quais as plantas foram submetidas. Segundo Marengo et al.
(1991), a andlise multivariada € realizada por meio da geracdo de novas varidveis ortogonais,
que sdo calculadas baseadas nas originais. O método da PCA tem sido utilizado como
ferramenta que permite identificar correlagGes significativas a partir de combinagdes lineares
de varidveis independentes, gerando um novo sistema com variagbes significativas, que
permite identificar padr6es em dados e expressa-los de modo a evidenciar suas semelhancas e
diferencas (SMITH, 2002).

De maneira geral, a analise conjunta dos resultados da PCA e da
Andlise de Cluster revela que no inicio do desenvolvimento as plantas de M. piperita
apresentaram maior correlagdo com substdncias precursoras da rota metabdlica, como
limoneno, pulegona e mentona, independente do tratamento aos quais as plantas foram
submetidas. No entanto, essas plantas também se correlacionaram com o0 composto
mentofurano. J& no final da avaliacdo, aos 108 e 120 DAT, as plantas de M. piperita
apresentaram maior correlagdo com as substancias mentol e acetato de mentila, quando
cultivadas na presenca do extrato metanodlico (Figura 34). Pode ser observado ainda que o
mentol apresentou maior correlacdo com as plantas cultivadas com 25 mg L™ do extrato

metandlico de L. sibiricus aos 120 DAT, pois essas plantas apresentaram média de 43,49% de
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mentol no dleo essencial (Tabela 17), tendo essa concentracdo do extrato estimulado a
producédo desse componente do 6leo essencial, no final da avaliag&o.

Segundo Croteau et al (2000) a quantidade de mentol e acetato de
mentila aumentam com a maturidade da folhas. No presente estudo, os resultados da PCA
indicam que as plantas cultivadas na presenca de 50 e 100 mg L™ do extrato metanélico
apresentaram correlacdo com acetato de mentila, e a presenca de 25 mg L™ do extrato
correlacionaram-se com mentol, o que indica que o extrato metandlico de L. sibiricus pode ter
influenciado a rota metabdlica de sintese das substancias do 6éleo essencial das plantas de M.
piperita, conforme seu desenvolvimento.

A andlise multivariada tem sido utilizada em estudos de composigdo
quimica de 0leo essencial para expressar diferencgas intra e interespecificas e geograficas entre
populacdes da mesma espécie (SACCO et al., 1989; MAFFEI 1990). No presente estudo, essa
analise foi utilizada com a finalidade de demonstrar variagdes que 0s compostos secundarios
podem sofrer, em plantas de mesma espécie cultivadas no mesmo local, mas com diferentes
tratamentos relacionados ao meio de cultivo, representado pela adicdo de concentragdes

distintas do extrato metandlico de L. sibiricus.

mentofurano———

mentona

pulegona

limoneno

acetato de
mentila

mentol

(; 2‘0 4‘0 6;0 86 l(;O 1‘20
Coeficiente
Figura 33. Dendrograma das substancias limoneno, pulegona, mentona, mentofurano, mentol
e acetato de mentila, presentes no 6leo essencial de M. piperita cultivadas na
auséncia e presenca do extrato metandlico de L. sibiricus, em diferentes
concentragdes, aos 77, 94, 108 e 120 DAT, definido pelo agrupamento UPGMA, a

partir das distancias Euclidianas. Correlagcdo cofenética igual a 0,93 (normalized
Mantel statistic z).
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Figura 34. Analise dos Componentes Principais (PCA) das substancias limoneno, pulegona,
mentona, mentofurano, mentol e acetato de mentila, presentes no 6leo essencial de
M. piperita cultivadas na auséncia e presenca do extrato metandlico de L. sibiricus,
em diferentes concentracBes, aos 77, 94, 108 e 120 DAT. Controle: 0 mg L™ do
extrato metanélico L. sibiricus, 25, 50 e 100 mg L™ do extrato metanélico de L.
sibiricus.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de plantas medicinais brasileiras ainda ¢ um desafio devido a
caréncia de pesquisas que avaliem aspectos de cultivo e fitoquimica, além de outros
relacionados ao metabolismo primario e secundério e a influéncia que o ambiente exerce sobre
todos eles. Poucos estudos relacionam a interferéncia de substéncias alelopaticas no
desenvolvimento de plantas, em menor nimero ainda quando essas plantas sdao medicinais,
produtoras de principios ativos naturais de elevado valor medicinal e econdmico.

No presente estudo, as substancias presentes no extrato metandlico de
L. sibiricus (ALMEIDA et al. 2008), que podem exercer atividade alelopatica, adicionadas a
solugdo nutritiva de cultivo da M. piperita ndo interferiram ou interferiram de forma positiva
ou negativa em varidveis de desenvolvimento, trocas gasosas e metabdlitos do 6leo essencial,
de acordo inclusive com a concentracdo do extrato a que as plantas foram submetidas.

Dessa forma, as concentracdes iguais a 25 e 50 mg L™ do extrato
metanolico, estimularam o desenvolvimento da espécie, resultando em tendéncia de maiores
comprimentos de parte aérea, massa seca dos diferentes orgaos do vegetal e area foliar. Além
disso, quando essas concentracbes foram aplicadas ao cultivo, maiores diferencas dessas
variaveis entre as plantas submetidas aos varios tratamentos foram sendo observadas com o
decorrer do tempo, 0 que sugere acumulo de substancias com potencial alelopatico existentes
no extrato metandlico ao longo do desenvolvimento da M. piperita. As plantas cultivadas com

25 e 50 mg L™ cresceram menos, em relagdo ao material vegetal pré-existente, conforme
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indicado pela TCR e apresentaram menor eficiéncia fotossintética, de acordo com a TAL mas,
revelaram adequada translocacdo de matéria organica do centro de produgdo para outros locais
da planta e consequente crescimento em comprimento de parte aérea, massa seca e area foliar
acima referidos. Essas concentragOes resultaram em plantas com melhor taxa de assimilagao
de CO; e maior transpiracdo e condutancia estomatica, revelando adequado desempenho nas
trocas gasosas. Ao mesmo tempo em que o0 teor de acetato de mentila, componente
desfavoravel para a qualidade do 6leo essencial, apresentou tendéncia de diminuigdo ao longo
do ciclo de desenvolvimento, o teor de mentol, que garante sua qualidade, revelou tendéncia
de aumento. A Analise dos Componentes Principais (PCA) demonstrou que, com maturidade
das plantas de M. piperita houve correlagdo dos compostos, limoneno, pulegona, mentona,
mentol, mentofurano e acetato de mentila com a concentracdo do extrato utilizada,
confirmando ndo s6 os resultados obtidos no presente estudo, como os citados na literatura
consultada. Nesta analise, na ultima avaliacdo, o teor de mentol em media igual a 43,49% no
6leo essencial apresentou maior correlacdo com as plantas cultivadas com 25 mg L™ do
extrato.

A concentragdo de 100 mg L™ de extrato metanélico ndo interferiu ou,
em alguns aspectos, inibiu o desenvolvimento da M. piperita. A avaliacdo de indices
fisioldgicos nessas plantas revelou decréscimo mais rapido da curva da RAF, que, no entanto,
revelaram aumento mais lento da &rea foliar e diminuicdo mais lenta da razdo da massa foliar,
indicativos de maior retencdo de matéria organica nas folhas, e portanto, menor translocacdo
dessa matéria para 0s demais 6rgdos. Essas plantas também apresentaram folhas mais
espessas, que apesar de melhor desempenho em relagdo a TAL e TCR, retiveram maior
quantidade de matéria organica devido a sua menor translocacdo das folhas para as outras
partes da planta, que provavelmente resultou em menores comprimentos de parte aérea,
incrementos de area foliar e massa seca dos diferentes érgaos Além disso, essas plantas
apresentaram prejuizos nas trocas gasosas, uma vez que, assimilaram menos CO,
apresentando condutancia estomatica mais baixa e menor taxa de transpiracdo, o que revela
prejuizo dessa concentragdo em relacdo as demais para o cultivo da M. piperita. O extrato
metandlico pode ter interferido no teor de acetato de mentila e mentofurano quando aplicado
na concentracdo de 100 mg L™, uma vez que, as plantas apresentaram tendéncia de aumento

desses compostos no final do ciclo de desenvolvimento, momento em que na Analise dos
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Componentes Principais 0 teor de acetato de mentila apresentou maior correlacdo com as
plantas cultivadas com 50 e 100 mg L™ do extrato.

Os componentes majoritarios encontrados no 6leo essencial das plantas
de M. piperita submetidas a todos os tratamentos foram mentol, mentona, mentofurano,
pulegona e acetato de mentila, com predominio do teor de mentol durante todo o ciclo de
desenvolvimento. Deve ser registrado que apesar de no inicio do desenvolvimento o teor de
mentol ter apresentado tendéncia de ser maior nas plantas cultivadas na auséncia do extrato
metandlico de L. sibiricus, essa tendéncia inverteu-se com o tempo, tornando-se maior nas
plantas cultivadas com o extrato metandlico, o que permite sugerir a interferéncia do extrato
no teor de mentol.

Por fim, nas condi¢cdes em que o experimento foi realizado, pode-se
sugerir que as substancias presentes no extrato metandlico de L. sibiricus tenham exercido
atividade alelopatica, estimulando ou inibindo o desenvolvimento da M. piperita, de acordo
com a concentracdo em que foram aplicadas as plantas. Deve ser considerado também que a
espécie L. sibiricus, amplamente distribuida no territdrio brasileiro e de facil crescimento pode
ser considerada como modelo para o estudo da influéncia de substancias produzidas por uma

espécie vegetal em outra.
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7. CONCLUSOES

O cultivo da Mentha piperita, em solugcdo nutritiva com diferentes

concentracOes de extrato metanolico de Leonurus sibiricus permite concluir que:

1. As menores concentra¢fes do extrato metandlico de Leonurus sibiricus,

25 e 50 mg L™, estimularam o desenvolvimento da Mentha piperita.

2. Os indices fisiologicos da Mentha piperita foram influenciados pela
presenca do extrato metandlico de Leonurus sibiricus e as concentragdes iguais a 25 e 50 mg L™
estimularam a translocagdo de matéria organica nas plantas enquanto esse processo, prejudicado

nas plantas cultivadas com 100 mg L™, pode ter sido responsavel por seu menor desenvolvimento.

3. As trocas gasosas da Mentha piperita foram influenciadas pela
presenca do extrato metanolico e estimuladas pelas concentragdes do extrato metandlico de

Leonurus sibiricus iguais a 25 e 50 mg L™,

4. O extrato metanolico de Leonurus sibiricus influenciou os teores dos
componentes do 0leo do essencial da Mentha piperita, na dependéncia da concentragéo utilizada,
uma vez que nas menores concentracdes, as plantas apresentaram maiores teores de mentona e
mentol, garantindo a qualidade do 0leo essencial e na maior concentracdo as plantas apresentaram

maiores teores de acetato de mentila e mentofurano, comprometendo a sua qualidade.
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