COMPOSIGAO DO OLEO ESSENCIAL E PRODUGAO DE
Cymbopogon citratus EM RESPOSTA A INTENSIDADE LUMINOSA E
APLICACOES DE N6-BENZILAMINOPURINA

CLAUDIA LOPES PRINS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO 2011






COMPOSIGAO DO OLEO ESSENCIAL E PRODUGAO DE
Cymbopogon citratus EM RESPOSTA A INTENSIDADE LUMINOSA E
APLICACOES DE N6-BENZILAMINOPURINA

CLAUDIA LOPES PRINS

“Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencao do
titulo de Doutor em Producéo Vegetal”

Orientador: Prof. Dr. Silvério de Paiva Freitas

CAMPOS DOS GOYTACAZES -RJ
FEVEREIRO 2011



COMPOSIGAO DO OLEO ESSENCIAL E PRODUGAO DE
Cymbopogon citratus EM RESPOSTA A INTENSIDADE LUMINOSA E
APLICACOES DE N6-BENZILAMINOPURINA

CLAUDIA LOPES PRINS

“Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencao do
titulo de Doutor em Producao Vegetal”

Aprovada em 17 de fevereiro de 2011

Comissdo Examinadora:

Geraldo de Amaral Gravina (DSc. Fitotecnia) - UENF

Ivo José Curcino Vieira (DSc. Quimica) - UENF

Mara de Menezes de Assis Gomes — (DSc. Biologia Vegetal) - FAETEC/RJ

Prof. Silvério de Paiva Freitas (DSc., Fitotecnia) — UENF
Orientador



AGRADECIMENTOS

A Deus;

A minha familia, minha fonte de felicidade;

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;

Ao professor Silvério de Paiva Freitas pela orientagao e confianga;

Ao senhor Jaime Rabi da Empresa Microbioldgica por fornecer informagdes
essenciais ao trabalho e pela doagao de N6-benzilaminopurina;

Aos professores Ivo, Mara, Gravina e Gloria pela amizade e contribui¢cdes ao
trabalho;

Aos amigos do laboratério e de curso pela amizade e momentos de alegria ao
longo de todos os anos de convivéncia;

A Paula Alessandra e Ver6nica pela grande ajuda na colheita e avaliacao dos
experimentos;

A professora Virginia, ao técnico Acacio e técnico Detone;

Ao Prof. Claudio Marciano e ao técnico Ederaldo;

Ao técnico Jader e funcionarios de campo (Adegildo, Alcimar, Alex, André,
Armando, Ederval, Luiz Augusto);

Ao professor Eliemar Campostrini, Anderson, Alena e alunos do
LMGV/Fisiologia Vegetal;

Ao professor Braz, Frances, a técnica Maristela e alunos LCQUI/Quimicia de
Produtos Naturais pela valiosa ajuda nas analises cromatograficas;

Ao professor Vanildo e Angélo (LBT/CBB) pelas analises de protedmica;

A D. Isa e aos secretarios(as) do curso de Produgéo Vegetal e CCTA;

A todos os professores da UENF;

Aos técnicos e alunos de outros laboratorios/setores/centros;

A Coordenagéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES
pela concessao da bolsa;

Minha eterna gratidao.



SUMARIO

RESUMO ...t ee ettt ettt nee s s s nenenn s ennn s v
F Y =S 27V TP vii
1. INTRODUGAO ..ottt en ettt n e nn e eenens 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ot 5
3. MATERIAL E METODOS........ooieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ene s e s s 19

3.1. Avaliacdo do efeito da intensidade luminosa e aplicagdo de diferentes
concentracdes de N6-benzilaminopurina sobre a composi¢cao do 6leo essencial
€ ProdUGEO A€ C. CIlTALUS ....eeeeeiieeieeee et 19
3.2 Avaliacao do efeito da intensidade luminosa e freqiiéncia de aplicacao de N6-
benzilaminopurina sobre a composi¢ao do 6leo essencial e producao de C.
CIEFATUS ...ttt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e nn e e e e e aa e 23
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....oooveeeeeceeeceeeeeeeeeee e v en e, 27
4.1 Avaliacdo do efeito da intensidade luminosa e aplicagdo de diferentes
concentracdes de N6-benzilaminopurina sobre a composi¢cao do 6leo essencial
€ ProdUGAO0 € C. CITALUS ....eeeie it a e e 27
4.2 Avaliacao do efeito da intensidade luminosa e freqiiéncia de aplicacao de N6-
benzilaminopurina sobre a composi¢ao do 6leo essencial e producao de C.
071 1 (1 = SRR 37
5. RESUMO E CONCLUSOES ..ottt ses e 45



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e

APENDICE



RESUMO

PRINS, C.L. DSc. Producéo Vegetal. Universidade Estadual do Norte Fluminense.
Fevereiro de 2011. Composi¢do do bleo essencial e producao de Cymbopogon
citratus em resposta a intensidade Iuminosa e aplicagbes de N6-
benzilaminopurina. Orientador: Silvério de Paiva Freitas.

O capim-limédo é uma espécie aromatica cujo Oleo essencial € amplamente
utilizado devido ao intenso aroma de limao. A producao de éleos essenciais pode
sofrer influéncia de fatores ambientais e enddégenos como, por exemplo,
hormdnios vegetais. Hormonios vegetais sdo substancias biossintetizadas pelas
plantas e que possuem fungdes de coordenagdo do crescimento e
desenvolvimento. Dentre os horménios vegetais estd a citocinina, que é
relacionada a diversos processos como percepcao de sinais externos e regulacao
do metabolismo. Diversos trabalhos tém demonstrado que as citocininas podem
afetar a produgédo de 6Oleos essenciais. Este trabalho objetivou avaliar os efeitos
de concentragdes crescentes e freqiéncia de aplicacbes de N6-
benzilaminopurina, uma citocinina sintética, sobre a composi¢cao do 6leo essencial
e producao de Cymbopogon citratus (capim-limao) cultivado em condicées de
campo e sob sombreamento. Foram realizados dois experimentos. No primeiro
avaliou-se o efeito da aplicacdo de N6-benzilaminopurina nas concentragdes de 0;
30; 60; 90; 120; 150 e 180 mg.L™ em plantas cultivadas sob condicdes de campo

e sob sombreamento através de cultivo em casa de vegetagcdo com retencao de

\"



35% acrescida de tela sombrite 50%. Utilizou-se delineamento em blocos
casualizados em esquema fatorial (2 x 7) com cinco repeticoes. Aos sete meses
apo6s o plantio iniciou-se a aplicacdo dos tratamentos. Uma semana apds a
aplicacdo de N6-benzilaminopurna foi realizada a colheita. O material vegetal
colhido foi pesado e submetido a secagem para determinacao de matéria fresca e
seca, respectivamente. Avaliou-se ainda a area foliar, a razdo de peso de folhas e
de perfilhos, a razao de area foliar, o teor de éleo essencial, o teor de citral, o teor
de geraniol e a concentragdo de proteinas totais. Observou-se que o
sombreamento reduziu o crescimento de capim-liméo, especialmente por inibir o
perfilhamento. Nao houve efeito da intensidade luminosa ou das concentracdes
de N6-benzilaminopurina sobre o teor de dleo essencial. O teor de citral e de
geraniol decresceu em resposta a aplicacbes de N6-benzilaminopurina. A
concentracdo de proteinas totais aumentou em resposta a aplicagdes do
hormonio. No segundo experimento avaliou-se o efeito de aplicacbes semanais,
quinzenais e auséncia de aplicacdo de N6-benzilaminopurina sobre a composi¢ao
do 6leo essencial e produgao de Cymbopogon citratus cultivado sob condigdes de
campo e sombreamento. Utilizou-se delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial (2 x 3) com oito repeticbes. Aplicagbes semanais de N6-
benzilmaniopurina apresentaram efeito negativo sobre a area foliar, crescimento
de folhas e teor de clorofila. As trocas gasosas foram negativamente influenciadas
pelo sombreamento, sem efeito de N6-benzilaminopurina. O percentual de 6leo
essencial ndo foi influenciado pelos tratamentos. O teor de geraniol foi superior
sob sombreamento. Os resultados indicam que o sombreamento e aplicacbes
semanais de N6-benzilaminopurina foram prejudiciais ao crescimento de capim-
limdo, no entanto a sintese de O6leo essencial ndo foi prejudicada nessas
condicdes. Por outro lado, o aumento da concentracdo de N6-benzilaminopurina
reduziu o percentual de citral e geraniol no 6leo essencial e aumentou a
concentracdo de proteinas totais em folhas do capim-limdo, indicando que os
efeitos observados podem estar associados a alteracdes na expressao protéica.

vi



ABSTRACT

PRINS, C.L. DSc. Producéo Vegetal. Universidade Estadual do Norte Fluminense.
February, 2011. Essential oil composition and production of Cymbopogon citratus
in response to light gradient and N6-benzylaminopurine application. Advisor:
Silvério de Paiva Freitas.

Lemongrass (Cymbopogon citratus) is an aromatic plant which essential oil is
widely used due its lemon scent. Essential oil production can be influenced by
environmental and endogenous factors as plant hormones. Phytohormones are
compounds biosynthesized by plants and it has growth and development
coordination functions. Among the phytohormones classes there is cytokinin which
is related to a range of processes like external signaling perception and
metabolism regulation. Many works have been showing that cytokinins can affect
essential oil production. In the present work it was aimed to evaluate the effects of
increased concentrations and frequency of application of N6-benzylaminopurine, a
synthetic cytokinin, on essential oil composition and production of lemongrass
grown in field conditions and under shade. With this purpose it was carried out two
experiments. In the first one it was evaluated the effect of N6-benzylaminopurine
application on the following concentrations: 0; 30; 60; 90; 120; 150 and 180 mg.L™
on plants exposed to full sunlight (field conditions) and plants growing in a

greenhouse covered with 35% and 50% woven nylon for sunlight retention. It was
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used randomized blocks design in factorial scheme (2 x 7) with five replications. At
seven months after cultivation it was started N6-benzylaminopurine applications. A
week after applications the plants were harvest. Plant material was weighted for
fresh mass determination and following submitted to drying for dry mass
determination. It was also evaluated leaf area, leaf weight ratio, tiller weight ratio,
leaf area ratio, essential oil, citral and geraniol percentages and total protein
concentration. It was observed that shade reduced lemongrass growth mainly by
tillering inhibition. There was not effect of light gradient or N6-benzylaminopurine
concentrations on essential oil percentage. Citral and geraniol percentage
decreased in response to N6-benzylaminopurine application. The total protein
concentration increased in response to cytokinin treatment. In the second
experiment it was evaluated the effects of weekly, biweekly and absence of
applications of N6-benzylaminopurine on essential oil and production of
lemongrass growing under field conditions and shade. It was used randomized
blocks design in factorial scheme (2 x 3) with eight replications. Weekly
applications showed negative effect on leaf area, leaves growth and chlorophyll
concentration. The gas exchange was negatively affected by shade, without N6-
benzyladenine effects. The essential oil percentage was not influenced by
treatments. The percentage of geraniol was higher under shade conditions. The
results show that shade and weekly applications of N6-benzylaminopurine had
negative effects on lemongrass growth, however, essential oil biosynthesis was
not affected by the treatments. Otherwise, with the increase of N6-
benzylaminopurine application the citral and geraniol percentages in essential oil
were reduced and the total protein concentration in lemongrass leaves rose

indicating that the observed effects can be linked to protein expression alterations.
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1. INTRODUCAO

A producdo de Oleos essenciais, assim como de outros metabdlitos
secundarios, pode ser influenciada por fatores como estadio de desenvolvimento
de toda a planta (vegetativo e reprodutivo), ou de 6rgaos especificos, e por
fatores ambientais (bi6ticos e abidticos).

As mudangas fisiolégicas e bioquimicas que ocorrem durante a ontogenia
da planta regulam de forma programada a expressdo de genes e a atividade de
enzimas envolvidas em rotas do metabolismo secundério. Esta programacao
genética pode ser influenciada por fatores exdégenos que alteram o status
fisioldgico, induzem mudangas bioquimicas e/ou sao sinalizadores que
desencadeiam uma rede de respostas que culminardo na producdo dos
metabdlitos secundarios.

A producdo comercial de 6leos essenciais tem como principal obstéaculo
os efeitos dos fatores ambientais sobre o teor e, principalmente, a composi¢ao
destes. Técnicas de cultivo que permitam producao constante, pouca ou nenhuma
variabilidade na composicéo, associadas a maior produtividade de biomassa sao
desejaveis.

Oleos essenciais sdo constituidos basicamente de monoterpenos, grupo
de compostos de dez carbonos, biossintezados a partir do composto Cs

isopentenil difosfato (IPP). O IPP utilizado para a sintese de monoterpenos €



oriundo, predominantemente, da rota MEP (metileritritol 4-fosfato), que ocorre nos
cloroplastos, cujo precursor é o metileritritol 4-P, sintetizado a partir de
gliceraldeido 3-P e piruvato.

A rota do acido mevaldnico (MVA) no citoplasma também sintetiza IPP e
ha evidéncias de trocas deste composto entre as duas rotas. Consecutivas
ligacées cabega-cauda entre IPPs, catalisadas por preniltransferases originam
monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e politerpenos. A geranil
difosfato sintase produz o geranil, que através de reacdes catalisadas por terpeno
sintases especificas originam os diversos monoterpenos (Rodriguez-Concepcion,
2006; Cheng et al, 2007).

O capim-limdo é uma espécie aromatica cujo 6leo essencial, rico em
citral, € utilizado como aromatizante devido ao intenso aroma de limdo, como
matéria-prima para sintese de vitamina A e de iononas, que sdo substancias com
aroma de violeta utilizada em produtos de limpeza. Também produz geraniol,
utilizado como fixador em perfumes, além de outros compostos minoritarios como
mirceno, que tem sido estudado por suas atividades analgésicas (Budavani et al,
1996; Paumgartten, 2003; Silva et al, 2005).

O capim-limao é cultivado no Sul do Brasil, tem producéo instavel devido
as baixas temperaturas que ocorrem nesta regidao (Gomes et al, 2004). Apresenta
crescimento perene e rusticidade que Ihe confere maior resisténcia a seca,
quando comparado a espécie C. flexuosus, que também produz citral. Além disso,
capim-limado requer ambientes com boa incidéncia de radiacdo solar e
temperaturas diarias de 25 a 30°C (Weiss, 1997). Assim, esta cultura pode ser
uma alternativa agricola para a regiao de Campos dos Goytacazes - RJ, que
possui clima tropical imido com verdao chuvoso, inverno seco e temperatura do
més mais frio em torno de 21°C. A precipitacdo pluvial anual estd em torno de
1.023 mm (Mendongca et al, 2007).

Horménios vegetais sdo substancias biossintetizadas pelas plantas e que
possuem funcdes de coordenacgdo do crescimento e desenvolvimento destas. Ja
o termo “Reguladores vegetais” engloba substancias produzidas naturalmente ou
sintetizadas em laboratorio. Estas ultimas podem ou ndo ser andlogas aos
horménios vegetais, e atuam afetando o desenvolvimento vegetal interferindo na
fisiologia da planta em processos de sintese de outros compostos, no transporte

de substancias pela planta, e que afetardo o desenvolvimento e crescimento dos



vegetais. Para utilizagdo na agricultura a denominagao “reguladores vegetais” &
recomendada devido ao impacto negativo que o termo “hormdnio vegetal” pode
causar ao publico. A aplicagdo destes compostos pode alterar processos vitais ou
estruturais que aumentam a qualidade, a producdo ou facilitam a colheita
(Sanches, 2000).

Dentre os reguladores vegetais esta a citocinina. Descoberta na década
de 50, a citocinina esta associada a processos de proliferacao celular. Avancos
nas dareas de genética e biologia molecular tém permitido obtencdo de
informacbes sobre a biossintese, transporte, reconhecimento e acdo deste
regulador. Os compostos trans-zeatina (tZ), N®-(A%-isopentenil)adenina (iP), cis-
zeatina (cZ) e diidrozeatina (DZ) sao citocininas de ocorréncia natural, sendo tZ e
iP as mais comumente encontradas em plantas. O passo inicial da biossintese de
citocininas € catalisado pela adenosina fosfato-isopentenil transferase (IPT) que
utiliza como substrato dimetilalil difosfato (DMAPP) e adenosina trifosfato (ATP)
ou adenosina difosfato (ADP). A sinalizacdo de citocininas envolve o sistema
regulatério de dois componentes: as proteinas sensoras transmembrana e o0s
reguladores de resposta citoplasmaticos. A sinalizagdo ocorre por fosforilacdo dos
residuos histidina e aspartato dos dois componentes. O transporte se da pelo
xilema, através do fluxo transpiratorio. Alguns processos, nos quais estao
envolvidas as citocininas sao: retardo da senescéncia foliar, sintese de
pigmentos, producdo de cloroplastos, diferenciagcao celular, regulacdo da
expressdao génica e indiretamente influencia a sintese de compostos como
jasmonato e &cido salicilico, ritmo circadiano, funcao dos fitocromos e modulagéo
das respostas a luz (Sano et al, 1996; Brault e Maldiney, 1999; Chernyad ev,
2000; Kulaeva e Kusnetsov, 2002; Chen et al, 2006; Hirose et al, 2007; loio et al,
2007; Naito et al, 2007; Yakir et al, 2007).

A aplicacao de reguladores vegetais visando o aumento da producéo de
Oleos essenciais pode ser verificada in vitro e in vivo. Varios experimentos
indicam efeito positivo da aplicacdo de citocininas na producgao de terpenos (El-
Ketawi e Croteau, 1987a; El-Keltawi e Croteau, 1987b; Decendit et al, 1993;
Farooqi et al, 1993; Stoeva e lliev, 1997; Sudria et al 1999; Khandelwal et al,
2002; Farooqi et al, 2003; Arikat et al, 2004; Sudri& et al, 2004; Papon et al, 2005;
Silva et al, 2005; Weathers et al, 2005; Scravoni et al, 2006; Oudin et al, 2007;

Shah, 2007). No entanto, deve-se considerar que as respostas variam de acordo



com a especie em questdo e estadio de desenvolvimento desta, e de outros
fatores que influenciam a agéo dos reguladores como condigdes ambientais, pH
da solugéo e quantidade do produto aplicado (Sanches, 2000).

O efeito da aplicagao de citocininas sobre a producéo de 6leo essencial
pode estar relacionado a fatores como: aumento da atividade fotossintética como
consequéncia do aumento do numero de cloroplastos e/ou maior sintese de
clorofila; aumento da producado de biomassa; aumento do niumero de estruturas
de armazenamento, que em capim-limao s&o idioblastos localizados no mesofilo
foliar; maior periodo de producdo de o6leos essenciais devido ao retardo na
senescéncia foliar, uma vez que a producao destes compostos ocorre em folhas
jovens; intensificacdo de sinais exdgenos, como por exemplo, luz; ou ainda,
estimulo a atividade de enzimas relacionadas a etapas de biossintese de
monoterpenos.

A avaliacao dos efeitos de citocinina sobre a producao de 6leo essencial
em capim-limdo sob sombreamento possibilitard a aquisicdo de conhecimento
sobre a regulagdo da biossintese de Oleos essenciais, a acado de citocinina em
uma poacea aromatica.

Este trabalho possui como objetivos gerais avaliar o efeito de aplicacdes
de N6-benzilaminopurina sobre a producdo e composicao do 6leo essencial e
crescimento de Cymbopogon citratus.

Os objetivos especificos foram avaliar:

¢ Producgdo de matéria fresca e seca de folhas e perfilhos

e Area foliar

¢ Razao de peso de folhas, razédo de peso de perfilhos e razdo de area foliar
e Esverdeamento de folhas

e Alongamento foliar

e Trocas gasosas

e Teor de dleo essencial

e Teor de citral e geraniol

e Concentragao de proteinas totais



2. REVISAO DE LITERATURA

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, popularmente conhecido como capim-
limao ou “lemongrass”, € uma espécie da familia Poaceae. Essa familia é dividida
em duas grandes subfamilias: Pooieae e Panicoideae, esta ultima consistindo em
3 tribos Paniceae, Maydeae e Andropogoneae. Na tribo Andropogoneae
encontram-se 0s géneros Cymbopogon e Vetiveria. O género Cymbopogon
Spreng. engloba de 50 a 60 espécies de Poaceae tropicais e perenes (Weiss,
1997). De acordo com Gomes e Negrelle (2003), a classificagdo botéanica do

capim-liméo é:

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Poales

Familia: Poaceae (R.BR.) Barnhat

Género: Cymbopogon Spren.

Espécie: Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf



Segundo Weiss (1997), muitas espécies do género Cymbopogon
possuem folhagem aromédtica, sendo esse género o0 mais representativo da
familia Poaceae quanto a producédo de 6leos essenciais, uma vez que poucas
gramineas sao aromaticas. Espécies do género, cujo centro de origem é o
Sudeste Asiatico, sdo cultivadas para extracao de 6leos essenciais da parte aérea
(Ortiz et al., 2002).

E uma planta C4 (Lewinsohn et al., 1998) tipo NADP-ME, ou seja, enzima
malica NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) dependente (Bertea et
al., 2003). Rajendrudu e Das (1981), estudando caracteristicas fotossintéticas de
gramineas tropicais aromaticas, dentre as quais se encontravam espécies do
género Cymbopogon, verificaram que essas apresentaram baixo ponto de
compensagao de CO; (0-5 uL.L™" ). O CO» nao foi limitante com o aumento da
densidade de fluxo de fotons fotossintetizantes. A fotossintese liquida o6tima
ocorre sob altas temperaturas (35°C), as espécies apresentaram também altas
taxas fotossintéticas liquidas (55-67 mg CO, dm™ &rea foliar h™ ou 34-42 umol
CO, m? s™") e pouca ou nenhuma resposta da fotossintese as alteracdes na
concentracao de O..

De modo geral, espécies do género Cymbopogon sao resistentes a seca,
e somente deficiéncias nutricionais severas reduzem significativamente a
produtividade (Ortiz et al., 2002).

E uma planta que cresce formando touceiras de 1 m ou mais de altura.
Apresenta rizomas curtos e inflorescéncias em pares de racimos espiciformes,
terminais, 30-60cm de comprimento, porém raramente floresce, sendo propagada
por divisdo de touceiras (Weiss, 1997; Gomes e Negrelle, 2003). Plantas
cultivadas sobrevivem de 4 a 5 anos. Os perfilhos apresentam coloracéo verde
brilhante, e seu numero afeta significativamente a quantidade de folhas
produzidas. Raizes de C. citratus, embora extensas, ndo sao profundas. De
acordo com Tscherning et al (1995), as raizes concentram-se nos primeiros 30 cm
a partir da superficie do solo.

As folhas possuem bainhas fechadas na base e estriadas, ligula
membranacea ou arida, 4-5mm de comprimento, laminas eretas, planas, ponta
cetacea, aproximadamente 1m de comprimento e 5-15mm de largura. As folhas
sdo longas e estreitas (1x3 m), cespitosas quando jovens e decumbentes na
maturidade (Weiss, 1997; Gomes e Negrelle, 2003).
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A anatomia da lamina foliar revela que o mesofilo € homogéneo,
encontrando-se no lado adaxial as células buliformes, enquanto na regido
mediana situam-se os feixes vasculares maiores, ligados por extensdes de bainha
esclerenquimatica a ambas as faces da epiderme. Entre os feixes vasculares
observam-se trés a cinco pequenos feixes vasculares ligados apenas a epiderme
abaxial. O mesofilo apresenta-se com clorénquima composto por células
pequenas e isodiamétricas. A bainha que envolve o feixe vascular é dupla,
esclerenquimatica e cercada por células com parede espessada uniformemente.
As epidermes sao formadas por células pequenas de parede cutinizada e
consistem de células retangulares longas e curtas, com o eixo paralelo ao
comprimento das folhas. Ocorre presenca de abundantes estdmatos, observados
nas duas faces das folhas. Nas epidermes foram encontrados tricomas
aculiformes, pontiagudos e unicelulares, inseridos na regido das nervuras da
folha. Entre as regides das nervuras encontram-se micro-pélos (Martins et al.,
2004).

Diferentemente de outras plantas arométicas, C. citratus ndo possuli
tricomas glandulares na superficie das folhas. Segundo Lewinsohn et al. (1998), o
Oleo essencial é armazenado em células de 6leo no parénquima das folhas
(idioblastos), as quais tém como caracteristica a pronunciada lignificacdo das
paredes celulares, o que pode estar relacionado a um mecanismo de protecéo do
tecido por meio da formagdo de uma barreira impermeavel que mantém o 6leo
isolado das células adjacentes.

Folhas jovens e em expansao sintetizam e acumulam éleo essencial. Ao
longo do processo de maturagéo a capacidade de biossintese de 6leos essenciais
nas folhas é reduzida. As laminas foliares possuem mais éleo que as bainhas, e
ha aumento de Oleo essencial da base da folha para o &pice. Analises
microscopicas indicam que a producado de 6leo essencial ocorre em células do
parénquima clorofiliano e da bainha do feixe vascular (Weiss, 1997; Lewinsohn et
al, 1998; Ventrella e Ambrésio, 1999; Martins et al, 2004). Em C. flexuosus, Singh
et al (1989) verificaram que a maxima produg@o de Oleo essencial ocorreu em
folhas com 20 dias de idade.

O teor de 6leo essencial obtido de um corte tipico, que inclui colmos e
folhas, pode ser, em média, de 0,25 a 0,35%. Porém, teores acima de 0,60%
podem ser obtidos (Weis, 1997). Em condicbes experimentais, aplicando-se



diferentes niveis de confinamento do sistema radicular, foi observado que os
teores variaram de 0,35% a 0,95%, em plantas cultivadas em vasos de 1,5L e
421, respectivamente (Prins, 2007).

Capim-liméo caracteriza-se pela produgao de éleo essencial com intenso
aroma de limao. Este aroma é atribuido ao citral, que consiste em uma mistura
dos isdbmeros neral e geranial, considerados os constituintes majoritarios do éleo
essencial (Akhila, 1985; Singh-Sangwan et al., 1993). Oleos essenciais que
apresentam acima de 75% de citral sdo considerados de boa qualidade
(Schaneberg e Khan, 2002). Na tabela 1 e figura 1 sdo apresentados os
compostos que podem estar presentes no 6leo essencial de capim-limao de

acordo com Weiss (1997).

Tabela 1: Substancias detectadas em 6leo essencial de C. citratus (Weiss, 1997)

SUBSTANCIA PERCENTUAL
Geranial 45,2 - 55,9
Neral 25-28
Mirceno 8,2-19,2
Geranil Acetato 1,0
Linalol 0,8-1,1
Geraniol 0,5-0,6
6-metilhepta-5-en-2-ona 0,5-2,3
Undecan-2-ona 0,4-0,6
Nerol 0,3-04
Nonanal 0,2-0,7
o - terpineol 0,2-0,3
cis - B - ocimeno 0,2
1,8 cineol 0,2
Borneol 0,1-04
Trans - 3 - ocimeno 0,1-0,2
o - tujona 0,1
Citronelal 0,1
Citronelol 0,1
o - tujeno tracos - 0,1

Limoneno tracos
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Figura 1: Estruturas quimicas de geranial (1), neral (2) e geraniol (3).

Oleos essenciais sdo misturas de compostos volateis e aromaticos,
predominantemente, monoterpenos. Terpenos (ou terpendides) sdo substancias
oriundas da condensacdo de unidades de isopentenil difosfato (IPP) e seu
isbmero dimetilalil difosfato (DMAPP), que possuem cinco carbonos. As
consecutivas condensacoes destes “blocos” de Cs originam o0s grupos de
terpenos: monoterpenos (Cqo), sesquiterpenos (C1s), diterpenos (Coo), triterpenos
(Ca0) e politerpenos (C.40).

Em células vegetais IPP e DMAPP podem ser sintetizados a partir de
duas rotas espacialmente distintas. No citoplasma, IPP/DMAPP sao produzidos
via mevalonato (rota MVA). Nos plastidios, 0 composto que origina IPP/DMAPP é
o metileritritol 4-fosfato (rota MEP). Tem sido verificado que o IPP produzido no
citoplasma é utilizado para produgdo de sesquiterpenos e triterpenos, enquanto
nos plastidios (cloroplastos) sao produzidos monoterpenos, diterpenos e
politerpenos (Rodriguez-Concepcion, 2006; Nagegowda, 2010).

A rota MEP, elucidada ha, aproximadamente, 10 anos, tem sido
amplamente estudada. Essa rota ndo é observada em arqueobactérias, fungos e
animais. Embora genes e enzimas desta rota tenham sido rapidamente

identificados na ultima década, pouco se conhece sobre 0os mecanismos que
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regulam o fluxo metabdlico através da rota, a troca de produtos entre esta e a rota
MVA, e sua coordenacdo com passos posteriores da rota para produgdo de
produtos finais nos plastidios (Rodriguez-Concepcidn, 2006; Ashour et al, 2010).

Além de fatores enddgenos, como estadio de desenvolvimento de toda a
planta (vegetativo x reprodutivo) e de 6rgaos especificos (folha, fruto, flores),
fatores exdgenos (bidticos e abidticos) podem influenciar a produgédo de éleos
essenciais (Sangwan et al., 2001; Lima et al, 2003; Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

De acordo com Singh et al. (1989), em C. flexuosus, a segunda folha (do
interior para o exterior do perfilho) apresentou maior producao de 6leo essencial.
Entre 0 10° e 20° dia de crescimento da folha houve substancial aumento na
quantidade de 6leo essencial. Neral e geranial (citral) também aumentaram até o
20° dia, quando entdao permanecem constantes. Por outro lado, geraniol
aumentou rapidamente e em seguida decresceu. A produgao de 6leos essenciais
em varias espécies, inclusive no género Cymbopogon, esta associada ao periodo
inicial de crescimento (Sangwan et al, 2001).

Leal (1998) avaliando a produgéo de dleo essencial de C. citratus em
funcdo de fatores endbégenos e exdgenos, verificou que houve resposta da
espécie as influéncias estacionais e variacdo de producédo ao longo do dia. De
acordo com o autor o plantio em junho com colheita em outubro proporcionou
maiores rendimentos de 6leo essencial devido ao nivel de radiagédo solar incidente
no periodo, que teria favorecido a atividade fotossintética e, conseqlientemente, o
metabolismo secundario.

As alteracdes sazonais resultantes das mudangas do comprimento do dia
(fotoperiodo) sao reguladas pelo sistema circadiano, enquanto as variacdes
diarias sao controladas pelo relégio circadiano (Yakir et al, 2007).

De acordo com Zheng et al (2006), a luz € o maior fator externo que atua
no controle do ritmo circadiano em plantas superiores.

Em revisdo sobre fatores que regulam a produgédo de 6leos essenciais,
Sangwan et al. (2001) comentam o efeito da modulagéo fotoperiddica e qualidade
da luz. Relatam que em Cymbopogon khasianus foi verificado aumento da
biossintese de citral sob dias curtos. Quanto a qualidade da radiagdo luminosa, 0s
autores observaram que em folhas destacadas de C. flexuosus expostas a luz

vermelha houve aumento de, aproximadamente, 30% na biossintese de éleo
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essencial. Os autores sugerem a participagdo de fitocromos no processo
metabolico de biossintese de 6leos essenciais.

Segundo Rodriguez-Concepcion (2006), a luz esta envolvida na
regula¢do positiva da rota MEP. A luz pode aumentar o fluxo metabdlico, através
do aumento das atividades das enzimas DXR (deoxi-xilulose 5-fostato
redutoisomerase), envolvida nos passos iniciais da rota e, HDS e HDR
(hidroximetilbutenil difosfato sintase e hidroximetilbutenil difosfato redutase),
envolvidas nos passos finais da producao de IPP. Dados apontam para um
modelo de regulagdo mediado por luz durante os estagios iniciais do
desenvolvimento das plantas. Em plantulas cultivadas sob iluminagdo o fluxo
metabdlico na rota MEP aumenta, através de regulacao positiva de genes da rota
e talvez pela atividade de algumas enzimas como aquelas potencialmente
reguladas pelo sistema ferredoxina/tiorredoxina. Pode haver também aumento da
disponibilidade de substratos (gliceraldeido 3-fosfato e piruvato) oriundos da
fotossintese, conseqlentemente elevando a produgéo de IPP e DMAPP.

De acordo com Voirin e Bayet (1996), a luz € um dos mais importantes
fatores na regulagdo da composicéo dos éleos essenciais. Embora as variagdes
na composicao de monoterpenos possam estar ligadas a atividade fotossintética,
nao se deve descartar a influéncia dos fitocromos na regulagao da biossintese de
6leos essenciais.

Rios-Estepa et al (2008) verificaram que em menta a producao de 6leo
essencial foi reduzida em 50% quando as plantas foram mantidas sob baixa
luminosidade (300p mol m?s™).

Plantas que produzem e/ou emitem 6leos essenciais podem apresentar
producédo/emissao regulada por ritmo circadiano. Em Rosa hybrida, Helsper et al
(1998) observaram variagdo da composicdo dos volateis no ciclo de 24 horas.
Relatam que o fator de controle desta periodicidade é a luz, uma vez que plantas
mantidas no escuro emitiram volateis, porém, sem variagdo da composic¢ao.

As plantas possuem mecanismo de aclimatacdo a gradientes de luz que
permite o uso eficiente desta para fotossintese, garantindo assim a sobrevivéncia.
Para tanto, ha um sistema de percepcao do gradiente de luz que traduz os sinais
resultando na apropriada regulacdo das enzimas fotossintéticas e outros
processos associados. A citocinina transportada pelo fluxo xilematico possui

importante funcao neste sistema. Varios mutantes para receptores de citocinina
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apresentaram reducdo da capacidade fotossintética em resposta ao
sombreamento (Boonman and Pons, 2007).

Boonman et al (2007), utilizando tabaco e Arabidopsis, demonstraram que
a distribuicdo de citocininas nestas plantas € regulada pela taxa transpiratoria, e
que este hormonio é responsavel por mediar os efeitos do sombreamento na copa
das plantas, assim como os efeitos de diferentes intensidades de luz, através da
regulacao de genes envolvidos na atividade fotossintética.

Citocininas podem induzir a expressao de varios genes regulados pela luz
(Kieber, 2002). Foram descobertas fungdes da citocinina como produto
intermediario nos processos de desenvolvimento regulados pela luz, como a
diferenciagdo dos cloroplastos, o desenvolvimento do metabolismo autotréfico e a
expansao de folhas e cotilédones (Neto et al., 2004). De acordo com To e Kieber
(2008), citocininas participam da regulagéo do ritmo circadiano e do controle da
atividade do fitocromo.

As citocininas podem, ainda, estimular a sintese de metabdlitos
secundarios, como betacianinas e alcaldides inddlicos (Brault e Maldney, 1999).

Segundo Brault e Maldney (1999), a a¢ao das citocininas pode ser célula-
especifica, podendo estas agir sinérgica ou antagonicamente com outros sinais
enddgenos, como outros hormonios, ou exdgenos, como a luz. Em relacao a luz,
as citocininas podem modular a resposta a este fator, agir em conjunto ou
controlar os mesmos processos que esta, porém de maneira independente. Isto
exemplifica e explica porque as citocininas séo elicitoras de diferentes respostas
biolégicas. As diferentes respostas a citocininas podem estar relacionadas a
diversas rotas de transducao deste hormonio nas células vegetais.

Chen et al (2006) verificaram que houve maior acumulo de antocianina
em plantulas de Arabidopsis sob luz azul, e que a aplicacdo de citocinina
aumentou o acumulo deste composto. Concluiram, ainda, que a luz azul é
reconhecida pelo fotorreceptor criptocromo 1 (CRY 1). Em mutantes que néo
apresentam o fotorreceptor CRY 1 as citocininas cinetina e zeatina nao
apresentaram o efeito positivo sobre o acumulo de antocianina observado em
plantas selvagens. Com isto concluiram que a produgdo de antocianina é
regulada por luz azul e que a citocinina contribui para aumentar o acumulo deste
composto de forma CRY1-dependente. Guo et al (2005) também verificaram que
citocinina modula o sinal de luz para a sintese de antocianina. Naito et al (2007)
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verificaram que luz e citocinina regulam o gene CGA1 (CYTOKININ-
RESPONSIVE GATA FACTOR 1), que codifica o fator de transcricdo GATA,
envolvido na resposta a luz em Arabidopsis thaliana.

Estudos com Lupinus alba L., demonstraram que N6-benzilaminopurina
induziu a sintese do citocromo b559 no escuro e que apdés o acumulo desta
proteina, luz e citocinina causaram efeitos sinérgicos (Chernyad ev, 2000).

A citocinina é um regulador que participa de eventos ao longo de toda a
ontogenia da planta, desde o desenvolvimento do évulo fertilizado até a
senescéncia e morte, estando envolvida em processos como controle da divisao
celular, iniciacdo e crescimento da parte aérea, retardo da senescéncia foliar,
controle do desenvolvimento dos cloroplastos e modulacdo do metabolismo e
morfogénese em resposta a estimulos ambientais (Chenyad ev, 2000; Kieber,
2002; Kulaeva e Kusnetsov, 2002; Hirose et al, 2007). Em tabaco foi verificado
que citocinina participa da regulacado de niveis enddégenos de jasmonato e acido
salicilico, hormdnios vegetais envolvidos na resposta ao estresse (Sano et al,
1996). A citocinina atua em respostas a ataque de insetos, por meio do aumento
do fluxo da rota octadecanoide que origina o jasmonato. Os autores relataram que
a expressao de genes regulados por citocinina também podem ser elicitados por
outros estimulos (Yu e An, 2000).

Altas concentragdes de citocininas resultaram em aumento do diametro
do caule devido ao aumento das células corticais e epidérmicas, houve, ainda,
inibicdo da atividade do meristema apical e aumento da producéo de raizes. Em
cultura de células elevadas concentracées de BAP, promoveram a morte celular
programada, acelerando a senescéncia (Guo et al, 2005; Oliveira et al, 2007).

Por muito tempo acreditou-se que citocininas eram produtos oriundos de
microrganismos rizogénicos, ja que muitos destes, que estdo associados as
raizes, como por exemplo, Bradyrhizobium, Azobacter, Arthrobacter,
Streptomyces, Frankia e fungos micorrizicos, podem sintetizar essas substancias
(Kulaeva e Kusnetsov, 2002).

Na década de 50, Skoog e Miller observaram que o endosperma de coco
era um potente ativador da produgéo de células em cultura de tecidos de tabaco.
Posteriormente identificaram um derivado de adenina como composto ativo, a
cinetina. Em seguida foi isolada a zeatina em endosperma de milho, caracterizada
como a primeira citocinina de ocorréncia natural (Kieber, 2002).
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Em poaceas, citocininas s&o particularmente importantes para o
perfilhamento. Suge e lwamura (1993) verificaram que citocinina (2iP) apresentou
efeito positivo no perfilhamento de cevada (Hordeum vulgare L. cv Chikurin
Ibarage n® 1), enquanto a substancia anticitocinica CCET (4-cloro-2-
ciclobutilamino-6-etilamino-s-triazina) inibiu o perfilhamento da espécie. O
perfilhamento em poaceas € agronomicamente importante, pois 0 aumento da
emissao de perfilhos e o desenvolvimento destes podem resultar em aumento da
produtividade (Harrison e Kaufman, 1980). Esses mesmos autores observaram
que a interacao entre os diversos reguladores vegetais influenciou o perfilhamento
em aveia (Avena sativa L.), sendo a citocinina importante para a iniciagdo do
perfilhamento, enquanto auxina e &cido abscisico atuam como inibidores.
Chenyad'ev (2002) verificou que a aplicacao das citocininas sintéticas tidiazuron
(TDZ), N6-benzilaminopurina e Kartolin-2 aumentou a area foliar especifica em
poaceas.

Citocininas naturais séo derivados de adenina, classificadas de acordo
com a natureza da cadeia na regido N-6, que pode ser isoprendides ou
aromaticas (Spichal et al., 2007).

N6-benzilaminopurina (BAP) €& um andlogo sintético da citocinina,
derivado de purina. Demonstra alta atividade fisiolégica e assim como a cinetina é
amplamente utilizado em estudos in vitro e in vivo. Também tem como
caracteristica ser resistente a acao da citocinina oxidase, enzima responsavel
pela degradacéao das citocininas (Chenyadev, 2002).

O uso de fitorreguladores esta sendo muito utilizado na agricultura devido
as suas influéncias positivas na quantidade e qualidade de producdo. E uma
pratica ja difundida principalmente em paises com pequena extensao territorial,
onde se faz necessario o uso de tecnologia para a obtencdo de maiores
produtividades e de produtos de melhor qualidade. Pouco se conhece, porém,
sobre os efeitos destas substéncias em plantas medicinais e aromaticas (Povh e
Ono, 2006).

Segundo Farooqi e Shukla (1990), reguladores de crescimento vegetal
estimulam o crescimento e a biossintese de terpenos em varias espécies
aromaticas, o que resulta em mudancas benéficas na qualidade e quantidade de
terpenos.
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Em suspenséao de células de Catharantus roseus, Decendit et al (1993) e
Papon et al (2005) observaram que citocinina (zeatina) aumentou a atividade da
enzima geraniol 10-hidroxilase, que atua na rota de sintese da porcao terpénica
dos alcaldides indolicos encontrados na espécie, como ajamalicina, serpentina e
catharantina. Oudin et al (2007) também verificaram que a adicao de citocinina ao
meio de cultura aumentou a producdo de alcaldéides que possuem cadeia
terpénica.

No cultivo in vitro de Lavandula dentata L. a aplicacdo de 0,1 mg.L™" de
citocinina (BAP) no meio de cultura apresentou efeito positivo na capacidade de
producao e/ou acumulo de 6leo essencial. O aumento foi de 150% em relacao ao
controle. Quanto as glandulas, citocinina influenciou o desenvolvimento destas,
retardando o estagio pds-secretorio . A constituicao quimica do 6leo essencial nao
foi alterada, sendo mantidos os compostos majoritarios, que representam 80% da
composicao do oleo (1,8-cineol, fenchol, canfora e borneol). No entanto, a
aplicacdo de citocinina resultou em aumento do percentual de canfora e
decréscimo de 1,8-cineol. A atividade da 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase (enzima envolvida na rota MVA), também apresentou
aumento (140%) no tratamento com citocina. O aumento da atividade da HMG-
CoA redutase nao esta diretamente relacionado ao aumento da producgéo de éleo,
mas sim ao aumento de todo o metabolismo da planta, o que requer fornecimento
de produtos oriundos da rota em questdo para o metabolismo primario. Quanto a
alteracdo da composicdo pode ter ocorrido uma influéncia do regulador de
crescimento sobre as atividades das enzimas envolvidas (Sudria et al 1999).

Stoeva e lliev (1997) aplicando citocininas (4PU-30 — 25 e 50 mg.L™;
DROPP — 50 E 100 mg.L'") em menta [Mentha spicata (L.) Huds. cv. CS-87],
observaram variacdo na composicdo do 6leo essencial, como aumento de 1,8-
cineol, e reducao de carvona.

Arikat et al (2004) observaram que em sdlvia cultivada in vitro houve
maior teor de 6leo essencial, que em plantas cultivadas em casa-de-vegetacao.
Os autores atribuem esta resposta a influéncia da citocinina no meio de cultura.

Plantas de lavanda cultivadas in vitro durante 8 semanas e com 0,1 mg.L™
de BAP apresentaram maior numero de folhas, e estas tinham verde mais intenso
que as plantas controle. BAP também retardou o envelhecimento das plantas. O
nuamero de glandulas na superficie das folhas de plantas tratadas com BAP foi
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menor, no entanto, estas ndo estavam rompidas. Isto foi atribuido ao retardo na
diferenciagdo, o que manteve as glandulas no estadio pré-secretorio. No
experimento também foi aplicada auxina (acido indolbutirico - IBA). Assim como
para BAP plantas tratadas com auxina apresentaram menor numero de glandulas,
porém grande numero de glandulas estava rompido (estagio pés-secretério),
indicando que a auxina acelerou a diferenciacdo destas. A adicdo de BAP no
meio reduziu o tamanho das células do mesofilo e aumentou a quantidade de
cloroplastos. Em plantas que receberam 0,1 mg.L" de BAP foi observado grande
nuamero de goticulas de 6leo no cloroplasto (Sudria et al, 2004).

Melissa officinalis cultivada em meio de cultura por 60 dias com adicao de
auxina e citocinina (acido inddlacético (IAA)11,42 umol/L e BAP 8,87 umol/L e
IAA+BAP), apresentou aumento de 1,4 vezes na proporgcao de nerol e 4,1 vezes
de geraniol. Enquanto plantas crescidas no meio de cultivo controle e ex vitro
apresentaram maior percentual de neral e geranial. Foi sugerido que os
reguladores adicionados ao meio de cultura inibiram a redugdo de alcodis a
aldeidos (Silva et al, 2005).

A adigao de 2iP [6-(y,y-dimetilalilamino)purina] em cultura de raizes de
artemisia (Artemisia annua) resultou em aumento de artemisinina (Weathers et al,
2005).

A resposta a citocinina em cultura de tecidos é bem conhecida. No
entanto, a resposta de toda a planta ainda é inespecifica e generalizada.

De acordo com Farooqi et al (2003), reguladores de crescimento vegetal
sdo comumente utilizados para aumentar a produtividade de menta (Mentha sp.).
Na espécie M. arvensis a maturagdo das folhas leva a uma instabilidade na
producdo de biomassa e de Oleo essencial. Estes autores observaram que
aplicacdo de cinetina (200 mg.Kg"') durante o cultivo das cultivares “Shivalik’,
‘Kosi’, "Himalaya™ e "Kalka™ resultou em reducao da abscisédo foliar, aumento da
area foliar, da producdo de biomassa e da produgdo de 6leo essencial. No
entanto, o aumento do conteudo de 6leo essencial foi devido ao aumento da
biomassa. A aplicacao de cinetina também resultou em aumento do conteudo de
clorofila e decréscimo da atividade da peroxidase, sendo este conjunto de fatores

responsaveis pelo retardo na senescéncia das folhas.
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A aplicacdo exogena de citocinina em Nigella sativa, planta medicinal e
aromatica, estimulou a expansao da area foliar, acimulo de clorofila e ontogénese
de plastidios, assim como a producado de matéria seca. O autor verificou que a
resposta a aplicacdo de citocinina varia com a idade da planta, sendo mais
eficiente na fase vegetativa (Shah, 2007).

Khandelwal et al (2002) observaram aumento da produgdo de Oleo
essencial em henna (Lawsonia inermis L.) submetidas a aplicagdo de 2000
mg.Kg' de tiouréia.

Em experimento com aplicagdo exégena de citocinina (BAP — 50 mg.L™") a
cada quinze dias foi observado que houve aumento da massa seca em Mentha
piperita L. A época da aplicagdo nao influenciou o rendimento do éleo, porém
alterou a composicao do 6leo essencial (Scravoni et al, 2006).

El-Ketawi e Croteau (1987a), aplicaram diferentes fontes de citocininas
(cinetina, difeniluréia, benzilaminopurina e zeatina) em concentragdes de 1-10
mg.Kg' em espécies da familia Lamiaceae (Mentha piperita, M. spicata, M.
suaveolens, Salvia officinalis e Lavandula vera). Verificaram que cinetina e
difeniluréia foram as mais efetivas no aumento da produgcédo de éleo essencial.
Embora tenham sido detectadas alteragbes dos monoterpenos oxigenados, as
citocininas nao alteraram drasticamente a composicdo do 6leo essencial das
espécies estudadas. Houve redugéo do teor de alguns compostos, no entanto os
niveis absolutos aumentaram. De acordo com os autores o efeito primario das
citocininas foi o estimulo da concentragdo de monoterpenos. Os efeitos da
cinetina e da difeniluréia foram maiores que aqueles atribuidos a efeitos
relacionados a alteracdao do crescimento e desenvolvimento, ou na formacgéao e
densidade de glandulas, assim foi sugerido que houve efeito no metabolismo.
Para avaliar esta hipotese foram extraidas enzimas que participam da rota de
sintese de compostos de Salvia officinalis e M. piperita em pontos chave. Foi
observado que a atividade das enzimas analisadas (bornil pirofosfato ciclase de
S. officinalis e limoneno ciclase de M. piperita) foi maior em plantas tratadas com
10 mg.Kg' de difeniluréia que em plantas nao tratadas. Assim os autores
concluem que a aplicagdo foliar de citocinina estimulou o acumulo de dleos
essenciais, ao menos em parte, devido ao efeito direto no metabolismo dos
monoterpenos.



18

O estresse salino causou redugdao da producdo de 6leo essencial em
Mentha spicata e Majorana hortensis. Aplicagbes de citocininas (difeniluréia e
zeatina — 10 mg.Kg™') em plantas sob estresse salino resultaram em reversao da
inibicdo do crescimento e restaurou a producdo de dleo essencial em niveis
semelhantes aos das plantas controle (El-Keltawi e Croteau, 1987b).

Faroogi et al (1993) aplicaram cinetina em Rosa damascena nas
concentracdes de 5 mg.L" e 20 mg.L™". A concentragdo de 5 mg.L™" aumentou a
producao de citronelol + geranil acetato em 8% no primeiro ano de aplicacédo e
20%, no segundo ano. Para estes mesmos compostos 0 aumento foi de 13 e
24%, quando foi utilizada 20 mg L™ no primeiro e segundo ano, respectivamente.

Figueiredo et al (2006) nao verificaram efeito da aplicacao de reguladores
vegetais em diferentes épocas do ano em C. citratus. Houve efeito apenas das
épocas de colheita, onde os maiores teores foram obtidos no inverno. De acordo
com os autores, este resultado foi devido a reducdo da temperatura nesta
estacdo, o que se caracteriza como fator de estresse e que como resposta as
condi¢cdes desfavoraveis a espécie apresentou aumento da produgdo de d6leos

essenciais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Avaliacdo do efeito da intensidade luminosa e aplicacdo de diferentes
concentragdes de N6-benzilaminopurina sobre a composicdo do 6leo essencial e

producédo de C. citratus

O experimento foi conduzido na Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UAP/CCTA/UENF), situada na cidade de Campos dos
Goytacazes — RJ (21°45.229'S 41°19.538'0), no periodo de janeiro de 2009 a
agosto de 2010. A regido apresenta clima tropical umido com verdo chuvoso,
inverno seco e temperatura do més mais frio em torno de 21°C. A precipitacao
pluvial anual é de 1.023 mm em média (Mendonca et al, 2007).

As mudas de capim-limao (Cymbopogon citratus — n°® de tombo 436381,
Jardim Botanico do Rio de Janeiro/RJ) foram obtidas através de propagacao
vegetativa (divisdo de touceiras) utilizando-se como matrizes plantas da coleg¢ao
de plantas medicinais da UAP/CCTA/UENF.
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As plantas foram cultivadas em vasos de 42 L preenchidos com substrato
composto por mistura de solo, areia e esterco bovino curtido, na propor¢céo de
1:1:1 v/v. Utilizou-se uma planta por vaso. Os vasos foram dispostos no campo no
espagamento de 1 x 1 m.

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial
(2 — ambiente de cultivo x 7 — concentragbes de N6-benzilaminopurina) com cinco
repeticoes.

O experimento foi conduzido durante os meses de janeiro a agosto de
2009, totalizando 210 dias. As plantas foram cultivadas em dois ambientes:
condicdes de campo (SOL), no qual os vasos foram dispostos no campo e
sombreado (SOMBRA), com cultivo em casa de vegetacao revestida com tela do
tipo sombrite de 35%, acrescida de tela sombrite 50%.

A radiagdo média, verificada com aparelho de medida de fluxo de fétons
fotossintéticos (Quantum Meter, Spectrum Technologies, Modelo LQS-QM) na
condicdo de campo foi de 1210 umol m? s™'. No interior da casa de vegetagdo
com o uso da cobertura a radiagdo solar média foi de 183 umol m? s, o que
representa reducao de, aproximadamente, 85%.

Aos 203 dias apds o plantio, aproximadamente 7 meses, realizou-se a
aplicacdo da citocinina sintética N6-benzilaminopurina (BAP), fornecida pela
empresa Microbioldgica, nas seguintes concentragdes: 0; 30; 60; 90; 120; 150 e
180 mg.L™". Cada planta recebeu uma unica aplicagdo de 50 mL da solucdo BAP
acrescida de 3-4 gotas de Tween 80 uma semana antes da colheita pela manha
(8h). Nas plantas controle foram aspergidos apenas 50 mL de agua deionizada
acrescida de 3-4 gotas de Tween 80. Para as aplicagcbes foram utilizados
pulverizadores manuais Utrajet 500 mL, marca Guarany®.

Para evitar a perda de agua por evaporacao utilizou-se palhada como
cobertura morta na superficie dos vasos. As plantas cultivadas em condi¢des de
campo foram irrigadas diariamente, exceto nos periodos chuvosos, com volume
médio de 5,2 mm/dia. As plantas cultivadas em casa de vegetacao foram irrigadas
diariamente com volume médio de 4 mm/dia. O percentual de umidade (peso) do
substrato foi de 31,5%, em média. Os vasos foram monitorados quanto a
ocorréncia de plantas invasoras, sendo estas retiradas manualmente quando
necessario. Os dados climaticos dos periodos experimentais encontram-se no
apéndice (Figuras 1A, 2A, 3A, 4A, 5A e 6A).



21

Inicialmente foram colhidas as folhas com corte a 20 cm da superficie do
substrato e em seguida foram colhidos os perfilhos. Todo o material foi levado ao
laborat6rio para pesagem e determinagdo da matéria fresca total (MFT), matéria
fresca de folhas (MFF) e matéria fresca de perfilhos (MFP).

Em seguida foram separadas 25 folhas, que foram pesadas e levadas
para medida da area foliar em um medidor de area foliar Modelo 3100 Li-Cor
(Setor de Fisiologia Vegetal do Laboratério de Melhoramento Genético —
CCTA/UENF). Apo6s determinacao da area foliar, as folhas foram levadas para
secagem (70°C) em estufa com circulacao forcada de ar por uma semana. Apds
esse periodo o material foi pesado diariamente, sendo considerado peso
constante ap6s trés medidas consecutivas sem variacao do peso. A determinacao
da &rea foliar total foi realizada conforme descrito por Benincasa (2003).

Para determinagdo da matéria seca de folhas foram obtidas cinco
amostras de 10 g de folhas frescas. A matéria seca de perfilhos foi obtida através
de 3 amostras de 10 g de perfilhos frescos. As amostras de folhas e perfilhos
foram submetidas a secagem como descrito anteriormente para as amostras
destinadas a determinacdo da area foliar. Ap6s obtencdo do peso seco das
amostras de folhas e perfilhos foi feito o célculo da matéria seca de folhas e
perfilhos utilizando-se como referéncia a matéria fresca destes previamente

avaliada, conforme a férmula:
{[(Peso fresco total X) * (Peso seco da amostra X)] / (Peso fresco da amostra X)}
onde,
X = folhas ou perfilhos

Foram avaliadas ainda as razdes de peso de folhas e de perfilhos
calculadas através da razdo entre a massa seca de folhas ou de perfilhos e a
massa seca total (1) e razdo de area foliar, que consiste na razéo entre a area

foliar total e a matéria seca total (2) (Benincasa, 2003).

[(Matéria seca de X) / (Matéria seca total)] (1)
[(Area foliar total) / (Matéria seca total)] (2)
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onde,
X= folhas ou perfilhos

Para a extracdo do éleo essencial utilizou-se, aproximadamente, 100g de
folhas frescas. Foi utilizada a técnica de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger.
O tempo de extracdo foi de 2h contadas a partir do inicio da coleta de éleo
essencial e hidrolato no tubo coletor. Ao término da extracdo a fase superior de
material do tubo coletor, correspondente ao éleo essencial, foi coletada com
auxilio de uma pipeta graduada. Determinou-se a massa de 6leo extraido. O teor
de 6leo essencial foi determinado dividindo-se a massa de 6leo obtida pela massa
de material utilizado (seca), em seguida multiplicando-se o valor por 100,
obtendo-se assim o percentual. O 6leo essencial foi armazenado em freezer (-18
°C) para posterior avaliagdo da composigcao quimica.

A composicao quimica do 6leo essencial obtido em plantas tratadas com
0; 60; 120 e 180 mg.L " de BAP foi analisada através de cromatografia gasosa em
cromatdgrafo a gas acoplado a espectrémetro de massas Shimatzu 17A (Setor de
Quimica de Produtos Naturais do Laboratério de Ciéncias Quimicas -
CCT/UENF). Foram quantificados os teores de citral (neral e geranial) e geraniol.
Para determinacdo das concentragdes dessas substancias no 6leo essencial foi
utiizado o método de calibracdo externa com uso dos padrdes citral (95%,
mistura cis/trans — Sigma Aldrich) e geraniol (P.A. Sigma Aldrich). O solvente
utilizado para diluicdo dos padroes e amostras de 6leo essencial foi hexano. As
caracteristicas do método utilizado na andlise cromatografica foram: coluna
capilar DB5 de 30 m e 0,25 mm de diametro interno, temperatura do injetor 200°C,
temperatura inicial da coluna de 50 °C, temperatura final da coluna 230 °C, taxa de
15 °C/ minuto, presséo inicial 87,5 KPa, pressao final 171 KPa, taxa 7 KPa/minuto,
temperatura do detector 230 °C, raz&o de split 1:20, solvent cut de 3 minutos.

A extracdo e a quantificagdo de proteinas totais foram realizadas no
Laboratorio de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Biologicas da UENF.
Amostras de 200 mg de matéria fresca (MF) de folhas oriundas de plantas
tratadas com 0; 60 e 180 mg.L"' de BAP foram maceradas em N liquido,
ressuspendidas em tampao TCA/Acetona (20% tampéo &cido tricloroacético TCA,
0,2%de dithiotreitol (DTT), 1mM de fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) 5 pM de
pepstatina) e incubadas por 12h a -20°C. ApoOs essa etapa, as amostras foram
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centrifugadas a 12000 g por 30 min, o pellet coletado e lavado por trés vezes com
acetona gelada, em seguida o pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampao uréia/
tiouréia e centrifugado a 12000 g por 5 min, a 4°C. A concentragcdo de proteinas
foi determinada com o kit 2D-Quant (GE-Healthcare®) que utiliza albumina de
soro bovino (BSA) como padrao. A leitura da absorbancia de cada amostra e das
concentragdes de proteinas utilizadas como padréo foi realizada a 480 nm em
leitor de microplacas. A partir da curva padrao obtida foram determinadas as

concentragoes de proteinas nas amostras.

3.2 Avaliacao do efeito da intensidade luminosa e freqiiéncia de aplicacdo de N6-
benzilaminopurina sobre a composicdo do éleo essencial e producdo de C.

citratus

O experimento foi conduzido na Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UAP/CCTA/UENF), situada na cidade de Campos dos
Goytacazes — RJ (21°45.229'S 41°19.538'0), no periodo de novembro de 2009 a
junho de 2010. A regido apresenta clima tropical umido com verdo chuvoso,
inverno seco e temperatura do més mais frio em torno de 21°C. A precipitacao
pluvial anual é de 1.023 mm em média (Mendonca et al, 2007).

As mudas de capim-limao (Cymbopogon citratus) foram obtidas através
de propagacao vegetativa (divisao de touceiras) utilizando-se como matrizes
plantas da colecao de plantas medicinais da UAP/CCTA/UENF.

As plantas foram cultivadas em vasos de 42 L preenchidos com substrato
composto por mistura de solo, areia e esterco bovino curtido, na proporcéo de
1:1:1 v/v. Utilizou-se uma planta por vaso. Os vasos foram dispostos no campo no
espagamento de 1 x 1 m.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
(2 — ambiente de cultivo x 3 — freqUéncia de aplicagao), com oito repetigcbes.

O experimento foi conduzido durante os meses de novembro a junho de
2010, totalizando 203 dias. As plantas foram cultivadas em dois ambientes:
condi¢gdes de campo (SOL), no qual os vasos foram dispostos no campo e
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sombreado (SOMBRA) com cultivo em casa de vegetacao revestida com tela do
tipo sombrite de 35%, acrescida de tela sombrite 50%.

A radiagdo média verificada com equipamento de medida de fluxo de
fétons fotossintéticos (Quantum Meter, Spectrum Technologies, Modelo LQS-QM)

na condicido de campo foi de 1063,89 umol m? s™.

No interior da casa de
vegetacdo com o uso da cobertura extra a radiagdo solar média foi de 162 umol
m?s™, o que representa reducéo de, aproximadamente, 85%.

Para evitar a perda de agua por evaporagao utilizou-se palhada como
cobertura morta na superficie dos vasos. As plantas cultivadas em condi¢des de
campo foram irrigadas diariamente, exceto nos periodos chuvosos, com volume
médio de 5,2 mm/dia. As plantas cultivadas em casa de vegetacao foram irrigadas
diariamente com volume médio de 4 mm/dia. O percentual de umidade (peso) foi
de 31,5%, em média. Os vasos foram monitorados quanto a ocorréncia de plantas
invasoras, sendo estas retiradas manualmente quando necessario. Os dados
climaticos dos periodos experimentais encontram-se no apéndice (Figuras 1A, 2A,
3A, 4A, 5A e 6A).

Aos 175 dias apds o plantio, aproximadamente 6 meses, iniciou-se a
avaliagédo da freqUiéncia de aplicacdo de BAP. Quatro semanas antes da colheita
foram aplicados os tratamentos. Cada planta recebeu 50 mL de solucao de BAP
(60 mg.L'") acrescida de 3-4 gotas de Tween 80. A solugédo foi aplicada com
pulverizadores manuais Utrajet 500 mL, marca Guarany®. As plantas controle
receberam apenas 50 mL de agua deionizada acrescida de 3-4 gotas de Tween
80.

Apos o inicio das aplicagdes foi realizada semanalmente avaliacao do
crescimento das laminas foliares para determinacdo do alongamento foliar. Em
cada planta foi selecionado um perfilho no qual foi medido o comprimento da
nervura central da folha emergente. As medidas foram realizadas semanalmente,
sempre na mesma folha, no sentido do apice até a bainha da primeira folha
completamente expandida, identificada por apresentar ligula exposta.

No dia da colheita, pela manha, realizou-se avaliagdo da atividade
fotossintética através de analisador de gas no infravermelho (IRGA) com camara
de 225 mL cedido pelo setor de Fisiologia Vegetal do Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal/ CCTA/UENF. Foi selecionado um perfilho por
planta buscando-se padronizar a posicao deste na planta. Foi utilizada a regiao
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mediana da terceira folha do perfilho selecionado para as avaliagbes. As
avaliagGes foram realizadas sob luz natural com intensidade luminosa de 918,77 e
85,90 umol.m2.s™, para condicdo de campo e sombreado, respectivamente.

Foram realizadas também medicbes do esverdeamento das folhas, como
indicador do teor de clorofila, utilizando-se o aparelho medidor de clorofila SPAD
(Soil Plant Analysis Development - Minolta). As avaliagdes foram feitas nas folhas
previamente selecionadas para avaliacdo do alongamento foliar. O valor SPAD
utilizado foi resultante da média de trés medidas ao longo da Iamina foliar, porgao
basal, mediana e apical.

Foram colhidas apenas as folhas a uma distancia de 20 cm da superficie
do substrato. Apos a colheita o material foi levado ao laboratério para pesagem e
determinagcdo da matéria fresca de folhas. Em seguida foram separadas 10
folhas, que foram pesadas e em seguida utilizadas para determinagéo da area
foliar em um medidor de area foliar Modelo 3100 Li-Cor (Setor de Fisiologia
Vegetal do Laboratorio de Melhoramento Genético — CCTA/UENF). Apds
determinacdo da area foliar, as folhas foram levadas para secagem (70°C) em
estufa com circulacdo forcada de ar por uma semana. Apds esse periodo o
material foi pesado diariamente, sendo considerado peso constante apds trés
medidas consecutivas sem variacao do peso. Apds a completa secagem foi
calculada a area foliar por planta de acordo com descrito por Benincasa (2003).

Uma amostra de 60g de folhas frescas foi utilizada para determinagao da
matéria seca de folhas. A amostra foi submetida a secagem sob as mesmas
condi¢des descritas para determinacdo da area foliar. A matéria seca de folhas

foi determinada através da férmula:

{[(Peso fresco total X) * (Peso seco da amostra X)] / (Peso fresco da amostra X)}
onde,

X = folhas
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O restante da matéria fresca colhida foi submetido a secagem (40°C) em
estufa com circulacao forcada de ar até peso constante, determinado apos trés
pesagens consecutivas sem variagao de peso.

A extracdo do O6leo essencial foi realizada atraves da técnica de
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger. A extracao teve duracado de 2h contadas
a partir do inicio do acumulo de 6leo essencial no tubo coletor do aparelho. Ao
término da extracao a fase superior de material do tubo coletor, correspondente
ao 6leo essencial, foi coletada com auxilio de uma pipeta graduada. Determinou-
se a massa de 0Oleo extraido. O teor de 6leo essencial foi determinado de acordo

com a férmula:

[(Massa de 6leo essencial) / (Massa de material vegetal)] * 100

O dleo essencial foi armazenado em freezer (-18 °C) para posterior
avaliagdo da composi¢ao quimica.

A composicdo quimica foi realizada por meio de cromatografia gasosa
(Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro).
Foram quantificados os teores de citral (neral e geranial) e geraniol. Para
determinagdo das concentracoes dessas substancias no 6leo essencial foi
utiizado o método de calibracdo externa com uso dos padrdes citral (95%,
mistura cis/trans — Sigma Aldrich) e geraniol (P.A. Sigma Aldrich). O solvente
utilizado para diluicdo dos padroes e amostras de 6leo essencial foi hexano. As
caracteristicas do método utilizado na andlise cromatografica foram: coluna
capilar DB5 de 30 m e 0,25 mm de diametro interno, temperatura do injetor 200°C,
temperatura inicial da coluna de 50 °C, temperatura final da coluna 230 °C, taxa de
15 °C/ minuto, presséo inicial 87,5 KPa, pressao final 171 KPa, taxa 7 KPa/minuto,

temperatura do detector 230 °C, raz&o de split 1:20, solvent cut de 3 minutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo do efeito da intensidade luminosa e aplicagdo de diferentes
concentragdes de N6-benzilaminopurina sobre a composicdo do 6leo essencial e

producéo de C. citratus

Na tabela 2 sdo apresentados os valores médios de produgcédo de matéria
fresca e seca total, de folhas e de perfilhos. Nao houve efeito das concentragbes
de N6-benzilaminopurina (BAP) aplicadas sobre o crescimento de capim-lim&o.
No entanto, houve efeito significativo dos ambientes de cultivo sobre as
caracteristicas avaliadas (Tabela 2).



28

Tabela 2: Médias de matéria fresca total (MFT), matéria fresca de folhas (MFF),
matéria fresca de perfilhos (MFP), matéria seca total (MST), matéria seca de
folhas (MSF), matéria seca de perfilhos (MSP) de capim-limdo em resposta ao
cultivo em condigcdes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA) em
Campos dos Goytacazes/RJ no periodo de janeiro a agosto de 2009

AMBIENTES —_MFT MFF MFP !\1/IST MSF MSP
-------------------- g.planta” --------------mo—-

SOL 1566,91* 683,91 883" 437,65" 221,19" 216,46"

SOMBRA 517,198 264,228 252978 118,158 78,06 40,09°

CV (%) 20,45 20,63 22,88 19,99 2526 22,61

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas na vertical nao diferem entre si pelo teste Tukey a
5%.

Tabela 3: Médias de razao de peso de folhas (RPF), razdo de peso de perfilhos
(RPP), area foliar (AF) e razdo de area foliar (RAF) de capim-lim&o em resposta
ao cultivo em condi¢cdes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA) em
Campos dos Goytacazes/RJ no periodo de janeiro a agosto de 2009

RPF__RPP__AF  RAF

1 2

AMBIENTES P
9.9 m’ _ m°g

SOL 0,50° 0,50" 1,75 0,008°
SOMBRA 0,66 0,34% 0,98 0,012%
CV (%) 13,50 18,46 27,99 16,32

Médias seguidas das mesmas letras mailusculas na vertical ndo diferem entre si pelo teste Tukey a
5%.

Observa-se que o nivel de sombreamento utilizado nesse experimento
resultou em inibicdo do crescimento das plantas. Na tabela 1 verifica-se que a
producdo de matéria fresca total foi, aproximadamente, 67% menor em plantas
cultivadas na sombra quando comparadas as plantas cultivadas em condicdes de
campo. A reducao de producdo de matéria seca sob sombreamento foi de 73%,
em média, sendo o efeito negativo do sombreamento mais acentuado sobre os
perfilhos, cuja reducéo foi de 81,48% se comparado a producdo de matéria seca

de perfilhos em plantas cultivadas em condi¢cdes de campo.
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A relagédo entre matéria seca de folhas e matéria seca de perfilhos (g/g) é
de 1 em plantas cultivadas em condigcbes de campo, enquanto em plantas
sombreadas essa relagdo é de 1,9. Esses valores, associados aos resultados
obtidos quanto a produgédo de matéria fresca e seca, indicam que o principal efeito
do sombreamento, em termos de crescimento do capim-limao, ocorreu sobre o
perfilhamento. Observa-se ainda que, em plantas sombreadas as folhas
contribuem expressivamente para a massa total. Isso pode ser visualizado
através da razdo entre a matéria seca de folhas e a matéria seca total ou razédo de
peso de folhas (RPF), que foi de 0,66 (Tabela 3).

Martuscello et al (2009) verificaram que espécies do género Brachiaria
apresentaram reducao linear do numero de perfilhos por planta em resposta ao
aumento do nivel de sombreamento. Segundo os autores, a menor intensidade de
radiacdo e a reduzida relagcdo vermelho/vermelho distante inibiram o
perfilhamento. Ainda de acordo com os autores a alocagdo de fotoassimilados
para perfilhos em plantas sombreadas € menor. A menor incidéncia de luz nas
gemas também €& um fator associado a reducao do perfilhamento, ja que a luz é
um estimulo ao crescimento de novos perfilhos (Vieira e Mochel Filho, 2010).

De acordo com Doust (2007), a ramificacdo vegetativa em poéceas é
sensivel a variagdes ambientais. A regulacdo da iniciacdo do crescimento nos
meristemas axilares esta sob regulagdo hormonal, particularmente o balanco
entre auxina e citocinina. Segundo Kebrom et al (2010), o controle hormonal do
perfilhamento tem sido investigado em varios trabalhos e as pesquisas sugerem
qgue a auxina atua controlando o crescimento dos perfilhos indiretamente através
da redugcdo da expressdo da enzima adenosina fosfato isopenteniltransferase
(IPT) presente na rota de biossintese de citocinina. No presente trabalho nao foi
verificado efeito de citocinina sobre o perfilhamento das plantas.

Em arroz o gene OsTB1 suprime o perfilhamento, sendo seus efeitos
relacionados a resposta ao sombreamento. O TB1 (TEOSINE BRANCHED 1)
esta relacionado com a resposta ao sombreamento, com crescimento onde ha
alongamento dos interndédios e supressdo da ramificacdo. Essa resposta é
iniciada pela percepgao da planta de um decréscimo da razdo vermelho: vermelho
distante. Estudos sugerem que os fitocromos estdo envolvidos no controle do
gene TB1 e na iniciagdo do crescimento dos meristemas. Em sorgo cultivado com

luz vermelho-distante suplementar observou-se aumento da expressao do gene
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TB1. O gene TB1 codifica proteina da familia de fatores de transcricdo TCP, que
estdo associados ao controle do ciclo celular e da divis&o celular (Doust, 2007).

Em relagdo a area foliar, observou-se que plantas cultivadas em
condicbes de campo apresentaram, aproximadamente, o dobro da area de
plantas cultivadas sob sombreamento. Esse resultado foi associado a maior
producédo de folhas (Tabela 3).

Quanto ao teor de Oleo essencial ndo foi verificada resposta aos
tratamentos aplicados. O teor médio em plantas cultivadas em condi¢cées de

campo e sob sombreamento foi de 1,06 e 1,09 %, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4: Médias de teor de Oleo essencial de capim-limdo em resposta a
aplicagbes de concentracdes crescentes de N6-benzilaminopurina (BAP) e ao
cultivo em condi¢gbes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA) na cidade
de Campos dos Goytacazes/RJ no periodo de janeiro a agosto de 2009

CONCENTRACOES AMBIENTES MEDIAS
DE BAP (mg.L™") SOL SOMBRA

0 1,10 1,38 1,24~
30 1,15 0,90 1,034
60 0,92 1,18 1,054
90 1,10 0,81 0,96
120 0,88 1,06 0,974
150 1,13 1,46 1,30°
180 1,12 0,92 1,024
. 1,062 1,102

MEDIAS 108

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas na vertical e minUsculas na horizontal ndo

diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

A regulacao da biossintese de 6leos essenciais € complexa e depende de
diversos fatores. O controle genético e a interacdo deste com o ambiente sao
determinantes para a producao de 6leos essenciais, uma vez que esta classe de
metabdlitos esta associada a resposta da planta ao meio no qual essa desenvolve
(Sangwan et al, 2001; Gershenzon, 1994). No entanto, a associacao direta entre
fatores de estresse e aumento ou reducdo da biossintese de metabdlitos
secundarios nédo € adequada, pois a resposta as alteragdes ambientais depende
de diversos fatores como: a magnitude e duracao da alteracao e, especialmente,
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o comportamento de cada espécie diante das mudangas do ambiente, pois 0s
mecanismos de percepgao e reagdo ao estresse sao especificos. Espécies como
Ocimum selloi (alfavaquinha) (Gongalves et al, 2003), Aloysia gratissima
(alfazema do Brasil) (Pinto et al, 2007), Lippia citriodora (cidrao) (Gomes et al,
2009) e Hyptis marrubioides (hortela do campo) (Sales et al, 2009) nao
apresentaram alteragdo da produgdo do Oleo essencial em resposta ao
sombreamento.

Para o capim-limdo, nas condicbes experimentais utilizadas, o
sombreamento nao alterou o percentual de Oleo essencial, indicando que a
espécie possui mecanismos de manutencdo de producdo sob ambiente com
reduzida disponibilidade de radiacao solar.

Algumas teorias foram desenvolvidas para explicar o controle da
biossintese de metabdlitos secundarios (Stamp, 2003). A adequagdo a uma ou
outra teoria depende de caracteristicas do metabdlito em questdo como origem
biossintética e taxa de turn over, caracteristicas do ambiente no qual a planta se
desenvolve e caracteristicas da espécie (Gershenzon, 1994). De maneira geral
elas tentam esclarecer como se dé a alocacgéo de recursos (fotoassimilados) entre
producédo de metabdlitos secundarios e demais processos, como por exemplo, 0
crescimento. Duas das teorias mais conhecidas e que possuem maiores
semelhangas séo a hipétese do crescimento-diferenciacéo e do balango carbono-
nutrientes. Em ambas a resposta de biossintese de metabdlitos secundarios ao
longo do gradiente de recursos (nutrientes, agua e outros) sera uma curva com
ponto de maxima na regido mediana. Isso porque os fotoassimilados serdo
alocados para crescimento ou metabdlitos secundarios seguindo um fluxo
favoravel ao crescimento ou a defesa com a sintese de metabdlitos secundarios
(Stamp,2003). De acordo com a hipétese do balangco carbono-nutriente a
producdo de metabdlitos secundarios é o somatério de uma porcao fixa,
geneticamente determinada, e uma porgao variavel, que sofre a influéncia do
ambiente.

Em capim-limao observou-se que sob restricdo do crescimento promovido
por cultivo em recipientes houve alteragdo do teor do dleo essencial, sendo esta
relacionada ao crescimento da planta. Em condi¢gdes mais severas de restricdo a
producdo de Oleo manteve-se em um nivel basal proporcional ao crescimento

(Prins, 2007). Isso indica que a espécie tem como caracteristica a manutencéo de
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uma producdo basal mesmo em condigdes desfavoraveis, o que explica o
resultado obtido no presente trabalho quanto ao teor de 6leo essencial.

Por outro lado a composi¢cdo do 6leo essencial foi influenciada pelas
concentracbes de BAP. A aplicacdo de concentragdes crescentes de BAP
resultou em decréscimo do teor dos compostos citral (geranial + neral) e geraniol
(Figuras 2 e 3).

70
65 Q@ ---0--- (§ =65,1174 - 0,1537"°x) Re = 0,48
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Figura 2: Teor (%) de citral no 6leo essencial de capim-lim&o, cultivado em
condicbes de campo e sob sombreamento, em resposta a diferentes
concentragdes de BAP. Grafico gerado com os valores esperados de acordo com
a equacdo de regressdo. *significativa a 5% de probabilidade pelo teste “t” de
Student. F= 4,16, significativo a 5% de probabilidade pelo teste “F”.
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Figura 3: Teor (%) de geraniol no 6leo essencial de capim-limao, cultivado em
condicbes de campo e sob sombreamento, em resposta a diferentes
concentracdes de BAP. Grafico gerado com os valores esperados de acordo com
a equacado de regressdo. *significativa a 5% de probabilidade pelo teste “t” de
Student. F= 2,87, significativo a 5% de probabilidade pelo teste “F”.

Embora os valores R? apresentados sejam baixos, o que indica alta
variabilidade dos dados, os coeficientes da equagdo e a andlise da regressao
indicam que as equacdes obtidas sdo estatisticamente significativas a 5% de
probabilidade pelo teste “t” (Quadro 1 e 2).
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Quadro 1: Anélise de regressao de dados relativos ao teor (%) de citral no éleo
essencial de capim-limao em resposta a aplicacdo de concentragdes crescentes
de BAP (0; 60; 120 e 180 mg.Kg™)

PARAMETROS DA REGRESSAO
Coeficiente Desvio Padrao Valorde T Coef. Beta Probabilidade
65,1174

-0,15374 0,0753484 -2,040416 -0,398908 0,03

R2 0,48

ANALISE DE VARIANCIA

Fontes de Variagdo GL Soma de Quadrados F
Devido a Regressao 1 2552,754 4,16*
Independente 22 13489,45

Quadro 2: Andlise de regressao de dados relativos ao teor (%) de geraniol no éleo
essencial de capim-limao em resposta a aplicacdo de concentragdes crescentes
de BAP (0; 60; 120 e 180 mg.Kg™")

PARAMETROS DA REGRESSAO
Coeficiente Desvio Padrao Valorde T Coef. Beta Probabilidade
0,763354
0,00193097 0,00114031 -1,693373 -0,339576 0,05

R20,35

ANALISE DE VARIANCIA

Fontes de Variagdo GL Soma de Quadrados F
Devido a Regresséao 1 0,4026941 2,87*
Independente 22 3,089531

A determinagéo das causas de um efeito de um regulador de crescimento
observado sobre um processo bioquimico, fisiolégico ou morfogénico de uma
espécie é complexa, pois as respostas sao dependentes de um balango entre os
horménios vegetais. No entanto, as aplicagdes exdgenas de reguladores
isoladamente ou em conjunto permitem estabelecer o papel desses sobre

determinados processos, como a biossintese de 6leos essenciais.
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O geranial e o neral sdo resultantes da reducado do geraniol e do seu
isdbmero nerol. O geraniol por sua vez € o produto oriundo do geraniol difosfato
(GPP), primeiro metabdlito gerado na rota de biossintese dos 6leos essenciais. O
GPP é originado da ligacado de isopentenil difosfato e dimetilalil difosfato (IPP e
DMAPP), estando o ultimo também presente na rota de biossintese da citocinina
(Kamada-Nobusada e Sakakibara, 2009). Nesta a enzima isopentenil transferase
€ responsavel pela reducdo do DMAPP dando origem as formas de citocinina
conhecidas.

Gharib (2005) verificou que em cultura de tecidos de Pelargonium
nervosum o balango entre citocinina e auxina foi responsavel pela diferenciacao
celular e que este fator foi responsavel por alteracdes quantitativas e qualitativas
no 6leo essencial da espécie. Para uma concentracdo fixa de auxina (acido
naftalenacético - ANA), a reducéo da concentracao de citocinina (BAP) promoveu
aumento do percentual de citral no 6leo essencial.

Affonso et al (2009) observaram que altas concentragdes de BAP (5 e 10
puM) afetaram negativamente a produgéo de timol em Thymus vulgaris.

Mujer e Smigocki (2001) verificaram que aplicacdo de zeatina (5x10™° e
5x10° M) em Nicotiana plumbaginifolia resultou em aumento da expressdo da
sequéncia CYP72A2, que possui 45% de similaridade com CYP72A1, uma
geraniol-10-hidroxilase que converte geraniol e nerol aos seus derivados. Essa
sequéncia pertence a familia CYP de genes do citocromo P450.

Para verificagdo do efeito das concentragbes crescentes de BAP sobre a
expressao de proteinas foi realizada extracao e quantificacdo das proteinas totais
de folhas de capim-limao. Verificou-se que houve efeito positivo das
concentracoes de BAP sobre a concentracdo de proteinas totais em folhas de

capim-limao (Figura 4).
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Figura 4: Concentracdo (ug.g') de proteinas totais em folhas de capim-limao,
cultivado em condi¢cbées de campo e sob sombreamento, resposta a aplicacéo de
concentragbes crescentes de N6-benzilaminopurina. *significativa a 5% de
probabilidade pelo teste “t” de Student.

A aplicacao de citocinina pode influenciar a relagao fonte x dreno
(Alizadeh et al, 2010), aumentando o metabolismo da planta o que requer maior
consumo de derivados do IPP e DMAPP, possivelmente restringindo a
disponibilidade desses para a sintese de terpenos como geraniol e citral.

Segundo Manzano et al (2006), a 3-hidroxi-metil-glutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase € considerada a principal enzima reguladora da sintese de
IPP e DMAPP. Ainda de acordo com esses autores a particao de IPP e DMAPP
nas diversas rotas nas quais sao precursores € finamente regulada para prevenir
gue esses se tornem limitantes a sintese de classes especificas de isoprendides.
Tal regulagdo pode ser demonstrada por meio de dados experimentais onde o
desequilibrio das atividades das enzimas que suprem ou competem por esses
substratos limitam a sintese de isoprendides especificos. Em experimento
realizado com Arabidopsis o aumento da atividade da farnesil difosfato sintase,

sem aumento da HMGR levou a um decréscimo da sintese de citocinina
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(Masferrer et al, 2002; Manzano et al, 2006). Esses resultados sugerem estreita
relagdo entre a sintese de isoprendides e citocininas. Sudria et al (1999)
observaram que em Lavandula dentata a atividade da HMG-CoA redutase
(enzima envolvida na rota MVA) foi maior (140%) em plantas tratadas com
citocina. De acordo com os autores a maior atividade da HMG-CoA redutase pode
ser atribuida ao aumento de todo o metabolismo da planta. Os autores verificaram
ainda que houve alteracdo da composicao do 6leo essencial e sugerem que isso
pode ter ocorrido devido a influéncia do regulador de crescimento sobre as

atividades das enzimas envolvidas.

4.2 Avaliacao do efeito da intensidade luminosa e freqiiéncia de aplicacdo de N6-
benzilaminopurina sobre a composicdo do éleo essencial e producdo de C.
citratus

A frequéncia de aplicacdo de BAP néo influenciou as caracteristicas de
crescimento avaliadas. Assim como observado no experimento 1, apenas o
ambiente de cultivo influenciou significativamente o crescimento de capim-liméao.

Na tabela 4, referente aos resultados obtidos em resposta a freqténcia de
aplicacdo de BAP, sédo apresentados os valores médios de produgcdo de matéria
seca de folhas e area foliar. Plantas cultivadas em condicdes de campo
apresentaram producado de matéria seca foliar de 287,18 g em média, enquanto
plantas sombreadas tiveram producéo de 106,14 g.

Em relacdo a area foliar, observou-se que plantas cultivadas em
condicbes de campo apresentaram, aproximadamente, o dobro da area de
plantas cultivadas sob sombreamento (Tabela 4). Esse resultado foi associado a
maior produgdo de folhas. A area foliar total foi significativamente influenciada
pelo ambiente e pela frequéncia de aplicagdo de BAP, porém n&do houve efeito
significativo da interacao entre esses fatores. O sombreamento resultou em
decréscimo de, aproximadamente, 48% em média, da area foliar quando
comparado as plantas cultivadas em condi¢ées de campo. As areas foliares de
plantas cultivadas em condigcbes de campo e que ndo receberam aplicacdo de
BAP (2,11 m?) e de plantas que foram tratadas com aplica¢cées quinzenais (2,21
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m?) ndo diferiram entre si e foram significativamente superiores aquela de plantas

que receberam BAP semanalmente (1,53 m?) (Tabela 4).

Tabela 5: Médias de producao de matéria seca de folhas (MSF) e area foliar (AF),
em resposta a aplicagées quinzenais e semanais de N6-benzilaminopurina (BAP)
em condi¢cdes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA). Coeficientes de
Variagdo: MSF = 37,37; AF = 29,06; SPAD = 12,50

TRATAMENTOS | VARIAVEIS SOL SOMBRA | MEDIAS
CONTROLE '\A"ET n(g)) 22%31’* 1 11 i,ggB 22’51,?4
e |8 iy
w0l ol |
woss || A | e

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas na horizontal ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5%.

Houve incremento do comprimento ao longo das quatro semanas de
avaliagdo para todos os tratamentos. Foi observado que a partir da terceira
semana o comprimento de folhas nas plantas cultivadas na sombra foi
significativamente inferior ao observado em plantas cultivadas em condi¢cbes de
campo (Figura 3). O comprimento foliar foi ainda influenciado pelo ambiente, pela
frequéncia de aplicacdo de BAP e pela interagdo desses fatores. As folhas de
plantas cultivadas em condicées de campo apresentaram comprimento médio de
77,6 cm no momento da colheita, enquanto em plantas sombreadas o
comprimento médio foi de 69,3 cm. As aplicagcdes semanais de BAP resultaram
em comprimento médio menor (60,9 cm) comparado aos comprimentos
observados nas plantas controle (63,4 cm) e tratadas quinzenalmente (63,7 cm),
que nao diferiram entre si (Tabela 5). Foi observado ainda que para plantas
crescidas em condi¢gées de campo as aplicagdées quinzenais de BAP favoreceram
o crescimento das folhas.
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Figura 5: Comprimento da nervura central de folhas de capim-limao (cm),
cultivado a pleno Sol e sob sombreamento, ao longo de quatro semanas apés
inicio das aplicagdes de BAP (quinzenais e semanais).

Tabela 6: Médias de comprimento da nervura central de folhas de capim-limao ao
longo de quatro semanas de avaliacdo (S1; S2; S3 e S4) em resposta a
intensidade luminosa (SOL; SOMBRA) e frequéncia de aplicacdo de N6-
benzilaminopurina (QUINZENAL; SEMANAL).

SOL SOMBRA
TRATAMENTOS —o1——55" 83 84 S1 S2 S3 84
CONTROLE 450 625 741 771 450 608 700 73.1

QUINZENAL 489 669 669 80.6 48.6 556 644 656

SEMANAL 430 562 690 752 47.0 60.9 662 69.1

453 66.1 700 776 469 591 669 69.3

MEDIAS

64,8

60,5
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Tabela 7: Médias de comprimento da folha (cm) de capim-limdo em resposta a
freqliéncia de aplicacdo de BAP (quinzenal e semanal) em plantas cultivadas em
condi¢des de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA).

TRATAMENTOS SOL SOMBRA MEDIAS
Controle 64,7 7° 62,272 63,4
Quinzenal 68,8 A2 58,6 B2 63,7
Semanal 61,07° 60,872 60,9
MEDIAS 64,8 60,53

CV(%) 11,01

Médias seguidas da mesma letra mailscula na horizontal e mindscula na vertical ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5%.

Os resultados relativos a area foliar € ao comprimento das folhas indicam
que aplicacdes semanais de BAP na concentragdo de 60 mg.Kg' foram
prejudiciais ao desenvolvimento foliar.

O desenvolvimento da folha é altamente dependente das condi¢des
ambientais, em particular da quantidade e qualidade da luz, assim como a
disponibilidade hidrica. Variagbes no tamanho das folhas s&o atribuidas ao
numero de células ou ao tamanho das células, sendo a divisdo celular
correlacionada a disponibilidade de fotoassimilados e nutrientes. Adicionalmente
0s reguladores de crescimento e outros sinalizadores contribuem para o processo
de expansao foliar (Volkenburgh, 1999). No entanto o efeito dos horménios
depende da concentragdo, do balango entre esses e da interagdo com outros
fatores. Em Arabidopsis transformada para elevada producdo de citocininas
verificou-se alteragées no crescimento como nanismo, sendo o efeito dependente
de luz e concentragdes de sacarose no meio de cultivo das plantas (Guo et al,
2005). Em Annona glabra foi observado efeito da interagdo luz e citocininas sobre
os teores de clorofila, onde diferentes fontes de citocinina atuaram distintamente
no retardo da senescéncia foliar, sendo o BAP menos efetivo quando comparado
a citocininas naturais como zeatina e cinetina (Oliveira et al, 2007).

Houve efeito significativo do ambiente de crescimento, freqiéncia de
aplicacdo e da interacdo ambiente de crescimento x freqiéncia de aplicacao
sobre os valores SPAD. Plantas cultivadas na sombra apresentaram maiores
valores SPAD, com média de 46,59, enquanto plantas cultivadas em condicdes
de campo apresentaram valores médios de 33,74. O aumento do contetudo de

clorofila é uma resposta ao sombreamento como meio de ampliar a captacao de
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luz (Valladares e Niinemets, 2008). Plantas que nado receberam BAP
apresentaram SPAD significativamente superior aos demais tratamentos (média
40,53), os quais apresentaram valores médios de 34,04 e 35,55 para aplicacao
quinzenal e semanal, respectivamente. As aplica¢cdes quinzenais e semanais de
BAP resultaram em reducao dos valores SPAD de plantas cultivadas na sombra
em comparagdo com valores encontrados nas plantas que n&do foram tratadas
com o regulador de crescimento no mesmo ambiente (Tabela 6). Observa-se que
a aplicacao de citocinina em plantas sombreadas reduziu os valores SPAD, que
sdo indicativos do teor de clorofila, em relagdo ao controle, porém esses valores
sdo semelhantes aos verificados em condi¢bes de campo onde n&o houve
restricdo de intensidade luminosa. Isso indica que nas condigbes experimentais
utilizadas o BAP reverteu os efeitos do sombreamento em relacdo ao teor de

clorofila.

Tabela 8: Valores médios de SPAD em folhas de capim-limao, cultivado em
condicdes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA), em resposta a
freqliiéncia de aplicacdo de BAP (quinzenal e semanal), apés sete meses de
cultivo.

TRATAMENTOS SOL SOMBRA
Controle 33,74 B2 46,59 "2
Quinzenal 35,0372 33,88
Semanal 35,6272 35,54 AP

CV(%) 12,50

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na horizontal e mindscula na vertical ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5%.

A freqUéncia de aplicagdo de BAP ndo influenciou as caracteristicas
relacionadas as trocas gasosas, no entanto esta caracteristica foi
significativamente influenciada pelo ambiente de crescimento.

As plantas cultivadas sob sombreamento receberam, aproximadamente,
10% da radiacao solar incidente na area de cultivo em condi¢des de campo. Essa
diferenca resultou em efeitos significativos sobre as caracteristicas avaliadas
(Tabela 7). As temperaturas do ar e da folha apresentaram reducdo média de
22% no ambiente sombreado. A transpiragdo em plantas cultivadas em condigbes
de campo foi 2,6 vezes superior aquela observada em plantas de sombra. Em
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condi¢cées de campo também foram verificados valores superiores de DPV (em
média, acréscimo de 28%). Sob sombreamento a condutdncia estoméatica foi
reduzida a metade quando comparada aos valores verificados em plantas
cultivadas em condi¢gdes de campo. J& a concentragdo de carbono interno em
plantas sombreadas foi de, aproximadamente, 1,8 vezes superior aquelas
mensuradas em plantas ndo sombreadas. No entanto, a maior diferenga ocorreu
em relacdo a atividade fotossintética, onde plantas sombreadas apresentaram
reducao de 91,36% dessa caracteristica. A reducao da atividade fotossintética, da
condutancia estomatica e demais aspectos relacionados as trocas gasosas sao
respostas tipicas a reducdo da disponibilidade de luz (Valladares e Niinemets,
2008).

Tabela 9: Trocas gasosas de capim-limdo cultivado em condigbes de campo
(SOL) e sob sombreamento (SOMBRA), e submetido a diferentes freqiéncias de
aplicacdo de BAP (60 mg.Kg™). *DPV (déficit de presséo de vapor)

VARIAVEIS SOL SOMBRA

Temperatura do ar (<) 31,38" 25,04 °
Temperatura da folha (-C) 32,254 24,588
Fotossintese (umol m?s™) 16,09 A 1,398
Condutancia estomatica (umol m?s™) 0,224 0,118

Carbono interno (umol mol) 188,088 341,32A°
DPV* (KPa) 3,574 2,56°
Transpiragdo (mmol m?s™) 6,76 " 2,52°

Médias seguidas da mesma letra na horizontal nao diferem entre si pelo Teste Tukey 5%.

Nao houve efeito das frequiéncias de aplicacbes de BAP sobre o teor de
6leo essencial (%) que foi de 1,18% em média (Tabela 8). No entanto, houve
efeito da intensidade de radiagdo sobre a composi¢do do 6leo essencial, onde o
teor de geraniol foi significativamente superior em plantas cultivadas sob
sombreamento (Figura 4).
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Tabela 10: Teor de 6leo essencial (%) em folhas de capim-limao cultivado em
condicdes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA) em resposta a
freqiiéncia de aplicacdo de BAP (60 mg.Kg™ - quinzenal e semanal)

TRATAMENTOS TEOR (%)
SOL SOMBRA

CONTROLE 1,17 A 1,154
QUINZENAL 1,24 A 1,18 A
SEMANAL 1,227 1,10 A

, 1,21 1,14

MEDIAS
1,18

Médias seguidas das mesmas letras na vertical ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
Coeficiente de variagdo: 11,68%
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Figura 6: Teor (%) de geraniol no Oleo essencial de capim-limédo cultivado em
condi¢cdes de campo (SOL) e sob sombreamento (SOMBRA) em resposta a

frequiéncia de aplicacdo de BAP. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Tukey a 5%.

A composicdo do Oleo essencial pode variar de acordo com o
desenvolvimento das plantas. O desenvolvimento de plantas cultivadas sob
sombreamento é lento. No presente trabalho foi observado que o sombreamento

alterou o crescimento, sintese de clorofila e trocas gasosas de capim-limao,
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indicando alteragdes fisiologicas e bioquimicas que podem ter afetado também o
metabolismo secundario da planta e, consequentemente, a sintese de Oleo
essencial. Dubey e Luthra (2001) verificaram em inflorescéncias imaturas de
Cymbopogon martinii apds a biossintese onde o geraniol é convertido a geranil
acetato, que posteriormente, com o amadurecimento das inflorescéncias, é
hidrolisado para produzir o geraniol demonstrando que ha variagdo no teor de
substancias do 6leo essencial de acordo com o desenvolvimento dos 6rgaos de
sintese. Em capim-limao, Prins (2007) observou que o teor de citral aumenta de
acordo com a idade da planta tendendo a estabilizar-se apds seis meses de
cultivo, aproximadamente.

De acordo com Rodriguez-Concepcion (2006), a biossintese de
monoterpenos ocorre através da rota MEP localizada nos cloroplastos a partir de
gliceraldeido 3-fosfato e piruvato oriundos da fotossintese. O crescimento lento
observado sob sombreamento, o que disponibilizaria fotoassimilados para outras
rotas, associado ao acumulo de carbono interno verificado no presente trabalho
(Tabela 7) podem ser indicativos de que a sintese de geraniol seria favorecida
nessas condi¢des, uma vez que o geraniol é produto imediato do geranil difosfato,
precursor dos terpenos (lijima et al, 2004), e que devido ao lento desenvolvimento

da plantas nao haveria maturidade fisiol6gica/bioquimica para a sintese de citral.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A producdo de Oleos essenciais, assim como de outros metabdlitos
secundarios, pode ser influenciada por fatores como estadio de desenvolvimento
de toda a planta (vegetativo e reprodutivo), ou de 6rgaos especificos, e por
fatores ambientais (bi6ticos e abitticos).

As mudancas fisiologicas e bioquimicas que ocorrem durante a ontogenia
da planta regulam de forma programada a expressao de genes e a atividade de
enzimas envolvidas em rotas do metabolismo secundério. Esta programacao
genética pode ser influenciada por fatores exdégenos que alteram o status
fisioldgico, induzem mudangas bioquimicas e/ou sao sinalizadores que
desencadeiam uma rede de respostas que culminardo na producdo dos
metabdlitos secundarios.

O capim-limédo € uma espécie aromatica cujo 6leo essencial, rico em
citral, é utilizado como aromatizante devido ao intenso aroma de limdo, como
matéria-prima para sintese de vitamina A e de iononas, que sdo substancias com
aroma de violeta utilizada em produtos de limpeza. Também produz geraniol,
utilizado como fixador em perfumes, além de outros compostos minoritarios como
mirceno, que tem sido estudado por suas atividades analgésicas (Budavani et al,
1996; Paumgartten, 2003; Silva et al, 2005).
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Horménios vegetais sdo substancias biossintetizadas pelas plantas e que
possuem fungdes de coordenagdo do crescimento e desenvolvimento destas. Ja
o termo “Reguladores vegetais” engloba substancias produzidas naturalmente ou
sintetizadas em laboratorio. Estas Ultimas podem ou ndo ser andlogas aos
horménios vegetais, e atuam afetando o desenvolvimento vegetal interferindo na
fisiologia da planta em processos de sintese de outros compostos, no transporte
de substancias pela planta, e que afetardo o desenvolvimento e crescimento dos
vegetais.

Dentre os reguladores vegetais esta a citocinina. Descoberta na década
de 50, a citocinina esta associada a processos como retardo da senescéncia
foliar, sintese de pigmentos, producdo de cloroplastos, diferenciacdo celular,
regulacao da expressao génica e indiretamente influencia a sintese de compostos
como jasmonato e &acido salicilico, ritmo circadiano, funcdo dos fitocromos e
modulacdo das respostas a luz (Sano et al, 1996; Brault e Maldiney, 1999;
Chernyad'ev, 2000; Kulaeva e Kusnetsov, 2002; Chen et al, 2006; Hirose et al,
2007; loio et al, 2007; Naito et al, 2007; Yakir et al, 2007).

Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito de aplicacbes de N6-
benzilaminopurina sobre a composicdo do O6leo essencial e produgcdo de
Cymbopogon citratus. Para tanto, foram desenvolvidos dois experimentos nos
periodos de janeiro a agosto de 2009 e novembro de 2009 a junho de 2010. Os
experimentos foram conduzidos na Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UAP/CCTA/UENF), situada na cidade de Campos dos
Goytacazes — RJ (21°45.229'S 41°19.538'0). As mudas de capim-limao
(Cymbopogon citratus) foram obtidas através de propagacao vegetativa (divisao
de touceiras) utilizando-se como matrizes plantas da colecao de plantas
medicinais da UAP/CCTA/UENF.

As plantas foram cultivadas em vasos de 42 L preenchidos com substrato
composto por mistura de solo, areia e esterco bovino curtido, na proporcéo de
1:1:1 v/v. Utilizou-se uma planta por vaso. Os vasos foram dispostos no
espacamento de 1 x 1 m. A variagcdo de intensidade luminosa foi obtida através de
cultivo em dois ambientes distintos: condi¢ées de campo (SOL), no qual os vasos
foram dispostos no campo e sombreado (SOMBRA) com cultivo em casa de
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vegetacao revestida com tela do tipo sombrite de 35%, acrescida de tela sombrite
50%.

No primeiro experimento, aos 203 dias apo6s o plantio, aproximadamente
7 meses, realizou-se a aplicacdo da citocinina sintética N6-benzilaminopurina
(BAP) nas seguintes concentracdes: 0; 30; 60; 90; 120; 150 e 180 mg.L"'. Cada
planta recebeu uma unica aplicacdo de 50 mL da solugdo BAP acrescida de 3-4
gotas de Tween 80 uma semana antes da colheita pela manha (8h). Nas plantas
controle foram aspergidos apenas 50 mL de agua deionizada acrescida de 3-4
gotas de Tween 80. Para as aplicagdes foram utilizados pulverizadores manuais
Utrajet 500 mL, marca Guarany®. Uma semana apés a aplicacdo realizou-se a
colheita. Foram avaliadas a produgcédo de matéria total fresca e seca, matéria de
folhas fresca e seca, matéria de perfilhos fresca e seca, razdo de peso de folhas,
razao de peso de perfilhos, area foliar, razdo de area foliar, teor de 6leo essencial,
composicdo do 6leo essencial e concentracdo de proteinas totais em folhas de
capim-limdo. Observou-se que sob sombreamento o crescimento de capim-limao
foi reduzido, com menor produgcdo de matéria fresca e seca de perfilhos e
menores valores de area foliar. O teor de 6leo essencial nao foi influenciado pelos
tratamentos, no entanto a composi¢cdo quimica foi alterada em funcdo da
aplicacdo de diferentes concentragées de N6-benzilaminopurina, onde os
percentuais de citral e geranial diminuiram com aumento das concentragées do
regulador de crescimento. Verificou-se também aumento da concentragdo de
proteinas totais em resposta ao aumento das concentracbes de N6-
benzilaminopurina.

No segundo experimento, aos 175 dias apos o plantio, aproximadamente
6 meses, iniciou-se a avaliagdo da frequéncia de aplicagdo de N6-
benzilaminopurina. Quatro semanas antes da colheita foram aplicados os
tratamentos. Cada planta recebeu 50 mL de solucdo de BAP (60 mg.L™)
acrescida de 3-4 gotas de Tween 80. A solugéo foi aplicada com pulverizadores
manuais Utrajet 500 mL, marca Guarany®. As plantas controle receberam
apenas 50 mL de agua deionizada acrescida de 3-4 gotas de Tween 80.

Apés o inicio das aplicagbes foi realizada semanalmente avaliagdo do

crescimento das laminas foliares para determinacao do alongamento foliar. No dia
da colheita realizou-se avaliagdo da atividade fotossintética. Foram realizadas

também medi¢cdes do esverdeamento das folhas, como indicador do teor de
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clorofila, utilizando-se o aparelho medidor de clorofila SPAD. Foram avaliados
ainda a matéria seca de folhas, area foliar, teor de éleo essencial e composi¢ao
do dleo essencial.

Observou-se que a matéria seca de folhas e a area foliar foram menores
em plantas cultivadas sob sombreamento, assim como as trocas gasosas, sem
efeito da frequéncia de aplicagdo de N6-benzilaminopurina. Plantas que
receberam aplicacbes quinzenais de N6-benzilaminopurina apresentaram maior
comprimento de nervura central de folhas no momento da colheita. Sob
sombreamento as aplicagées semanais e quinzenais do regulador de crescimento
resultaram em valores SPAD inferiores aos observados nas plantas controle. O
teor de Oleo essencial ndo foi influenciado pelos tratamentos. No entanto o
percentual de geraniol no 6leo essencial foi superior em plantas cultivadas sob
sombreamento.

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que o C. citratus
apresentou reducdo do crescimento em resposta ao sombreamento sem, no
entanto, prejuizo na produgéo de 6leo essencial. Por outro lado a composi¢éo do
Oleo foi alterada. O aumento da concentracdo de proteinas totais pode indicar
alteracado da expressao protéica em resposta a N6-benzilaminopurina. Estudos
relativos a expressao de proteinas, como protedmica comparativa, devem ser

realizados para elucidagao das proteinas envolvidas nas respostas observadas.
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Figura 1A: Temperaturas maxima (TMX), média (TMD) e minima (TMM) (°C)
observadas nos meses de janeiro a agosto de 2009, periodo correspondente ao
experimento “aplicagéo de diferentes concentragbes de BAP”. Dados obtidos da
Estagao Experimental da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — Campus
Leonel Miranda.
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Figura 2A: Temperaturas maxima (TMX), média (TMD) e minima (TMM) (°C)
observadas nos meses de novembro de 2009 a junho de 2010, periodo
correspondente ao experimento “frequiéncia de aplicagdo de BAP”. Dados obtidos
da Estacao Experimental da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro —
Campus Leonel Miranda.



160

140

120

100

80

60 -

40

Precipitacao média (mm)

0 ‘

59

@ PEXP
O 2°EXP

NOV DEZ

MESES

JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO

Figura 3A: Precipitagdo média mensal (mm) observada nos meses de novembro
de 2009 a agosto de 2010. Dados obtidos da Estacdo Experimental da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — Campus Leonel Miranda.
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Figura 4A: Umidade relativa do ar média (%) observada nos meses de novembro
de 2009 a agosto de 2010. Dados obtidos da Estacdo Experimental da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — Campus Leonel Miranda.
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Evaporagdao Tanque Classe A (mm) observada nos meses de

novembro de 2009 a agosto de 2010. Dados obtidos da Estacdo Experimental da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — Campus Leonel Miranda.
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Figura 6A: Insolacdo Diaria média (h) observada nos meses de novembro de
2009 a agosto de 2010. Dados obtidos da Estagcdo Experimental da Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro — Campus Leonel Miranda.



