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RESUMO

Pogostemon cablin Benth., popularmente conhecido como patchouli, possui 6leo
essencial no tecido foliar com atividades farmacoldgicas, sendo suas propriedades
terapéuticas relacionadas a composicédo deste. A nivel mundial, o 6leo essencial de
P. cablin é utilizado amplamente pela industria de perfumes. Os fatores que
influenciam a concentracdo de constituintes quimicos do 6leo essencial de plantas
aromaticas devem ser avaliados, visando obter uma matéria-prima de melhor
qualidade. As giberelinas sao frequentemente associadas a promogdo do
crescimento caulinar e o nivel de radiacdo ao qual as plantas sao expostas pode
afetar as caracteristicas morfologicas e fisiologicas das folhas interferindo
diretamente em seu desenvolvimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do sombreamento e da aplicagao de GA; e extrato de alga marinha sobre
o desenvolvimento vegetativo, rendimento de 6leos essenciais e metabolismo em
plantas de P. cablin. O presente trabalho foi realizado a partir de dois experimentos
em delineamento experimental inteiramente casualizado comparando o efeito de
niveis de sombreamento (0, 54, 77%) e GAs (200 mg.L") (experimento 1), e
comparando GA3(200 mg.L") e extrato de alga marinha (15 e 30 mg.L™)
(experimento 2). A aplicacdo dos reguladores foi realizada aos 30 dias apos o
plantio. Os resultados obtidos demonstraram que plantas em condi¢gbes de 77% de
sombreamento e tratadas com GA; aos 120 dias apresentaram altura
significativamente superior. De forma contraria, as médias de numeros de folhas
foram superiores ap6s 75 dias da aplicagcdo de GAz em plantas desenvolvidas em
condigdes ndo sombreadas. O numero de ramos foi também significativamente
superior nestas condicbes de sombreamento, porém, sem aplicacdo de GAs;. A
aplicagcao do regulador vegetal aos 75 dias promoveu maior numero de ramos com
54% de sombreamento. Houve interagdo significativa entre os fatores para
concentracido de proteinas, aminoacidos, carotendides e para o rendimento de dleo
essencial. A aplicacdo de GAs3 resultou em maior produtividade do dleo essencial
em 54% de sombreamento. Entretanto, ndo houve diferenca significativa para os
niveis de sombreamento nos tratamentos que nao receberam a aplicacdo do
regulador vegetal. Quando houve aplicagcdo de GA; os teores de proteinas foram
superiores em condi¢gbes de sombreamento (54 e 77%), sendo que na auséncia do
regulador, maiores médias foram observadas em condicbes ndo sombreadas.
Maiores teores de aminoacidos foram observados em plantas tratadas com GA; e
desenvolvidas sem sombreamento. De forma contraria, maiores concentragcbes de
clorofilas foram observadas em plantas sombreadas. Plantas tratadas com GAs3
apresentaram maiores teores de acgucares soluveis totais também quando
submetidas a sombreamento. A aplicagdo de extrato de alga marinha em 15 mg.L"
também resultou em maior rendimento e produtividade do 6leo essencial, entretanto,
quando o extrato de alga marinha foi combinado a 200 mg.L" de GAs houve
decréscimo da produtividade do 6leo essencial.

Palavras—chave: Pogostemon cablin, niveis de sombreamento, reguladores vegetais



ABSTRACT

Pogostemon cablin, commonly known as patchouli, has essential oil in leaves with
pharmacological activities, and its therapeutical properties are related with it. Around
the world, the essential oil of P. cablin is widely used by the perfume industry. The
factors that influence the chemical constituent concentrations of essential oils must
be analyzed, to improve the quality raw material. The gibberellins are often
associated to the promotion of stem growth, and the radiation level to which plants
are exposed can affect the leaves at morphological and physiological levels,
interfering directly in their development. The purpose of this work was to evaluate the
influence of shading levels, GAz and seaweed extract applied during the vegetative
development on essential oil yield and composition as well as on P. cablin
metabolism. The experimental design was completely randomized comparing the
shading levels (0, 54 and 77%) and GAs (200 mg.L™) (experiment 1) and comparing
GAs (200 mg.L") and seaweed extract (15 and 30 mg.L"). The plant growth
regulators were applied at 30 days after planting. The results showed that plants
under 77% of shading conditions and treated with GAs, on the 120™ day, presented
significantly superior height. Otherwise, the leaf humber means were superior 75
days after GAz had been applied in plants under no shading conditions. The number
of branches was significantly superior also under no shading and no GAs. After 75
days of applying the plant growth regulator, a larger number of branches under 54%
of shading was observed. A significant interaction between the factors was observed
for protein, aminoacid and carotenoid concentrations and for essential oil yield. The
GA; also result in great essential oil productivity under 54% of shading. However, no
significant difference for the shading levels in those treatments without growth
regulators administration was found. When GA; was used, the protein yields were
superior under 77 and 54% of shading conditions, while with no growth regulator,
higher levels were observed in no shading conditions. Greater yields of aminoacids
were observed in plants treated with GAs and developed without shading. Otherwise
higher concentrations of chlorophylls were observed in plants under shading
conditions. Plants treated with GA; showed greater levels of total soluble sugars also
when subjected to shading level. The use of seaweed extract in 15 mg.L™" also
resulted a larger productivity and essential oils yield in P. cablin, however, when the
seaweed extract was combined at 200 mg.L™" of GA; was decrease in productivity of
the essential oil.

Key-words: Pogostemon cablin, essential oil, plant growth regulators, shading.



1. INTRODUCAO

Os oleos essenciais também conhecidos como oleos volateis ou etéreos,
sdo provenientes do metabolismo secundario de plantas aromaticas (SILVA e
CASALI, 2000) e conferem a estas, grande importancia econdmica. No que diz
respeito ao 6leo essencial do patchouli sua importancia econémica esta relacionada
principalmente a sua capacidade de fixagdo a pele e a sua fragrancia amadeirada
(SUGIMURA et al., 2005), sendo amplamente utilizado pelas industrias de
perfumarias (HSU et al., 2006).

Os componentes dos Oleos essenciais pertencem a duas classes
quimicamente distintas, terpendides e fenilpropandides. Estes sdo sintetizados a
partir de diferentes precursores metabdlicos primarios e sao produzidos a partir de
rotas biossintéticas diferentes. Os 6leos esséncias sdo sintetizados, armazenados e
liberados por meio de estruturas do mesofilo ou da epiderme (SANGWAN et al.,
2001).

A partir da década 1980, o Brasil impulsionou suas pesquisas em relacdo a
plantas aromaticas (PIMENTEL et al., 2006), consequentemente tem-se verificado
um grande avango cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos de
plantas medicinais por meio de avaliagdo do potencial terapéutico de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, entre
outros (CECHINEL e YUNES, 1998).

A biossintese de 6leos essenciais em plantas aromaticas esta condicionada a
fatores ambientais e fisioldgicos que interagem entre si e podem levar a producéo de
diferentes metabdlitos secundarios (CASTRO, 2004). Deste modo, fatores como
temperatura, radiagcdo (FAROOQI et al., 1999), fotoperiodo, ontogenia da planta e a
aplicagao de reguladores vegetais podem alterar a producéo de 6leos essenciais em
plantas aromaticas (SHUKLA e FAROOQI, 1990; SANGWAN ET AL., 2001).

Devido a importancia econdmica do 6leo essencial produzido pelo patchouli,
este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da radiagcédo e da aplicagao de

GA; e extrato de alga marinha como fonte citocinina sobre o desenvolvimento
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vegetativo, rendimento de dleos essenciais, metabolismo e alteragdes anatdmicas
em plantas de Pogostemon cablin.

Para atingir-se este objetivo foram realizados dois experimentos em casa-de-
vegetacdo, cujos resultados sao apresentados em capitulos para melhor
compreensao.

No capitulo | é apresentada a revisdo da literatura com a descricdo botéanica
da espécie e aspectos da biossintese de Oleos essenciais.

O capitulo Il teve como objetivo avaliar o efeito aplicagéo da giberelina GAsz na
concentragdo de 200 mg.l”' e do sombreamento em 54 e 77% sobre o
desenvolvimento vegetativo das plantas e rendimento do 6leo essencial, de forma
semelhante no capitulo Il sdo descritos os aspectos bioquimicos e as alteracdes
anatdbmicas das plantas submetidas a estes tratamentos. No capitulo IV sao
apresentados os resultados da aplicacdo de GA; 200 mg.L'1 e extrato de alga
marinha Ascophyllun nodosum (EAM) 15 e 30 mg.L™' com sombreamento de 54 %, e

finalmente, no capitulo V sédo apresentadas as consideragdes finais deste trabalho.
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2. CAPITULO | — REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO BOTANICA

A familia Lamiaceae compreende cerca de 300 géneros, entre eles
Pogostemon, com aproximadamente 7.500 espécies distribuidas em todo o mundo.
No Brasil ocorrem cerca de 26 géneros e aproximadamente 350 espécies (SOUZA e
LORENZI, 2005). Séo plantas frequentemente, herbaceas ou arbustivas, com folhas
opostas cruzadas, inteiras e com cheiro intenso. Flores pequenas ou grandes, em
geral vistosas, reunidas em densas inflorescéncias quase sempre axilares (JOLY,
1996).

Pogostemon cablin Benth, popularmente conhecido como patchouli, é
originario das Filipinas podendo ser encontrado também na Malasia, india,
Singapura (JOY et al.,, 1998) e em algumas regides da China. (HU et al., 2005).
Possui habito perene, sua altura pode variar entre 0,6 a 1,0 m de comprimento,
possui filotaxia oposta e folhas ovaladas. Em geral se desenvolve bem em
ambientes semi-sombreados e em temperaturas entre 24 e 28°C, possui exigéncia

por solos corrigidos € bem supridos de nutrientes (EPAGRI, 2004).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Muitos vegetais apresentam misturas de monoterpenos e sesquiterpenos
volateis, chamados 6leos essenciais, 0os quais conferem aroma caracteristico as
suas folhas (TAIZ e ZEIGER, 2004). Diversas espécies vegetais sdo capazes de
armazenar estes 0Oleos essenciais em células especializadas (RIZZINI e MORS,
1995), os quais sado provenientes do metabolismo secundario e conferem as plantas
grande importancia econdmica, principalmente no que diz respeito a industria
alimenticia e farmacéutica (PIMENTEL et al., 2006).



17

A presencga de Oleos essenciais determina a utilizagdo de diversas espécies
da familia Lamiaceae para fins medicinais, na qual estao incluidas muitas ervas
aromaticas cultivadas no Brasil (SOUZA e LORENZI, 2005).

Os Oleos volateis sdo constituidos predominantemente por terpenos,
entretanto, muitos destes dleos podem ser constituidos, também, por fenilpropenos
que quando presentes agregam sabor e odor ao 6leo essencial. Grande parte destes
compostos apresentam uma composicao extremamente complexa relacionada a
uma grande variedade e funcionalidade quimica das diversas classes de compostos
tais como, monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, entre outros
(SANGWAN et al., 2001). A volatilidade de alguns terpenos faz com que estes
compostos sejam facilmente perceptiveis nos aromas das plantas e prontamente
obtidos por destilagdo de érgéos vegetais. (CASTRO et al., 2004 a).

O dleo essencial produzido por Pogostemon cablin contribui em muitas
atividades farmacoldgicas, sendo suas propriedades terapéuticas diretamente
relacionadas a qualidade e a quantidade deste (HU et al., 2005). Os 6leos volateis
do patchouli também sdo amplamente utilizados pelas industrias de cosméticos,
higiene oral e de perfumarias (ZHAO et al., 2005), devido sua fragrancia amadeirada
e sua capacidade de fixacdo a pele (SUGIMURA et al., 2005). Além destas
propriedades, pesquisas recentes demonstraram atividade antifungica, anti-
helmintica e anti-tripanossoma (ZHAO et al., 2005). No Brasil Pogostemon cablin é
utilizado amplamente pela industria de perfumes (HSU et al., 2006).

O particionamento do carbono fixado fotossinteticamente € um importante
mecanismo fisioldgico para a produgéo de Oleos essenciais.

Os terpenos sao biossintetizados a partir de metabdlitos primarios por meio
de duas rotas metabdlicas distintas, na rota do acido mevalénico, trés moléculas de
acetil - CoA sao ligadas formando o acido mevalénico, um importante intermediario
utilizado na geracdo do isopentenil difosfato (IPP) sendo o IPP, a unidade ativa
basica na formacao de terpenos. Entretanto, o IPP também pode ser formado a
partir de intermediarios da glicdlise ou do ciclo de redugao fotossintética do carbono
através da rota do metileritriol fosfato (MEP) (SANGWAN et al., 2001).

Varios trabalhos tém demonstrado a presencga de alguns sesquiterpenos na
composicdo dos Oleos volateis de Pogostemon, os quais apresentam varias
atividades biolégicas (HSU et al., 2006), entre outros componentes, tais como o

patchoulol, patchouleno, bulneseno, guaieno, cariofileno (SUGIMURA et al., 2005).
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Muitas atividades bioldgicas dos terpendides estdo relacionadas com a dos
Oleos essenciais, desta forma tem sido empregados por suas propriedades
farmacoldgicas, sendo utilizados como antimicrobianos, antiinflamatorios e
analgésicos (CASTRO et al.,, 2004 b). Por outro lado, alguns terpenos possuem
funcdo bem caracterizada no desenvolvimento vegetal, podendo ser algumas vezes
caracterizados como metabdlitos primarios, como por exemplo, as giberelinas
formadas por diterpenos e os carotendides formados por tetraterpenos (CROTEAU,
2000).

2.2.1 Estruturas de armazenamento e biossintese de o6leos essenciais em
Pogostemon cablin

Os ¢dleos volateis de plantas aromaticas sado sintetizados, armazenados e
liberados para o ambiente por meio de estruturas presentes na epiderme ou no
mesofilo, as quais possuem caracteristicas relacionadas a grupos taxionémicos.
Estas estruturas podem estar presentes nas folhas, raizes, caules, flores e frutos, e
incluem células, glandulas secretoras ou tricomas (SANGWAN et al., 2001).

Estudos anatémicos demonstram a presenga de glandulas e reservatérios no
espaco subcuticular foliar em Lamiaceaes (GERSHENZON et al., 2000) podendo
haver também tricomas glandulares e peltados, onde a presenca destes pode variar
entre as espécies da familia (GERSBACH, 2001). Em Pogostemon cablin estao
presentes dois tipos de tricomas, tectores, em maior quantidade, e tricomas
glandulares presentes em menor quantidade. A concentragéo de tricomas nas folhas
pode aumentar em até 10 vezes quando comparado a ramos e peciolos, podendo
haver também células internas especializadas em acumular 6leo (HENDERSON et
al., 1970).

Segundo Deguerry et al. (2006), os componentes do Oleo essencial do
patchouli sdo formados a partir do farnesil-difosfato que sofre alteragdes estruturais
dando origem a dois intermediarios humulil cation e E,E — germacradienil cation
(Figura 1), este ultimo é o responsavel pela sintese do pogostol e do patchoulol,
compostos majoritarios no 6leo essencial desta espécie. Sendo o sesquiterpeno

patchoulol o responsavel pela nota do dleo essencial.
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Tanto a sintese do patchoulol quanto do pogostol ocorrem em presenca de
agua, entretanto, na auséncia de agua os mesmos intermediarios que dao origem a
esses compostos originam o seicheleno e o alfa guaieno, alfa buleseno e guaia-
4,11-dieno respectivamente. Nestas reagdes, ocorre desprotonizacdo e a molécula
de agua nao é utilizada como substrato, sabendo-se que a sintese destes néo é
dependente da quebra de uma molécula de agua, sugere-se que a concentragao
destes constituintes no 6leo essencial € diretamente dependente do balango dos
constituintes patchoulol e pogostol, tendo em vista a presenga de precursores
comuns. A biossintese de patchoulol e seicheleno possui como precursor comum o
intermediario numero 7 da rota metabdlica. Entretanto, na sintese de pogostol, alfa

guaieno e alfa buleseno o precursor comum & o guaianil cation.
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FIGURA 1- Biossintese dos compostos do 6leo essencial de Pogostemon cablin a
partir do farnesil difosfato (DEGUERRY, et al. 2006, adaptada de Croteau
et al., 1987).
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2.2.2 Fatores que afetam a biossintese de 6leos essenciais

Os odleos essenciais sdo compostos provenientes do metabolismo secundario
vegetal, estes ndo tém acado diretamente relacionada aos processos de
desenvolvimento e crescimento vegetal. Porém, fatores ambientais incluindo
estimulos bidticos e abidticos podem regular a biossintese de compostos
secundarios em plantas (ZHI-LIN et al., 2007). Deste modo, a biossintese de 6leos
essenciais nao esta condicionada somente ao estado metabdlico da planta, fatores
como crescimento vegetativo, idade foliar, temperatura, intensidade e duracédo da
radiagdo solar podem alterar a producdo de oleos essenciais (FAROOQI et al.,
1999).

Um dos principais fatores que afetam a producdo de d6leos essenciais é o
estadio de desenvolvimento do vegetal, das células e dos tecidos. A relac&o entre o
nivel de ontogenia e o acumulo de 6leos essenciais pode ser observada em diversas
espécies aromaticas, onde o maior rendimento destes pode ser verificado no inicio
do desenvolvimento vegetal (SANGWAN et al., 2001). A ontogenia pode também
afetar a composicéo de 6leos volateis (DURYAPAN et al., 1986).

A radiagdo é um importante fator que pode interferir na producdo e na
qualidade dos Oleos essenciais através da fotossintese, da modulagdo do
fotoperiodo e da qualidade da luz (SANGWAN et al., 2001).

Pode-se verificar em Mentha, que plantas submetidas a tratamentos de dias
curtos apresentaram menor biomassa, porém, acumularam maiores concentragcoes
de 6leos essenciais. Entretanto, plantas de dias longos e normais apresentaram
diferentes biomassas, e concentragdes de 6leos essenciais semelhantes (FARROQI
et al., 1999).

Conforme observado em Pogostemon cablin cultivado em consércio com
Carica papaya, o nivel de sombreamento das plantas também interfere no
rendimento de 6leos essenciais, onde o rendimento destes foi maior cultivado em
consércio quando comparado aos teores das plantas cultivadas em monocultura
(MUNI-RAN et al., 1999).

Segundo Shukla e Farooqgi (1990), a aplicagdo exdégena de reguladores
vegetais pode alterar o metabolismo secundario aumentando ou diminuindo o teor

do 6leo essencial e seus constituintes.
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Sangwan et al. (2001) sugere que estes afetam favoravelmente a producao
de O6leos essenciais em Lamiaceaes, conforme observado no género Mentha a
aplicacdo de reguladores de vegetais tais como citocininas promoveram maiores
concentracbes de Oleos essenciais em M. arvensis e M. spicata, de forma
semelhante a aplicagdo da giberilina GA; aumentou o rendimento de 6leos
essenciais em M. citrata. Entretanto, Bosabalidis e Exarchou (1995) observaram que
a aplicagdo de GAz; em Origanum Xx intercedens resultou em decréscimo nas
concentragdes de clorofilas e de tricomas glandulares na superficie foliar.

Deste modo, esforcos na busca de novas substancias ativas que possam
levar a uma maior biossintese de Oleos essenciais sdo de grande importancia,
considerando-se principalmente a dependéncia da industria farmacéutica nacional,

onde a importacdo de matéria prima nesse setor chega a 80% (STEFANINI, 2002).
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3. CAPITULO Il — DESENVOLVIMENTO DE Pogostemon cablin Benth,,
RENDIMENTO E COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL SOB DIFERENTES
NIVEIS DE SOMBREAMENTO E GAs.

RESUMO

Pogostemon cablin Benth. possui importancia econémica devido ao 6leo essencial
que produz, o qual é amplamente utilizado pelas industrias farmacéuticas e de
perfumarias. Possui habito perene e de um modo geral se desenvolve bem em
ambientes sombreados. Dentre os fatores ambientais aos quais uma planta é
exposta a luz é um recurso primordial ao desenvolvimento vegetativo, onde
variagdbes nos niveis de radiacdo podem promover alteracbes no padrdao de
desenvolvimento da espécie. A aplicagdo de giberelinas promove o alongamento
celular e desta forma, também podem promover o aumento da altura das plantas nas
quais sao aplicadas. Deste modo, o nivel de radiagédo e reguladores vegetais podem
influenciar a concentragao de constituintes quimicos do dleo essencial de plantas
aromaticas. O presente trabalho foi realizado na Universidade Federal do Parana,
utilizando-se estacas de plantas matrizes provenientes de Joinville-SC. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado constituido por 6
tratamentos, compostos por 3 niveis de sombreamento ( 0, 54 e 77%) com e sem
aplicacdo de GAs (200 mg.L™"). A aplicagdo de GA; iniciou-se 30 dias ap6s o plantio
das mudas. As plantas apresentaram altura significativamente superior em
condicbes de 77% de sombreamento e com tratamento de GAz aos 120 dias. De
forma contraria, as médias de numeros de folhas foram superiores em plantas
desenvolvidas em condigbes ndo sombreadas e apds 75 dias da aplicagdo de GAs.
O numero de ramos foi significativamente superior em condi¢des nao sombreadas e
sem aplicagcdo de GA3;. A aplicagdo do regulador vegetal, também aos 75 dias,
promoveu maior numero de ramos com 54% de sombreamento. Entretanto, o
tratamento com GA3 proporcionou maior produtividade e maior rendimento de éleos
essenciais em P. cablin quando submetido a niveis de sombreamento.

Palavras-chave: Patchouli, 6leo essencial, reguladores vegetais
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ABSTRACT

Pogostemon cablin has an economical importance due to the essential oil it
produces, which is widely used in the pharmaceutical and perfume industries. It
possesses perennial habit and generally develops well under shaded environments.
Among the ambient factors to which a plant is exposed to, the sunlight is a primordial
resource to the vegetative development, where radiation levels variations can
promote alteration on the standard development of the species. The administering of
gibberellin promotes the cellular elongation, thus also promoting the growth in stature
of the plants where it is administered. Thus, radiation levels and growth regulators
can influence the concentration of chemical constitutes of the essential oil of aromatic
plants. The current work was produced in the Federal University of Parana. The
experimental design used was entirely randomized with 6 treatments, consisting in 3
levels of shading (0, 54 and 77%) with and without the administering of GA3; (200
mg.L"). The GAs; was applied at 30 days after planting. The plants showed a
significant superior height under 77% of shading and with GA3 on the 120" day. The
leaf number was superior on plants developed under no shading conditions and after
75 days of GAs. After 75 days of applying the plant growth regulator, a larger number
of branches under 54% of shading was observed The number of branches was
significantly superior also with no shading conditions and with no GAs. When the
plant growth regulator was at 75 days promoted a larger number of branches with
54% of shading. However, treatment with GA3; provided increased productivity and
greater yield of essential oils in P. Cablin as submitted to the levels of shading

Key-words: Patchouli, essential oil, plant growth regulators
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3.1 INTRODUCAO

A Dbiossintese dos metabdlitos secundarios esta condicionada a fatores
ambientais que interagindo com caracteristicas genéticas influenciam aspectos
fisiologicos da espécie (CASTRO et al., 2004).

A fixacao de carbono € um importante mecanismo fisiolégico relacionado a
producao de 6leos essenciais (SANGWAN et al., 2001), onde o nivel de radiagao
esta relacionado a producdo de metabdlitos secundarios, pois a formacao destes
ocorre a partir de rotas bioquimicas originadas no metabolismo primario.

Em plantas de carqueja (Baccharis trimera (Less). D.C) observou-se que o
aumento do rendimento de dleos essenciais ocorreu com o aumento dos niveis de
radiagdo aos quais as plantas foram expostas (SILVA et al., 2006). Plantas de
Pogostemon cablin cultivado em consoércio com Carica papaya, apresentaram
rendimento de Oleos essenciais superior cultivadas em consoércio quando comparado
aos teores das plantas cultivadas em monocultura, sugerindo melhor desempenho
sob condi¢cdes de sombreamento (MUNI-RAN et al., 1999).

Outro fator que pode influenciar o rendimento de Oleos essenciais é a
aplicagao de reguladores vegetais. A aplicacdo destes pode alterar o metabolismo
secundario aumentando ou diminuindo o teor do 6leo essencial e seus constituintes
(SHUKLA e FAROOQI, 1990).

Segundo Sangwan et al. (2001), os reguladores vegetais agem
favoravelmente sobre o rendimento e a qualidade dos 6leos essenciais, conforme
observado em espécies do género Mentha, pertencente a familia Lamiaceae. Ainda
ao comparar o efeito da aplicagdo de varios reguladores vegetais, observou-se que
o GAs; promove aumento no rendimento de Oleos essenciais e estimula o
crescimento das plantas.

Em Pogostemon cablin, Misra (1995a) testou concentra¢des de giberelina de
10 a 500 mg.L'1 e constatou que a aplicagdo exdgena de 250 mg.L'1de GA; em
condicbes de sombreamento promoveu maior numero de ramos, ndés por ramos,
folhas verdes, area foliar e rendimento de 6leo essencial. A massa fresca foliar,
altura das plantas e numero de folhas amarelas n&o foram afetados por estes

tratamentos. Entretanto, Misra (1995b) observou em plantas que n&o foram
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submetidas a ambientes sombreados que a aplicacdo de GAs resultou em plantas
maiores e com maior numeros de nos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do sombreamento e da
aplicacao de GA3 no desenvolvimento vegetativo, na produtividade e no rendimento

dos 6leos essenciais em Pogostemon cablin.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigbes de casa-de-vegetagdo no
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da Universidade Federal do Parana,

Curitiba- PR _durante os meses- de setembro de 2006 a janeiro de 2007.

3.2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado para a extragdo do 6leo essencial constitui-se de
plantas de Pogostemon cablin Benth. fornecidas pela empresa Hérbia
Beneficiamento de Plantas Ltda, Joinville — SC, sendo mantidas em casa-de-

vegetacao durante o periodo de setembro de 2006 a janeiro de 2007.

3.2.2 Preparo das mudas

As mudas foram obtidas por meio de estacas com 6 cm de comprimento e
um par de folhas reduzidas a metade . Estas foram mantidas em tubetes de 50 cm?
contendo Plantmax HT® durante 60 dias, em condi¢cdes de casa-de-vegetagcao, com
sistema de irrigac&o intermitente com trés turnos de rega, sendo de 15 segundos a

cada 15 minutos das 08:00h as 17:00h, 15 segundos a cada hora das 17:00h as
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23:00h e 15 segundos a cada 3 horas das 23:00h as 08:00h, para o enraizamento
das estacas.

Apos este periodo as estacas que apresentaram desenvolvimento
vegetativo satisfatorio, bem como boas condi¢des fitossanitarias foram selecionadas
para o transplantio em vasos.

Para a implantacdo do experimento amostras do solo foram coletadas para
analise quimica no Laboratério de Fertilidade do Departamento de Solos da UFPR
(Tabela 1).

Para a correcdo do pH do solo, foi incorporado 8,3 toneladas. ha ' de
calcario (100% PNRT) (RAIJ et al., 1996). Ainda conforme recomendagado destes
autores, foi incorporado 30Kg/ ha ' de N, 130Kg/ ha ™' de P,Os e 110 Kg/ ha ' de
K20. Utilizou-se a recomendacgao para Stevea rebaudiana Bertone. (estévia) devido

a semelhancga de habito entre as espécies.

TABELA 1 - Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento. Curitiba-PR,

2007.
+3 +3 +2 +2 + .
pH AP [H+A® ca”? [ mg? | K [ sB| T | P [s] c | v [ m |[camg Argia
CaCl[smp cmol/dm® mg/dm® [g/dm o, | % g/kg
4,30 520 360 9,00 1,60 0,80 0,07 247 11,47 570 - 414 22 59 2,0 4000

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 2 X 3 com 5 repeticbes e 5 vasos por parcela com dimensdes de 17cm de
altura x 23 cm de didmetro e capacidade para aproximadamente 6 Kg de substrato.
Os tratamentos incluiram diferentes niveis de sombreamento (0, 54 e 77%)
utilizando-se Sombrite® e aplicagdo de Pro Gibb® 10% GAs (200 mg. L") e
testemunha. As aplicagbes de GAjs; foram realizadas com equipamento de
pulverizagao pressurizado por CO, com vazao e pressao constante (50 Psi), aos 30
e aos 75 dias apos a implantacdo do experimento.

Para determinar com maior precisdo os niveis de sombreamento, foram feitas
medicdes dos niveis de radiacao utilizando-se o aparelho porémetro, modelo LICOR

1600, em dias ensolarados e nublados (Tabela 2).
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TABELA 2- Niveis de radiacdo (u mol. s"'m?) e sombreamento (%) em condicdes
de casa de vegetagao, em dias ensolarados e nublados. Curitiba-PR,

2007.
Ensolarado Nublado
Ambiente Radiacéao Sombreamento Radiacao Sombreamento
Externo 1770 330
Interno 869 (100%) 0% 144 (100%) 0%
30% Sombreamento 400 (46,29%) 53,71% 69 (47,91%) 52,09%
70% Sombreamento 200 (23,01%) 76,99% 38 (26,38%) 73,72%

O desenvolvimento vegetativo do material foi avaliado aos 30, 75 e 120 dias
apos a o plantio (Figura 2) a partir da determinacdo da area foliar, altura (cm)
considerando-se a altura do ramo principal a partir do substrato, numero de folhas e
numero de ramos.

A area foliar das plantas de patchouli foi determinada a partir de discos
foliares de area conhecida em posi¢cdes especificas do limbo foliar, evitando-se a
nervura central. Foram coletadas folhas apicais, basais e medianas as quais foram
pesadas. Retirou-se 50 discos com area conhecida de 0,7854 cm? de cada folha.
Apos este procedimento os discos retirados foram pesados e a area foliar foi
calculada (FERNANDES, 2000).

120 dias
3° Avaliagao
Coleta do material
: 4 vegetal.
75 dias gy R
30 dias 2° Avaliagao ™ o A
1° Avaliagao 2° Aplicagao
Plantio 1° Aplicacgao
T Jaljs
Setembro Outubro Novembro Dezembro Janeiro

FIGURA 2- Periodos de avaliagcédo e aplicacdo de regulador vegetal em plantas de
patchouli

A extracdo do ¢6leo essencial de Pogostemon cablin foi realizada no

Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal do Departamento de Fitotecnia e
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Fitossanitarismo da Universidade Federal do Parana. Utilizou-se 30g de tecido foliar
com 120 dias de cultivo e aproximadamente 20% de umidade para hidrodestilagao
durante 5 horas em aparelho graduado Clevenger e baldo volumétrico de 2L,

conforme testes preliminares realizados em laboratério com a mesma espécie.

3.2.3 Caracterizagao quimica

As amostras do 6leo essencial de Pogostemon cablin foram analisadas por
meio de cromatografia a gas acoplada a espectometria de massa (CG/EM) no
Laboratério de Analise de Combustiveis Automotivos, no Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana. Utilizou-se cromatografo
gasoso Varian, modelo CP 3800 com detector FID (CG_FID), coluna capilar
Chrompack de silica fundida CP-SIL 8 CB, 0.25mm de diametro interno, 30 m de
comprimento e 0,25 um de filme liquido. Temperatura do injetor: 250 °C, split 1:300,
Volume de amostra injetada: 1,0 pl. Gas de arraste: hélio TmL/min constante.Gas de
make up: ar sintético, nitrogénio e hidrogénio.Temperatura do detector FID: 300°C.
Programacao de temperatura do forno: temperatura inicial de 50°C, elevacao de
temperatura a 180°C na razdo de 10°C permanecendo por 20 minutos; elevagao de
temperatura a 200°C na razao de 20°C permanecendo por 1 minuto.Tempo total da

corrida: 35 minutos.

3.2.4 Analise estatistica

As analises de variancias foram realizadas utilizando-se o programa estatistico
ASSISTAT versdao 7.4 beta (SILVA e AZEVEDO, 2006). As variancias dos
tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as

médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Desenvolvimento vegetativo

Houve interacdo significativa entre os fatores sombreamento e giberelina para
a altura de plantas de Pogostemon cablin apés 120 dias de cultivo em casa-de-
vegetacao, onde os tratamentos submetidos a 54 e 77% de sombreamento e na
auséncia de GAj3 proporcionaram a maior altura das plantas. Apos a aplicagao de
GA;, a altura de plantas submetidas a 77% de sombreamento foi significativamente
superior que plantas em ambiente ndo sombreado e com 54% de sombreamento
(Tabela 3). Entretanto, houve efeito do fator sombreamento aos 30 e 75 dias (Tabela
4), onde os tratamentos submetidos a de 54 e 77% de sombreamento foram
superiores. Ainda aos 75 dias, a aplicacdo de GA; promoveu aumento na altura das
plantas quando comparadas as que nao receberam aplicagao do regulador vegetal
(Tabela 4).

Entre os diversos fatores ambientais, a radiacdo € primordial ao
desenvolvimento das plantas e alteragdes nos niveis de radiagdo aos quais uma
espécie esta adaptada podem levar a alteracbes em suas caracteristicas
anatbmicas, bioquimicas e consequentemente no desenvolvimento (ATROCH et al.,
2001). Por outro lado, a aplicagédo de giberelinas também pode promover o aumento
da altura média das plantas, pois estas promovem o alongamento celular
(SCAVRONI, 2006). Em artemisia (Tanacetun parthenium (L.) Shultz — Bip),0
aumento do nivel de sombreamento também promoveu altura superior, quando
comparadas as plantas mantidas em pleno sol (CARVALHO et al.,, 2006). Os
resultados obtidos neste experimento estdo de acordo com estes autores, pois
houve influéncia do fator sombreamento tanto na presenga como na auséncia do

regulador vegetal.
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TABELA 3 - Altura (cm), numero de folhas e ramos de Pogostemon cablin em
diferentes niveis de sombreamento e 200 mg.L "'GAs, Curitiba-PR,
2007.

Sombreamento (%)

Desenvolvimento Vegetativo

0 54 77
Altura (30 dias)
Sem GA; 6,84 ns 10,24 ns 9,48 ns
Com GA; 7,63 ns 9,78 ns 10,28 ns
Altura (75 dias)
Sem GA; 19,20 ns 26,86 ns 26,80 ns
Com GA; 22,61 ns 29,56 ns 30,06 ns
Altura (120 dias)
Sem GA; 38,04 Bb 50,70 Aa 55,64 Ab
Com GA;
49,67 Ba 48,40 Ba 65,22 Aa
Numero de folhas (30 dias)
Sem GA; 14,12 ns 14,52 ns 12,52 ns
Com GA; 13,68 ns 14,16 ns 12,32 ns
Numero de folhas (75 dias)
Sem GA; 42,40 Ab 28,96 Bb 28,96 Ba
Com GA; 69,08 Aa 40,76 Ba 29,28 Ca
Numero de folhas (120 dias)
Sem GA; 65,60 ns 43,84 ns 43,84 ns
Com GA; 78,96 ns 55,52 ns 58,40 ns
Numero de ramos (30 dias)
Sem GA; 2,12 ns 2,44 ns 2,12 ns
Com GA; 2,12 ns 2,36 ns 2,24 ns
Numero de ramos (75 dias)
Sem GA; 2,92 Aa 2,64 ABa 2,20 Ba
Com GA; 2,12 Bb 2,64 Aa 2,44 ABa
Numero de ramos (120 dias)
Sem GA; 2,92 ns 2,68 ns 2,28 ns
Com GA; 3,16 ns 2,64 ns 2,52 ns

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Para o numero de folhas, também houve interagdo entre os fatores aos 75
dias, onde o tratamento ndo submetido a condicdes de sombreamento promoveu as
maiores médias independente da aplicagado do regulador (Tabela 3). Entretanto, aos
120 dias houve influéncia dos fatores de forma isolada sobre o numero de folhas,
onde novamente o tratamento ndo submetido a condicdo de sombreamento resultou
médias superiores (Tabela 4). Em relagdo a aplicagdo do regulador vegetal, este
também promoveu aumento no numero de folhas aos 120 dias (Tabela 4). Da

mesma forma, Bora e Sarma (2006), constaram em plantas de ervilha (Pisum
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sativum L.) que a aplicagdo de GAz promove o aumento do numero de folhas
quando aplicada em concentragées até 250 mg.L™".

De modo semelhante ao numero de folhas, houve interagado entre os fatores
sombreamento e giberelina para o numero de ramos aos 75 dias, onde o tratamento
nao sombreado foi superior ao tratamento com 77% de sombreamento quando o
regulador nao foi aplicado. Com a aplicacdo do regulador vegetal o maior numero de
ramos foram encontrados nos tratamentos com 54 e 77% de sombreamento em
relacdo ao tratamento ndo sombreado (Tabela 3). Misra (1995 a) observou em
plantas de patchouli e que a aplicacdo deste regulador na concentracdo de 250
mg.L”" promoveu maior nimero de ramos quando as plantas foram mantidas em
condigbes de sombreamento, os resultados obtidos neste trabalho para o numero de
ramos nao concordam com este autor, pois em plantas submetidas a sombreamento
nao houve diferenga significativa entre os tratamentos com e sem aplicagdo do
regulador vegetal.

Apods 120 dias de cultivo observou-se efeito isolado do fator sombreamento,
onde plantas ndo submetidas as condi¢cdes de sombreamento apresentaram maior

numero de ramos (Tabela 4).

TABELA 4 - Altura (cm), numero de folhas e ramos de Pogostemon cablin em
diferentes niveis de sombreamento, com e sem aplicagdo de 200
mg.L "' GA3, Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%) Regulador Vegetal
Desenvolvimento Vegetativo 0 54 77 Sem GA; Com GA;
Altura (30 dias) 7,23 B 10,01 A 9,88 A - -
Altura (75 dias) 20,90 B 28,21 A 28,43 A 2428 B 27,41 A

Numero de folhas (120 dias) 72,28 A 49,68 B 51,12B 51,09B 64,29 A

Numero de ramos (120 dias) 3,04 A 2,66 B 2,40 B - -

As médias com mesmas letras maiusculas nas linhas nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade

Para os teores de massa seca foliar os tratamentos ndo sombreados e sem
aplicacao de GAj; apresentaram as maiores médias. Entretanto, Alvarenga et al.,

(2003) observou maiores teores de massa seca foliar em plantas de Croton
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urucurana Baill. submetidas a limitacdo de 70% de radiagédo quando comparadas as
que foram mantidas em condi¢des de radiagao plena.

As plantas tratadas ou ndo com GAj; apresentaram maior massa seca foliar
no tratamento ndo sombreado. Nesta condigdo, a aplicagdo de giberelina reduziu o
acumulo de massa seca foliar. Em condicdo de sombreamento, no entanto, médias
significativamente superiores para massa seca foliar foram obtidas com a aplicacao
do regulador vegetal (Tabela 5). Entretanto, para os teores de massa seca de ramos
o tratamento com 54% de sombreamento foi estatisticamente superior aos demais
independente da aplicagdo do regulador vegetal. Apds aplicagao da giberelina foi
possivel observar em todos os niveis de sombreamento maiores teores de massa
seca de ramos destes tratamentos quando comparados aos mesmos niveis de

sombreamento sem aplicacao de GAs.

TABELA 5- Massa seca (g) de folhas e ramos de Pogostemon cablin aos 120 dias
em diferentes niveis de sombreamento e aplicacdo de 200 mg.L "'GAs.
Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%)

Desenvolvimento Vegetativo

0 54 77
Massa Seca de Folhas
Sem GA; 69,55 Aa 56,00 Bb 47,29 Cb
Com GA; 62,72 Ab 58,78 Ba 52,75 Ca
Massa Seca de Ramos
Sem GA; 30,96 Bb 39,08 Ab 30,12 Cb
Com GA; 42,43 Ba 44 11 Aa 39,59 Ca

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

A area foliar das plantas de Pogostemon cablin foi superior em condigao de
sombreamento independente da aplicagdo de giberelina. No entanto, quando
aplicada, médias superiores foram obtidas em todas as condi¢dbes sombreamento
(Tabela 6). Aguilera (2004), observou em plantas de Siegesbeckia orientalis (botéo-
de-ouro), que plantas mantidas em 50% de sombreamento apresentaram area foliar
cerca de trés vezes maior que plantas cultivadas sem limitagdo da radiacdo. Misra

(1995 a) relatou que a aplicagdo de giberelina combinada ao sombreamento
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promove aumento da area foliar de Pogostemon cablin. Deste modo, os resultados

obtidos concordam com estes autores.

TABELA 6 - Area foliar (cm?) de plantas de Pogostemon cablin aos 120 dias em
diferentes niveis de sombreamento e aplicagdo de 200 mg.L "'GAs;.
Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%)

Area foliar
0 54 77
Sem GA; 4225 Cb 80,67 Bb 108,61 Ab
Com GA; 58,37 Ca 96,60 Ba 132,64 Aa

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

3.3.2 Rendimento e produtividade do éleo essencial

Assim como para maioria das caracteristicas de desenvolvimento, houve
interagdo significativa entre os fatores no rendimento de 6leo essencial. Embora o
rendimento de 6leo essencial ndo tenha diferenciado estatisticamente nos diferentes
niveis de sombreamento, quando o regulador foi aplicado houve aumento
significativo de rendimento em condi¢cdes de sombreamento (Tabela 7). O uso de
reguladores vegetais pode alterar o comportamento de algumas plantas através da
sua produtividade bem como do seu metabolismo secundario. Desta forma é
possivel obter-se um aumento no teor do 6leo essencial em algumas espécies
(SHUKLA e FAROOQUI, 1990). Misra (1995a; 1995b) relatou em seus trabalhos
com patchouli que a concentracdo de GAs em 250 mg.L" em condicdes de
sombreamento promove maior rendimento de 6leo essencial e aumento do numero
de folhas verdes. Este maior rendimento de 6leo essencial nestas condicbes pode
ser explicado pelo aumento do numero de folhas, pois as estruturas que armazenam
Oleo essencial no patchouli estdo presentes em maior quantidade nas folhas
(HENDERSON et al., 1970). Pode-se observar que resultados semelhantes a este
autor foram obtidos nas condigdes deste experimento mesmo utilizando-se uma

concentragéao inferior de giberelina.
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TABELA 7- Rendimento do o6leo essencial (uL.g' de massa seca foliar) de
Pogostemon cablin aos 120 dias em diferentes niveis de
sombreamento e aplicagdo de 200 mg.L 'GAs. Curitiba-PR, 2007.

. , . [0)
Rendimento de 6leo essencial Sombreamento (%)

0 54 77
Sem GA; 58.26 Aa 44.04 Ab 52.96 Ab
Com GA; 51.10 Ba 86.41 Aa 85.15 Aa

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e minlsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao verificar os efeitos da aplicagdo de GAs em Artemisia pallens Wall, Farooqi
et al. (1993) observou que a concentracdo 200 mg.L™" promoveu diferenca na
produtividade do 6leo essencial.

De modo semelhante ao rendimento a alteracédo nos niveis de sombreamento
nao promoveu diferenca significativa na produtividade do o6leo essencial nos
tratamentos sem aplicagdo do regulador vegetal. Por outro lado, as plantas tratadas
com regulador vegetal apresentaram maior rendimento de 6leo essencial em 54 e

77% de sombreamento (Tabela 8).

TABELA 8- Produtividade (L.ha™) de 6leos essenciais de Pogostemon cablin aos
120 dias em diferentes niveis de sombreamento e aplicacido de 200
mg.L ' GAs. Curitiba-Pr, 2007.

Sombreamento (%)

Produtividade 6leo essencial

0 54 77
Sem GA; 15,92 Aa 14,16 Ab 10,47 Ab
Com GA3 15,99 Ba 24,95 Aa 21,84 ABa

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.3.3 Composigao do dleo essencial

Tanto a sintese do patchoulol quanto do pogostol ocorrem em presenga de
agua (DEGUERRY et al., 2006), isto explicaria a tendéncia das amostras mantidas

em 54% de sombreamento sem aplicagdo do regulador vegetal apresentarem
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maiores concentragdes destes compostos (Tabela 9), pois em ambientes onde a
radiacdo nao incidiu diretamente, a retencdo de agua no substrato foi superior. Por
outro lado, a tendéncia apresentada pelos constituintes minoritarios, os quais
apresentaram maiores concentracoes em condicbes ndo sombreadas, pode estar
relacionada com reacdo de sintese. Nestas reacgdes, ocorre desprotonizagcdo e a
molécula de agua nao é utilizada como substrato, sabendo-se que a sintese destes
nao € dependente da quebra de uma molécula de agua, estes resultados sugerem
que a concentracdo destes constituintes no oleo essencial é diretamente
dependente do balango dos constituintes patchoulol e pogostol, tendo em vista a
presencga de precursores comuns. No caso da sintese de patchoulol e seicheleno,
estes possuem como precursor comum o intermediario numero 7 da rota metabdlica,
e na sintese de pogostol, alfa guaieno e alfa buleseno o precursor comum é o
guaianil cation.

Conforme referéncia supracitada, o patchoulol e o pogostol sdo formados em
presenca de agua, entretanto, na auséncia de agua os mesmos intermediarios que
dédo origem a esses compostos originam o seicheleno e alfa guaieno,
respectivamente. Esta tendéncia também pode ser observada na tabela 9, onde sem
sombreamento houve uma diminuicdo nos teores de patchoulol e um acréscimo nos
teores de seicheleno, a mesma relagéo pode ser observada entre o pogostol e o alfa

guaieno.
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TABELA 9 — Constituintes do 6leo essencial de Pogostemon cablin aos 120 dias em
diferentes niveis de sombreamento e 200 mg.L "'GA;. Curitiba-PR,

2007.

Sombreamento 0% 54 7% 0% 54% 7%

Composto (%) Sem GA, Com GA,
Beta patchouleno 1,29 1,10 0,99 1,07 1,08 1,16
Cariofileno 3,00 2,34 2,5 2,34 2,27 2,64
Alfa guaieno 8,09 6,16 6,43 6,09 6,03 6,93
Gama patchouleno 5,36 4,19 4,44 4,09 4,09 4,70
Alfa patchouleno 3,38 2,62 2,77 2,57 2,54 2,94
Seicheleno 1,36 1,07 1,11 1,02 1,03 1,16
Beta guaieno 0,94 0,59 0,63 0,57 0,59 0,77
Alfa selineno 1,77 1,36 1,52 1,34 1,30 1,52
Alfa bulneseno 12,10 9,28 10,65 9,28 8,80 10,43
Pogostol 4,26 4,80 4,57 4,63 4,74 4,36

Patchoulol 49,40 55,99 54,60 57,41 57,30 54,50
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3.4 CONCLUSOES

O nivel de sombreamento e a aplicacao de GAj3 altera o desenvolvimento
vegetativo das plantas de Pogostemon cablin, influenciando a altura, numero de
folhas, de ramos e area foliar.

O sombreamento combinado a aplicagédo de giberelina resulta em plantas
maiores € com numero de folhas reduzido. O numero de ramos € superior em
ambiente ndo sombreado, porém, quando o GA; é aplicado, 0 aumento no numero
de ramos ¢ favorecido pelo sombreamento.

Plantas mantidas em ambientes ndo sombreados apresentam maiores
teores de massa seca foliar e menor area foliar.

A aplicagao de GAz promove aumento da area foliar.

O sombreamento e a aplicacdo de GAs; resulta em maior rendimento e

produtividade do éleo essencial de Pogostemon cablin.



1.

43

REFERENCIAS

AGUILERA, D. B.; FERREIRA, F. A; CECON, P. R . Crescimento de
Siegesbeckia orientalis sob diferentes condigdes de luminosidade. Planta
Daninha, v. 22, n.1. p. 43-51, 2004.

ALVARENGA. A. A.; CASTRO, E. M.; CASTRO, E. C. L. J.,, MAGALHAES, M.
M. Effects of different light levels on the initial grouwth and photosyntesis of
Croton urucurana Baill in southeastern Brazil. Revista Arvore, v.27, n.1, p.
53-57, 2003.

ATROCH, E. M. A. C.; SOARES, A. M.; ALVARENGA, A. A.; CASTRO, E. M.
Crescimento, teor de clorofilas, distribuicdo de biomassa e caracteristicas
anatbmicas de plantas jovens de Bauhinia forficata Link submetidas a
diferentes condi¢cdes de sombreamento. Ciéncia Agrotecnologia, v.25, n.4,
p.853-862, 2001.

BORA, R. K.; SARMA, C. M. Effect of gibberellic acid and cycocel on growth,
yield and protein content of pea. Asian Journal of Plant Sciences, v. 39, n.2,

p. 324-330, 2006.

CASTRO, H. G.; FERREIRA, A. F.; SILVA, D. J. H; MOSQUIM, P. R
ContribuicBo ao estudo das plantas medicinais: metabdlitos
secundarios, 2 ed. Vigosa: Grafica Suprema e Editora, 2004. p. 48-66.

DEGUERRY, F.; PASTORE, L.; WU, S.; CLARK, A.; CHAPPELL, J;
SCHALK, M. The diverse sesquiterpene profile of patchouli, Pogostemon
cablin, is correlated with a limited number of sesquiterpene synthases.

Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 37, p. 123-136, 2006.



44

7. FAROOQI, AA.; DEVIAH, K.A; VASUNDRA, M. Effect of some growth
regulators and pinching on growth, yield and essential oil content of davana
(Artemisia pallens Wall.) Indian Perfumer, v.37, p.19-23, 1993.

8. FERNANDES, P. D. Analise de crescimento e desenvolvimento vegetal.
Campina Grande: UFPB, Departamento de Engenharia Agricola, 2000. 22p.

9. FREITAS, M.S.M.; MARTINS, M. A.; VIEIRA. I. J. C. Produgéo e qualidade de
Oleos essenciais de Mentha arvensis em resposta a inoculagédo de fungos
micorrizicos arbusculares. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.39,
n.9, p.887-894, set. 2004.

10.HENDERSON, W.; JAMES, W. H.; HOW, P.; JUDGE, J. Chemical and
morphological studies on sites of sesquiterpene accumulation in Pogostemon
cablin (Patchouli). Phytochemistry, v. 9, p. 1219-1228, 1970.

11.MISRA, M. The effect of gibberellic acid (GA3) on the growth, photosynthetic
pigment content and oil yield of patchouli (Pogostemon cablin Benth.) plants
grown in shade condition. Biologia Plantarun, v.17, n. 4, p. 367-370, 1995 a.

12.MISRA, M. Application of gibberellin to Pogostemon cablin plants — growth,
photosynthetic pigment content an oil, yield. Biologia Plantarun, v.37, n. 4, p.

635-639, 1995 b.

13.MUNI-RAM, DASHA-RAM, SANTOSH-SINGH, NAQVI, A. A., SUSHIL-
KUMAR. Studies on intercropping of patchouli (Pogostemon patchouli) with
papaya (Carica papaya). Journal of Medicinal and Aromatic Plant Science,
v. 21, n.2, p. 358-360, 1999.

14.RAlJ, B.; CANTARELLA, H.; QUAGGIO, J. A.; FURLANI, A. M. C.
Recomendacbes de adubacédo e calagem para o Estado de Sao Paulo.

Instituto Agrondmico e Fundagéo IAC,Campinas, 285p.,1996.



45

15.SANGWAN, N. S.; FAROOQI, A. H. A.; SFIABIH, F.; SANGWAN, R. S.
Regulation of essential oil production in plants. Plant Growth Regulation, v.

34, p. 3-21, 2001.

16.SCAVRONI, J.; VASCONCELLOS, M. C.; VALMORBIDA, J.; FERRI, A. F.;
MARQUES, M. O. M.; ONO, E.O.; RODRIGUES, J. D. Rendimento e
composi¢cdo quimica do 6leo essencial de Mentha piperita L. submetida a
aplicagbes de giberilina e citocinina. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v.8, n.4, p. 40-43 , 2006

17.SHUKLA, A.; FAROOQI, A. H. A. E. review article: Ultilization of plant growth
regulators in aromatic plant production. Current Research Medicinal &

Aromatic Plants, v 12, n 3, p 152-7, 1990.

18.SILVA, F. de A. S.; AZEVEDO, C. A. V. de. A new version of the assistat-
statistical assistance software. In: World Congress on Computers in
Agriculture, 4. Orlando-FL-USA: Anais: Orlando: American Society of
Agricultural Engineers, p.393-396, 2006.

19.SILVA, F. G.; PINTO. J. E. P.; CARDOSO. M. G. et al. Influence of radiation
level on plant growth, yield and quality of essential oil in carqueja. Ciéncia e
Agrotecnologia, v. 30, n. 1, p. 52-57, 2006

20.SUGIMURA, Y.; KADOTANI, N.; UEDA, Y.; SHIMA, K. KITAJIMA, S
FURUSAWA, O.; IKEGAMI, M. Transgenic patchouli plants produced by
Agrobacterium-mediatedTransformation. Plant Cell Tissue and Organ

Culture,. v. 82, p.251-257, 2005.



46

4. CAPITULO Ill - ASPECTOS ANATOMICOS E BIOQUIMICOS EM Pogostemon
cablin Benth. SOB DIFERENTES NIVEIS DE SOMBREAMENTO E APLICACAO
DE GAs.

RESUMO

A nivel mundial, o dleo essencial de Pogostemon cablin é utilizado amplamente pela
industria de perfumes. As giberelinas sdo freqlientemente associadas a promogao
do crescimento caulinar e o nivel de radiagao ao qual as plantas sdo expostas pode
afetar as caracteristicas morfolégicas e fisiologicas das folhas interferindo
diretamente em seu desenvolvimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do sombreamento e da aplicacdo de GAj; sobre caracteristicas
bioquimicas e anatébmicas de plantas de P. cablin. O presente trabalho foi realizado
em delineamento experimental inteiramente casualizado constituido por 6
tratamentos comparando o efeito de niveis de sombreamento (0, 54 e 77%) e GAs
(200 mg.L™). A aplicagdo de GAs foi realizada aos 30 dias ap6s o plantio. Houve
interag&o significativa entre os fatores para concentracédo de proteinas, aminoacidos,
carotendides. Quando houve aplicagdo de GA; os teores de proteinas foram
superiores em condi¢gbes de sombreamento (77 e 54%), sendo que na auséncia do
regulador, maiores médias foram observadas em condicbes nao sombreadas.
Maiores teores de aminoacidos foram observados em plantas tratadas com GA; e
desenvolvidas sem sombreamento. De forma contraria, maiores concentragcdes de
clorofilas foram observadas em plantas sombreadas. Plantas tratadas com GA3
apresentaram maiores teores de acgucares soluveis totais quando submetidas a
sombreamento. A avaliagdo anatémica de tecidos foliares demonstrou diferenga na
disposicao das células do parénquima lacunoso entre folhas de sol e sombra.

Palavras—chave: giberelina, parénquima lacunoso, metabolismo.
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ABSTRACT

The essential oil of Pogostemon cablin is widely used by the perfume industry.
Factors such as radiation levels and plant growth regulators influence the essential
oil yield and composition of aromatic plants. Gibberellin promotes the cellular
elongation and growth of the plants where it is applied. The level of radiation which
plants are exposed also affect morphological and physiological characteristics of the
leaves, affecting its development. The purpose of this work was to evaluate the
influence of the shading levels and GA; on biochemical and anatomical
characteristics of plants of P. cablin. The current work was carried out at Federal
University of Parana State. The experimental design was completely randomized with
6 treatments, consisting in 3 levels of shading (0, 54 and 77%) with and without GA3
(200 mg.L™"). GAs was applied at 30 days after planting. There was significant
interaction between both factors for protein, amino acids and carotenoid
concentrations. With GA3, the levels of protein were higher in shading conditions (77
and 54%). In the absence of the plant growth regulator, great averages were
observed under no shading conditions. Amino acid concentration increased in plants
treated with GA3; and developed without shading, however, chlorophyll concentration
increased in plants with limited radiation. Plants treated with GA; showed greater
levels of total soluble sugars when subject to shading. The anatomical evaluation of
the leaf tissue of sun and shade levaes showed difference in the arrangement of cells
in the spongy parenchyma, with great development under shading conditions.

Key-words: Gibberellin, spongy parenchyma, metabolism.
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4.1 INTRODUCAO

Pogostemon cablin, popularmente conhecido como patchouli, possui 6leo
essencial rico em terpenos (SUGIMURA et al., 2005), o qual € amplamente utilizado
pelas industrias de cosméticos e de perfumarias (ZHAO et al., 2005), devido a sua
fragrancia amadeirada e capacidade de fixacao a pele (SUGIMURA et al., 2005).

O nivel de radiagédo pode afetar as caracteristicas anatdémicas, morfologicas e
fisiologicas das plantas interferindo diretamente sobre desenvolvimento, estrutura e
funcao foliar, estruturas dos cloroplastos e componentes do aparato fotossintético
(NASCIMENTO et al., 2006), e o crescimento destas pode refletir a habilidade de
adaptacao de algumas espécies as condigdes de radiacdo do ambiente em que se
desenvolvem (ALMEIDA et al., 2004).

Em resposta a disponibilidade de luz, plantas cultivadas em diferentes
ambientes podem alterar suas caracteristicas morfologicas, sendo uma delas a
espessura da folha (REISSER JUNIOR, 2003). Segundo Lee (2000) o
espessamento foliar é efeito da intensidade luminosa, onde folhas submetidas a
ambientes mais ensolarados sdo mais grossas, por apresentarem tecido paligadico
mais espesso (ATROCH, 2001). Lima Junior et al.,, (2006) constataram que a
espessura do parénquima palicadico e das epidermes das faces adaxial e abaxial
sao as que mais contribuem para o espessamento do limbo foliar e do parénquima

lacunoso de Cupania vernalis cultivadas a pleno sol.

Costa (2007), observou maior densidade estomatica em plantas de alfavaca
(Ocimum selloi Benth.) mantidas a pleno sol, entretanto, o numero de cloroplastos
por célula do parénquima palicadico foi significativamente maior em plantas

sombreadas.

Assim como outros organismos multicelulares, as plantas utilizam sinais para
se comunicar entre 6rgaos distantes e desta forma coordenar seu crescimento. Os
horménios vegetais tém influéncia em varios aspectos da regulagcéo do crescimento
vegetal, sendo as giberelinas responsaveis tanto pelo alongamento quanto pela
divisdo celular (COZIER et al., 2000). Deste modo, aplicagcdo de reguladores
vegetais também pode alterar caracteristicas anatémicas das folhas, conforme

observado em cortes transversais de folhas de ipé—amarelo (Tabebuia alba (Chan.)
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Sandw) quando a aplicagdo de brassinoesteroides ou brassinoesteroides
combinados com GA3;, promoveram o aumento da epiderme, das células do mesofilo
e do espessamento da lamina foliar, além da divisdo das células do peciolo (ONO et
al., 2000). Por outro lado, Bosabalidis e Exarchou (1995) relataram que a aplicagéo
de GA3; em plantas de Origanum x intercedens resultou no decréscimo na densidade
de tricomas glandulares na superficie foliar e na espessura da folha.

O sucesso da adaptacdo de uma espécie a diferentes niveis de radiagao esta
também relacionado a eficiéncia desta na particao de fotoassimliados para partes da
planta e na habilidade de ajustar suas caracteristicas morfofisiolégicas para
captacado de recursos primarios (DIAS-FILHO, 1997). As adaptagbes bioquimicas
das plantas a diferentes ambientes envolvem o metabolismo primario e secundario
destas. Deste modo, a luz como fonte primaria de energia é um dos principais
fatores relacionados a produtividade fotossintética a ser considerado (CARVALHO et
al., 2006).

De um modo geral variagdes na intensidade luminosa as quais uma planta é
submetida podem alterar as concentracdes de acucares totais em folhas maduras,
podendo ocorrer um decréscimo significativo nos teores destas macromoléculas
durante o dia quando submetidas a limitagcao de radiagao, conforme observado por
Pystina e Danilov (2001) em folhas maduras de Ajuga reptans L. (Lamiaceae)
submetidas a tratamentos de pleno sol e limitagao de radiacido. Plantas mantidas em
pleno sol também apresentam maiores concentracbes de rubisco, a qual é
relacionada a maior concentracdo de proteinas nestas plantas (LAMBRES et al.,
1998),

Outras alteracbes bioquimicas e anatdomicas podem ser observadas ao
comparar folhas submetidas a diferentes niveis de radiagdo. Plantas desenvolvidas
em ambientes com limitacdo da radiagdo possuem um numero inferior de
cloroplastos por area em relacdo a plantas desenvolvidas em condi¢cbes de pleno
sol. Por outro lado, os cloroplastos de plantas desenvolvidas em ambientes
sombreados possuem maior volume de tilacdides e maior quantidade de tilacéides
por granum (LAMBRES et al., 1998). Desta forma, o maior acumulo de moléculas de
clorofilas em ambientes sombreados pode ser decorrente de um efeito
compensatoério da espécie a menor quantidade de radiagédo disponivel (ALMEIDA et
al., 2004).
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Em relacdo aos efeitos da aplicagdo de reguladores vegetais sobre o
metabolismo das plantas, Mostafa et al., (2005), ao comparar a aplicacédo de GAs,
benziladenina (BA) e GA; combinado com BA em Hibiscus sabadariffa L.
(Malvaceae) observou o acréscimo significativo nos teores de acucares totais,
proteinas e nitrogénio soluvel, quando comparado aos teores observado no
tratamento controle.

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos anatébmicos e bioquimicos de
Pogostemon cablin quando submetido a niveis de sombreamento e aplicagédo de

giberelina.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Analise anatbmica

Para a realizagdo da analise anatdbmica das folhas de Pogostemon cablin,
foram utilizadas folhas submetidas a zero, 54 e 77% de sombreamento com
aplicacdo de GA; e testemunha. Estas foram fixadas em FAA 70 (JOHANSEN,
1940) [alcool 70%, acido acético e formol (90:5:5 v/v/v)], durante 72 horas. Apds este
periodo o FAA foi eliminado e as folhas foram mantidas em alcool 70% até a
realizagao dos cortes anatébmicos.

A analise anatbmica das plantas de Pogostemon cablin foi realizada no
laboratério de Farmacognosia do Departamento de Farmacia da Universidade
Federal do Parana. Foram confeccionados cortes a mao livre, corados durante 20
segundos em Azul de Astra diluido em agua (1:15 v/v), sendo o excesso de corante
retirado com agua. Apds este procedimento, os cortes foram mantidos durante 15
segundos em Fucsina Basica 0,1% diluida em agua (1:20 v/v) e ap6s a aplicagao do
segundo corante, os cortes foram novamente lavados em agua e dispostos em
laminas de vidro para confeccéo de laminas semipermanentes.

Para o preparo das laminas semipermanentes foram dispostos 5 cortes em
cada lamina, sobre estes foi adicionado glicerina com posterior colocacdo da

laminula e vedagao com esmalte.
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4.2.2 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas das plantas de Pogostemon cablin foram realizadas
no Laboratorio de Ecofisiologia da Universidade Federal do Parana, de fevereiro a
maio de 2007.

O material vegetal empregado nas analises bioquimicas constitui-se das
folhas retiradas do quarto par de folhas totalmente expandidas de Pogostemon
cablin mantidas em casa-de-vegetagdo durante o periodo de setembro de 2006 a
janeiro de 2007. Todas as leituras de absorbancia foram realizadas utilizando-se

espectrofotdbmetro Shymadzu UV-1601.

4.2.2.1 Extragdo e dosagem de proteinas soluveis totais

Para a determinagdo dos teores de proteinas soluveis totais nos tecidos
foliares de Pogostemon cablin foi utilizado o método colorimétrico de Bradford
(BRADFORD, 1976), onde foram utilizados 500 mg de material vegetal fresco do
quarto par de folhas totalmente expandidas, na forma de discos foliares de 0,7854
cm? Os discos foliares foram previamente lavados e secos e, apds este
procedimento, macerados em tampao fosfato 0,2 M pH 7,5. O extrato obtido foi
entdo centrifugado a 20.000 g a 4 °C durante 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado e as amostras mantidas em freezer a —20°C aonde permaneceram até a
realizacdo da dosagem dos teores de proteinas soluveis totais. Este procedimento
foi também utilizado para a obtengdo de amostras para a dosagem de agucares
soluveis totais e agucares redutores.

A determinagao dos teores de proteinas nos tecidos foliares foi realizada a
partir de 40 pL das amostras transferidas para um tubo de ensaio, ao qual foi
adicionado 460 pL de tampéao fosfato e 1000uL de reagente de Bradford (Bio-Rad).
A leitura das absorbancias foi realizada no comprimento de onda de 630 nm. As
concentragcdes de proteinas foram determinadas a partir de curva padrdao de soro

albumina bovina (BSA).
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4.2.2.2 Determinagédo de aminoacidos totais

A determinagdo de aminoacidos foi realizada segundo metodologia descrita
por Bates et al. (1973). Utilizou-se 500mg de material vegetal fresco, do quarto par
de folhas totalmente expandidas, na forma de discos foliares de 0,7854 cm?. Os
discos foliares foram previamente lavados e secos, apds este procedimento o
material vegetal foi macerado em 10 mL de acido sulfosalicilico a 3% (p/v). O extrato
obtido foi entdo centrifugado a 20.000 x g a 4 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e as amostras foram congeladas para a dosagem dos
teores de aminoacidos soluveis totais.

Os teores de aminoacidos soluveis totais foram determinados utilizando-se
2,0 mL das amostras , 2,0 mL de ninidrina acida e 2,0 mL de acido acético .

A leitura das absorbancias foi realizada no comprimento de onda de 520 nm.
As concentrag¢des de aminoacidos foram determinadas por meio de curva padrao de

prolina.

4.2.2.3 Extragao e dosagem de agucares soluveis totais

Para a quantificagdo dos acgucares soluveis totais utilizou-se o método do
fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) sendo utilizados 500 mg de material vegetal
fresco do quarto par de folhas totalmente expandidas, na forma de discos foliares de
0,7854 cm?. Para a dosagem dos teores de aclcares soltveis totais foram utilizados
10 yL das amostras as quais foram transferidas para tubos de ensaio aos quais
foram adicionados 490 uL de agua destilada, 500 pL de fenol a 5% (p/v) e 2,5 mL de
acido sulfurico concentrado. As leituras de absorbéncia foram realizadas no
comprimento de onda de 490 nm e as concentracdes de acucares determinadas por

meio de curva padrao de glicose.
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4.2.2.4 Extracdo e dosagem de agucares redutores

Os teores de acucares redutores foram determinados pelo método DNS
(acido dinitro salicilico) (MILLER, 1959) a partir de 500 mg de material vegetal fresco
do quarto par de folhas totalmente expandidas, na forma de discos foliares de
0,7854 cm?. Os discos foliares foram previamente lavados e secos, apods este
procedimento o material vegetal foi macerado em tampao fosfato 0,2 M pH 7,5. O
extrato obtido foi entdo centrifugado a 20.000 x g a 4 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e as amostras foram congeladas para a dosagem dos
teores de acgucares redutores. Os teores de acucares redutores foram determinados
utilizando-se 1,0 mL das amostras , 500 puL de agua destilada, 1,0 mL de DNS. Os
tubos de ensaio contendo as amostras foram mantidos em banho-maria em ebuligdo
durante 5 minutos. Apds este procedimento as amostras foram resfriadas em banho
de gelo e o volume foi ajustado para 10 mL com agua destilada.

A leitura das absorbancias foi realizada no comprimento de onda de 540 nm.
As concentragcbes de acucares foram determinadas por meio de curva padrao de

glicose.

4.2.2.5 Determinacéao de clorofilas e carotendides

A determinagdo de pigmentos foi realizada a partir do método colorimétrico
descrito por LICHTENTHALER (1987). Foram utilizadas duas amostras para as
repeticobes de cada tratamentos, as quais foram lidas em espectrofotdmetro,
determinando-se a absorbancia nos comprimentos de onda de 470 nm para
carotendides, 645 e 662 nm para a leitura de clorofilas.

A extracdo dos pigmentos foi realizada na auséncia de luz utilizando 10
discos foliares (500 mg de massa fresca), cada disco com area correspondente a
0,7854 cm?, a maceracéo foi realizada com auxilio de graal e pistilo sobre gelo com

acetona 100% e gelada. Em seguida o extrato foi filtrado diretamente em baléo
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volumétrico de 50 mL, devidamente coberto com papel aluminio, adicionando-se
acetona até completar o volume do baldo volumétrico.
Os calculos utilizados para a quantificagdo de pigmentos foram os seguintes:
Clorofila a = 11,24.Ass2 — 2,04.Ass5
Clorofila b = 20,13. Agas — 4,19.Ase2
Clorofilaa + b =7,05.Aes2 + 18,09. Aess
Carotenoides = [(1000. A470- 1,9Ca —63,14Cb)/214]
Onde Ca representa a concentragcédo de clorofila a, e Cb representa a concentragao

de clorofila b.

4.2.3 Analise estatistica

As andlises de variancias foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico ASSISTAT versao 7.4 beta (SILVA e AZEVEDO, 2006). As variancias dos
tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as

médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise anatbmica

Nas condicdées em que este experimento foi conduzido, foi possivel observar
a presenga de tricomas glandulares e nao glandulares (tectores), porém sem a
diferenciagao de células especializadas em acumulo de 6leo nas folhas de patchouli
(Figura 3).

Os Odleos volateis de plantas aromaticas sao sintetizados, armazenados e
liberados para o ambiente por meio de estruturas presentes na epiderme ou no

mesofilo, as quais possuem caracteristicas relacionadas a grupos taxionémicos
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(SANGWAN et al., 2001). Estudos anatébmicos demonstram a presencga de glandulas
e reservatorios no espaco subcuticular foliar em Lamiaceaes (GERSHENZON et al.,
2000). Em Pogostemon cablin estdo presentes dois tipos de tricomas, tectores, em
maior quantidade, e tricomas glandulares presentes em menor quantidade. A
concentracdo de tricomas nas folhas pode aumentar em até 10 vezes quando
comparado a ramos e peciolos, podendo haver também células internas

especializadas em acumular 6leo (HENDERSON et al., 1970).

I
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FIGURA 3- Tricoma nao glandular (tector) multicelular (TT) e tricoma glandular peltado (TGP),
aumento de 40X, em folhas de Pogostemon cablin.

Devido a técnica de corte utilizada, ndo foi possivel observar diferencas
anatomicas (forma e tamanho) das células nos diferentes tratamentos com
reguladores vegetais. Entretanto, houve diferenga no numero e padrdao de
distribuicdo das células do parénquima lacunoso nos diferentes niveis de
sombreamento.

Em folhas ndo submetidas a sombreamento (Figura 4), observou-se maior
numero de células dispostas no parénquima lacunoso. Nos tratamentos submetidos
a condicdo de sombreamento (Figura 5), o parénquima lacunoso apresentou menor
numero de células com maior distancia entre si. Embora ndo tenha sido possivel
observar as diferencas de tamanho e formato das células tratadas com GA3z nos
diferentes niveis de sombreamento, a maior distédncia entre as células do
parénquima lacunoso pode estar relacionada com a maior produtividade de o6leo
essencial nas plantas submetidas a niveis de sombreamento e aplicacédo de GA;
(Capitulo Il), considerando-se que este padrao de distribuicdo das células facilitaria a

extracio do 6leo essencial do tecido foliar durante o processo de hidrodestilagao.
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FIGURA 4 - Corte transversal de tecidos foliares de Pogostemon cablin desenvolvidas em
ambiente ndo sombreado (A), aumento de 10X e (B) de 40X, no detalhe parénquima
palicadico (PP) e parénquima lacunoso (PL).

FIGURA 5 - Corte transversal de tecidos foliares de Pogostemon cablin submetidos a 54% de
sombreamento (A), aumento de 10X e (B) de 40X, no detalhe parénquima
palicadico (PP) e parénquima lacunoso (PL).

4.3.2 Analises Bioquimicas

4.3.2.1Teores de proteinas soluveis totais

Houve interacdo significativa entre os niveis de sombreamento e GAs; nos
teores de proteinas soluveis totais. Quando o regulador vegetal ndo foi aplicado, foi

possivel observar o efeito do fator sombreamento, onde o tratamento nao
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sombreado foi superior aos demais. Apds aplicacdo do regulador vegetal, observou-
se teores mais elevados de proteinas soluveis totais em plantas submetidas a maior
condicdo de sombreamento, aproximadamente 49% superior em relagdo ao
tratamento ndo sombreado (Tabela 10).

A maior concentracdo de proteinas soluveis totais em plantas néo
sombreadas sem aplicagdo de regulador vegetal pode estar relacionada a maior
atividade da rubisco, quando comparada as folhas mantidas em tratamentos
sombreados. Mostafa et al. (2005) observou que a aplicagdo de GAs em Hibiscus
sabadariffa L. resulta em aumento nos teores de proteinas e acucares soluveis. Os
altos teores de proteinas encontrados em plantas tratadas com reguladores vegetais
podem estar relacionados a ativagao de varios mecanismos internos relacionados ao
crescimento da planta e ao seu metabolismo (BORA e SHARMA, 2006).

TABELA 10 — Concentracdo de proteinas sollveis totais (ug.mg™"' massa fresca), em

tecidos foliares de Pogostemon cablin aos 120 dias sob diferentes
niveis de sombreamento e aplicagdo de 200 mg.L ' GAs. Curitiba-PR,

2007.
0,
Proteinas Sombreamento (%)
0 56 77
Sem GA; 0,0381 Aa 0,0283 Bb 0,0270 Bb
Com GA; 0,0241 Ca 0,0391 Ba 0,0492 Aa

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e minlsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3.2.2 Teores de aminoacidos totais

Os resultados obtidos demonstraram que houve interag&o significativa entre
os fatores sombreamento e regulador vegetal, onde o tratamento ndo sombreado e
submetido a aplicacdo de GA3z apresentou os maiores teores de aminoacidos totais
seguido do tratamento ndao sombreado sem aplicagao do regulador vegetal.

De forma semelhante aos teores de proteinas soluveis totais, as
concentracdes de aminoacidos totais também foram superiores em tratamentos sem
sombreamento independente da aplicagdo do regulador vegetal. A aplicagdo de

regulador vegetal resultou em teores de aminoacidos superiores em plantas
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desenvolvidas em ambientes ndo sombreados e com 77% de sombreamento
(Tabela 11).
TABELA 11 - Concentragdo de aminoacidos (ug.mg’ massa fresca) em

Pogostemon cablin aos 120 dias, em diferentes niveis de
sombreamento e aplicacdo de 200 mg.L "GAs. Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%)

Aminoéacidos

0 54 77
Sem GA; 0,0004 Ab 0,0003 Ba 0,0002 Cb
Com GA; 0,0005 Aa 0,0001 Cb 0,0003 Ba

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e minlsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3.2.3 Teores de agucares soluveis totais

Em relagdo aos teores de acgucares soluveis totais, plantas mantidas em
ambiente ndo sombreado apresentaram os maiores teores, havendo decréscimo
com aumento do sombreamento. Entretanto, apdés aplicacdo de GA3, 0s maiores
teores foram encontrados com 77% de sombreamento e estes decresceram com a
diminuicao do nivel de sombreamento ao qual foram expostos (Tabela 12). Estes
resultados concordam com Carvalho et al. (2006) que observou a queda dos teores
de acucares soluveis totais em plantas de Artemisia decorrente da diminuicdo da
radiacdo. Por outro lado, De la Barrera e Nobel (2004) observaram em frutos de
opuntia (Opuntia ficus-indica, L. (Miller)) que n&o houve acréscimo de agucares
soluveis totais em plantas tratadas com GA3; durante todo seu desenvolvimento, logo

os resultados obtidos com plantas de patchouli ndo concordam com estes autores.

TABELA 12 - Concentragdo de aculcares soltveis totais (ug.mg™ massa fresca) em
Pogostemon cablin, aos 120 dias em diferentes niveis de
sombreamento, com e sem aplicagéo de 200 mg.L ' GA;, Curitiba-PR,
2007.

Sombreamento (%)

AcUcares sollveis totais

0 54 77
Sem GA; 0,6296 Aa 0,5440 Ba 0,5184 Bb
Com GA; 0,4449 Cb 0,5503 Ba 0,6656 Aa

*Médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e minusculas nas colunas nao diferem entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.2.4 Teores de agucares redutores

Os teores de agucares redutores foram superiores em plantas tratadas com
GA; quando desenvolvidas sob condicbes de sombreamento. Nos tratamentos nao
sombreados, ndao houve efeito da aplicacdo deste regulador vegetal. (Tabela 13).
Os menores niveis de acucares redutores encontrados sob condigdes de
sombreamento aonde o regulador ndo foi aplicado podem estar relacionados a
diminuicdo da atividade fotossintética das plantas em ambientes sombreados. O
aumento dos teores apds a aplicacdo de GAs;, sugere que em ambientes
sombreados este regulador ativa o metabolismo das plantas tendo em vista que esta
€ a forma de acgucar prontamente disponivel para ser usado em processos
metabdlicos. Os resultados semelhantes obtidos para os teores de proteinas e

agucares totais reforcam esta possibilidade.

TABELA 13 - Concentragdo de agticares redutores (ug.mg’' massa fresca) em
Pogostemon cablin, aos 120 dias em diferentes niveis de
sombreamento e aplicacdo de 200 mg.L ™ GA3 Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%)

AcUcares Redutores

0 54 77
Sem GA; 0,0036 Aa 0,0012 Bb 0,0014Bb
Com GA; 0,0036 Ca 0,0072 Aa 0,0052 Ba

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e minlsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3.2.5 Teores de pigmentos

N&o houve interacdo significativa para os teores de clorofila a, b e total em
funcao dos niveis de sombreamento e aplicagado do regulador vegetal (Tabelas 14).
Os teores de clorofila a e total foram influenciados apenas pelo nivel de

sombreamento sendo estes superiores em condicbes sombreadas. Por outro lado,
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os teores de clorofila b foram influenciados de forma isolada pelos niveis de
sombreamento e aplicacdo de GAs. Pode-se observar que o sombreamento
promoveu os maiores teores destes pigmentos e que a aplicagdo do regulador
vegetal resultou no decréscimo dos teores de clorofila b (Tabela 15). Segundo
Zanella et al. 2006, plantas de Passiflora edulis (maracuja amarelo) tendem a
responder ao aumento dos niveis de sombreamento com o aumento dos teores de
clorofilas totais, conforme foi observado em Pogostemon cablin. O fato de plantas
mantidas em tratamentos mais sombreados apresentarem maiores teores de
clorofilas esta relacionado a um efeito compensatério da espécie a menor
quantidade de radiacao disponivel (ALMEIDA, 2004). Em relagdo a aplicagao do
regulador vegetal, os resultados deste trabalho podem estar relacionados com os
obtidos por Bora e Sharma (2006), que ao aplicarem GA3 em concentragdes de 10 a
100 mg.L'1 em plantas de Pisum sativum L. observaram que as concentracdoes de
clorofilas tendem a diminuir quanto maior for a concentragao de giberelina aplicada,
e que o aumento do volume da célula em decorréncia da aplicagdo da giberelina n&o

esta correlacionada ao aumento da sintese de clorofilas.

TABELA 14 - Concentracdo de clorofila a, clorofila b e clorofila total (ug.mg™ massa
fresca) em Pogostemon cablin aos 120 dias, em diferentes niveis de
sombreamento. Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%)

0 54 77
Clorofila a 0,1531C 0,2882 B 0,4094 A
Clorofila b 0,1170 C 0,1657 B 0,1970 A
Clorofila total 0,2659 C 0,4507 B 0,6115 A

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

TABELA 15 - Concentragdo clorofila b (ug.mg' massa fresca) em Pogostemon
cablin aos 120 dias, com e sem aplicagdo de 200 mg.lL '
GA; Curitiba-PR, 2007.

Sem GA; Com GA;

Clorofila b 0.1741 A 0.1457 B

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Independentemente da aplicagdao do regulador vegetal, houve acréscimo nos
teores de carotendides em fungdo dos niveis de sombreamento. Plantas tratadas
com GA3; apresentaram por sua vez redugao significativa nos teores de carotendides

em ambiente ndo sombreado e com 54% de sombreamento (Tabela 16).

TABELA 16 - Concentracdo carotendides (ug.mg” massa fresca) em Pogostemon
cablin aos 120 dias, em diferentes niveis de sombreamento e
aplicagdo de 200 mg.L "' GA3. Curitiba-PR, 2007.

Carotendides Sombreamento (%)
0 54 77
Sem GA; 0,0627 Ca 0,1642 Aa 0,0971 Ba
Com GA; 0,0356 Cb 0,0716 Bb 0,1080 Aa

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas e minlsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Folhas de sombra possuem mais clorofilas por centro de reagdo e uma
relagao clorofila b/ clorofila a mais alta quando comparadas a folhas de ambientes
ensolarados (LAMBERS, 1998). Desta forma, os resultados obtidos nas plantas de
Pogostemon cablin ndo seguiram padrdes semelhantes com os relatos da literatura
onde a relagcdo clorofila b/ clorofila a diminui de acordo com o nivel de
sombreamento (Tabela 17). A diminuigdo desta relagado pode ser explicada pelo fato
de que houve aumento das concentragdes de clorofila b nas folhas mantidas em
ambiente sombreado, entretanto, o aumento dos teores de clorofila a nos mesmos
niveis de sombreamento foi proporcionalmente maior em relacdo ao aumento dos
niveis de clorofila b (aproximadamente duas vezes superior em condi¢cdes de 77%
de sombreamento). Normalmente, as plantas competem pela radiagédo solar, folhas
sombreadas por outras folhas possuem baixas taxas fotossintéticas, e maior
concentracido de clorofilas b capazes de absorver comprimentos de onda menores
(LAMBERS, 1998). O maior acumulo de moléculas de clorofilas em ambientes
sombreados pode ser decorrente de um efeito compensatério da espécie a menor
quantidade de radiagdo disponivel (ALMEIDA et al.,, 2004). Deste modo, os
resultados obtidos sugerem que houve aclimatizagdo da espécie a condigdo de

sombreamento.
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TABELA 17 - Relagao clorofila b / clorofila a (ug.mg massa fresca) em Pogostemon
cablin aos 120 dias e aplicacdo de 200 mg.L "'GAs. Curitiba-PR, 2007.

Sombreamento (%)

Relacdo Cb/Ca
0 54 77
Sem GA3 0,7674 Ab 0,5775 Ba 0,5375 Ba
Com GA3 0,9130 Aa 0,5338 Ba 0,4198 Cb

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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4.4 CONCLUSOES

O sombreamento resulta em alteragdes anatdmicas no tecido lacunoso em
plantas de Pogostemon cablin.

Os maiores teores de proteinas, acgucares soluveis totais e acgucares
redutores sdo encontrados no menor nivel de sombreamento. A aplicagdo de GA3;
faz com que essa relagéo seja inversa, onde o teor destes tende a decrescer com a
diminui¢ao do nivel de sombreamento.

O sombreamento promove aumento nas concentragdes de clorofilas e
carotendides, e a aplicagdo de GAs promove a reducdo nas concentragdes de
clorofila b e carotendides em ambientes ndo sombreados e em 54% de

sombreamento.
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5. CAPITULO IV - DESENVOLVIMENTO DE Pogostemon cablin Benth,,
RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL APOS A APLICACAO DE GA3 E EXTRATO
DE ALGA MARINHA COMO FONTE DE CITOCININAS.

RESUMO

Os vegetais produzem diversos compostos organicos, 0s quais nao possuem
participacdo direta em processos de crescimento e de desenvolvimento, tais
substancias sao referidas como metabdlitos secundarios, estes conferem as plantas
grande importancia econdmica, principalmente no que diz respeito a industria
alimenticia e farmacéutica. Pogostemon cablin é uma espécie aromatica
amplamente utilizada pela industria de perfumes devido a sua fragrancia amadeirada
e sua capacidade de fixacado a pele. Os fatores que influenciam a concentracao de
constituintes quimicos do 6leo essencial de plantas aromaticas devem ser avaliados,
visando obter uma matéria prima de melhor qualidade. O presente trabalho foi
realizado na Universidade Federal do Parana. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado constituido por 6 tratamentos, compostos por 3 niveis
de extrato de alga marinha (testemunha, 15 e 30 mg.L™") com e sem aplicagdo de
GAs (200 mg.L™). A aplicagdo dos reguladores iniciou-se 30 dias apds o plantio das
mudas. Nao houve diferenga significativa para a altura das plantas, a concentragao
de extrato de alga marinha até 15 mg.L™ promoveu aumento de 9,4% no nimero de
folhas em relagdo a testemunha e a concentracdo de 30 mg.L'1 promoveu um
decréscimo de 16,6% . Em relagdo a area foliar e ao numero de folhas houve uma
relacdo inversa para os niveis de extrato de alga marinha, onde o tratamento que
recebeu a maior concentragdo do regulador teve aumento de 19% em relagéo a area
foliar do tratamento testemunha. Por outro lado, o tratamento de menor
concentragao de extrato de alga marinha teve uma reducgéo de 16,6% de area foliar
em relagao a testemunha. A produtividade do 6leo essencial de patchouli também foi
alterada pela aplicagao de reguladores vegetais, onde houve um aumento de 60,6%
na produtividade quando utilizado extrato de alga marinha 15 mg.L”" e de 58%
quando utilizado somente GAs. A utilizacdo de 30 mg.L™ de extrato de alga marinha
e extrato de alga marinha combinado a GA3 tende a diminuir a produtividade do 6leo
essencial.

Palavras-chave: metabolismo secundario, reguladores vetais, patchouli.
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ABSTRACT

Plants produce various organic compounds, which do not participate directly in
growth and development. These substances are referred as secondary metabolites,
which confers to the plants a great economic importance, especially to the food and
pharmaceutical industry. Pogostemon cablin is an aromatic species widely used by
the perfume industry because of its fragrance and its ability to fix the perfum in the
skin.The factors that influence the concentration of chemical constituents of the
essential oil of aromatic plants must be analyzed in order to obtain a better quality
raw material. The current work was carried out at Federal University of Parana State.
The experimental design was completely randomized with 6 treatments, including 3
levels of seaweed extract (0,15, 30 mg.L™) in presence or absence of GA; (200 mg.L"
'). The plant growth regulators were applied at 30 days after planting. There was no
tretament effect on plant height, but seaweed extract at concentration of 15 mg.L™
promoted increase of leaf number and decrease at the concentration of 30 mg.L™.
Leaf area and leaf number presented an inverse relationship to the levels of seaweed
extract, where the treatment that received the highest dose of the regulator resulted
on increase of leaf area. The essential oil productivity of patchouli also was changed
by the use of plant growth regulators. The use of 30 mg.L™" of seaweed extract and
seaweed extract combined to GA; decrease the productivity of essential oil.

Key — words: Secondary metabolites, plant growth regulators, patchouli
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5.1 INTRODUCAO

Os vegetais produzem diversos compostos organicos, os quais ndo possuem
participacao direta em processos de crescimento e de desenvolvimento, tais
substancias sao referidas como metabdlitos secundarios, e possuem restricdo a
alguns grupos taxonémicos (CROTEAU, 2000), estes conferem as plantas grande
importancia econdmica, principalmente no que diz respeito a industria alimenticia e
farmacéutica (PIMENTEL et al., 2006). Pogostemon cablin Benth. € uma erva de
habito perene que se adapta bem a ambientes semi-sombreados (EPAGRI, 2004). O
O0leo essencial produzido por esta espécie contribui em muitas atividades
farmacologicas, sendo suas propriedades terapéuticas diretamente relacionadas a
qualidade e a quantidade deste (HU et al., 2005).

Crouch e Van Staden (1993) relatam a utilizagcdo de algas marinhas e seus
produtos durante muitos anos em praticas agricolas. Porém, seus mecanismos de
acao que promovem beneficios no desenvolvimento vegetal ainda ndo foram
completamente elucidados. Sabe-se que estas possuem alguns hormdnios vegetais
em sua composigado. Ergun et al. (2002), demonstrou a presenga de acido indol-3-
acético (IAA), acido giberélico (GAs3), acido abscisico (ABA) e citocinina (zeatina) em
algumas espécies de liquens. Zhang e Ervin (2004), por meio de testes de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) descreveram a presenca de zeatina ribosideo
(66 pg.g"') e de isopentinil adenina (iPA) (4 pg.g™") no extrato da alga parda
Ascophyllun nodosum. Mooney e Van Staden (1986) e Crouch et al. (1992) citados
por Munshaw (2006), também relataram a presenca de citocininas no extrato de
Ascophyllun nodosum.

As citocininas e as giberelinas sdo capazes de promover diversos efeitos
fisiolégicos nas plantas. Além de promover o aumento da altura das plantas as
giberelinas atuam também em varios processos do desenvolvimento vegetal, tais
como quebra de dorméncia em sementes, inducédo da floracdo entre outros. Dentre
os fatores fisiolégicos relacionados as citocininas estdo a promogao da divisdo
celular em conjunto com auxinas e a inibicdo da senescéncia de 6rgaos das plantas,
especialmente das folhas, sendo a zeatina a citocinina com maior ocorréncia natural
(COZIER et al., 2000).



72

Entretanto, o uso de reguladores vegetais pode alterar o comportamento de
algumas plantas através da sua produtividade bem como do seu metabolismo
secundario (SHUKLA e FAROOQUI, 1990).

Quando aplicadas exogenamente as citocininas podem promover o aumento
da producdo de o6leos essenciais bem como alteracbes em sua composi¢ao
(STOEVA e ILIEV, 1997). Shukla e Farooqgi (1990), sugerem que a aplicagdo de
giberilinas e citocininas podem otimizar o rendimento de 6leos essenciais. Conforme
observado em plantas de Artemisia annua L. a aplicacdo de GA; resultou em
aumento da producao de artemisin e a aplicacao de cinetina aumentou o rendimento
do 6leo essencial (FAROOQI et al., 1996).

Entretanto, Scavroni et al. (2006) relatam que quando aplicado GA3; ndo ha
alteracdo no rendimento do 6leo essencial de Mentha x piperita, por outro lado, a
aplicagao da citocinina 6-benzilaminopurina embora n&o tenha afetado o rendimento,
alterou a composicao do 6leo essencial. EI-Hady (2005) observou que em plantas de
Pimpinella anisum L. a utilizagdo de GAs em concentracdes de 50 a 75 mg.L™" e de
cinetina entre 25 e 50 mg.L'aumentaram a porcentagem de anetol seu constituinte
majoritario no oleo essencial.

Ao comparar o efeito da aplicagdo de 100 mg.L™" de citocinina, acido 2-
cloroetilfosfonico (ethephon) e GAs; em Ocimun basilicum L. Barreiros et al. (2006),
observou que a aplicacao de cinetina promoveu maior taxa de crescimento absoluto,
sugerindo que o tratamento com este regulador proporciona maior velocidade de
crescimento das plantas de Ocimun basilicum.

Leite et al. (2003), observou em plantas de soja que a aplicagao foliar de GA3;
resultou em maior altura de plantas bem como maior teor de massa seca, entretanto,
nao foi observado que a aplicagdo de GAs; juntamente com citocinina tenha
promovido efeito sobre o numero de folhas e ramificagdes, embora a aplicacdo de
citocinina tenha diminuido o efeito da giberelina.

Este experimento teve como objetivo avaliar o desenvolvimento vegetativo e
o rendimento do 6leo essencial de Pogostemon cablin quando submetido a

aplicagdes de extrato de alga marinha Ascophyllun nodosum e de GAs.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigbes de casa-de-vegetacdo no
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da Universidade Federal do Parana

durante os meses de agosto a novembro de 2007.

5.2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado para a extragcdo do 6leo essencial constitui-se de
plantas de Pogostemon cablin Benth. coletadas no municipio de Joinville-SC e

mantidas em casa-de-vegetacao.

5.2.2 Preparo das mudas

As mudas foram obtidas a partir de estacas com 6 cm de comprimento e um
par de folhas reduzidas a metade. As estacas foram mantidas durante 60 dias em
tubetes 50 cm ° contendo plantmax HT® em casa-de-vegetagcdo com sistema de
irrigacao intermitente, com trés turnos de rega, sendo de 15 segundos a cada 15
minutos das 08:00h as 17:00h, 15 segundos a cada hora das 17:00h as 23:00h e 15
segundos a cada 3 horas das 23:00h as 08:00h, para o enraizamento das estacas.
Apés este periodo as estacas que apresentaram desenvolvimento vegetativo
satisfatério, bem como boas condicbes fitossanitarias foram selecionadas para o
transplantio em vasos.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x3 com 4 repetigbes, cada qual com 4 vasos (17cm de altura e 23
cm de didmetro) e capacidade para aproximadamente 6 Kg de substrato. Para a
implantacdo do experimento amostras do solo foram coletadas para analise quimica
no Laboratorio de Fertilidade do Departamento de Solos da UFPR (Tabela 18).

Para a correcédo do pH do solo, foi incorporado 4,2 toneladas/ha ' de calcario
(100% PNRT) (RAIJ et al., 1996). Ainda de acordo com estes autores foi incorporado
60 Kg /ha " de N, 30Kg/ ha ' de P,0s e 70 Kg/ ha ™' de KO..
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TABELA 18 - Caracteristicas do solo utilizado no experimento. Curitiba-PR, 2007.

pH A" [H+al ca? [ Mg? | K* [ sB| T | P [s] c | v | m |camg Argila
CaCl,[SMP cmol /dm? mg/dm® [g/dm’ o | o g/kg
430 520 180 9,00 09 04 01 140 1040 4,70 - 2450 13 56 2,05 4223

O material vegetal foi entdo submetido ao sombreamento de 54% utilizando-
se Sombrite®, e a aplicagdo de Pro Gibb® 10% GA; (200 mg. L") e extrato da alga
marinha Ascophyllun nodosum (EAM) como fonte de citocinia 0,001% (15 e 30 mg.L"
1). A aplicagdo dos reguladores foi realizada com equipamento de pulverizagao
pressurizado por CO, com vazao e pressao constante (50 Psi), 30 dias apods a
implantagc&o do experimento.

Para determinar com maior precisdo o nivel de radiagcdo, foram feitas
medicdes utilizando-se o aparelho porébmetro, modelo LICOR 1600, em dias
ensolarados e nublados, conforme descrito na Tabela 2 do capitulo Il.

O desenvolvimento vegetativo do material foi avaliado aos 75 dias apés a
implantacdo do experimento (45 dias apos aplicacdo dos reguladores) a partir da
determinacao da area foliar, altura (cm), numero de folhas e numero de ramos.

A extracdo do O6leo essencial de Pogostemon cablin foi realizada no
Laboratério de Ecofisiologia do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da
Universidade Federal do Parana. Utilizou-se 30g tecido foliar com aproximadamente
20% de umidade para hidrodestilacdo durante 5 horas em aparelho graduado
Clevenger e baldao volumétrico de 2L, conforme testes preliminares realizados em

laboratério com a mesma espécie.

5.2.3 Caracterizagao quimica

As amostras do 6leo essencial de Pogostemon cablin foram analisadas por
meio de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) no
Laboratério de Analise de Combustiveis Automotivos, no Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana. Utilizou-se cromatografo
gasoso Varian, modelo CP 3800 com detector FID (CG_FID), coluna capilar
Chrompack de silica fundida CP-SIL 8 CB, 0.25mm de diametro interno, 30 m de
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comprimento e 0,25 um de filme liquido. Temperatura do injetor: 250 °C, split 1:300,
Volume de amostra injetada: 1,0 pl. Gas de arraste: hélio 1mL/min constante.Gas de
make up: ar sintético, nitrogénio e hidrogénio.Temperatura do detector FID: 300°C.
Programacao de temperatura do forno: temperatura inicial de 50°C, elevacéo de
temperatura a 180°C na razdo de 10°C permanecendo por 20 minutos; elevagao de
temperatura a 200°C na razéo de 20°C permanecendo por 1 minuto.Tempo total da

corrida: 35 minutos.

5.2.4 Analise estatistica

As analises de variancias foram realizadas utilizando-se o programa estatistico
ASSISTAT verséao 7.4 beta (SILVA e AZEVEDO, 2006). As variancias dos
tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as

médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Desenvolvimento vegetativo

Na avaliacdo do desenvolvimento vegetativo de Pogostemon cablin foi
possivel observar o efeito do GAz com o aumento da altura média das plantas
(Tabela 19), Farooqui et al. (1993) obtiveram os mesmos resultados com plantas de
Artemisia pallens Wall, testando as concentracdes de 100, 150 e 200 mg.L™
observaram aumento da altura das plantas em todas as concentragbes. Chaudry e
Khan (2000) verificaram em Cicer arietinum L. que a aplicacédo de 20 mg.L'1 de
cinetina e cinetina combinada a GA; resulta em aumento significativo na altura das

plantas a partir dos 45 de cultivo. Portanto, os resultados obtidos ndo concordam
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com estes autores, pois ndo houve interacao significativa entre os fatores extrato de
alga marinha (EAM) e giberelina para as plantas de Pogostemon cablin aos 75 dias
de cultivo (Tabela 20).

TABELA 19- Altura (cm) de Pogostemon cablin aos 75 dias apés aplicagao de 200
mg.L"'GAs. Curitiba-PR, 2007.

Sem GA; Com GA;

Altura (cm) 58,16 B 61,25 A

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Entretanto, a concentracdo de EAM até 15 mg.L'1 promoveu aumento de
aproximadamente 9,4% no numero de folhas em relagdo a testemunha e a
concentragdo de 30 mg.L”" promoveu um decréscimo de 16,6% (Tabela 20). Em
relagdo a area foliar e ao numero de folhas houve uma relacédo inversa para os
niveis EAM, onde o tratamento que recebeu a maior concentracido deste extrato teve
aumento de 19% em relagao a area foliar do tratamento testemunha. Por outro lado,
o tratamento de menor concentragao de EAM teve uma redugao de 16,8% area foliar
em relagao a testemunha.

Apos a aplicagdo da giberelina foi possivel observar que quanto maior a
concentracido de extrato aplicado menor € o numero de folhas, e a maior area foliar
foi encontrada quando o GA; foi combinado a aplicacdo de 15 mg.L™" de EAM.

A variacdo do numero de ramos apresentou um padrdo semelhante ao
numero de folhas onde o tratamento com a concentragao intermediaria de EAM
resultou em maior numero (29% em relagcédo a testemunha). Entretanto, a aplicagao
de giberelina combinada a 30 mg.L”" de EAM promoveu aumento de 30,75% em

relagdo ao tratamento com somente 200 mg.L™" de GA; (Tabela 20).



77

TABELA 20 - Altura (cm), nimero de ramos, nimero de folhas e area foliar (cm?) de
Pogostemon cablin aos 75 dias apos aplicagcdo de extrato de alga
marinha e 200 mg.L'1 GA;_ Curitiba-PR, 2007.

Extrato de alga marinha (mg.L'1)

0 15 30
Altura (cm)

Sem GA; 58,50 ns 58,00 ns 58,00 ns

Com GA; 63,75 ns 62,00 ns 58,00 ns
Numero de ramos

Sem GA; 4,08 Bb 5,77 Aa 4,37 Bb

Com GA; 4,93 Ba 5,33 Ba 7,12 Aa
Numero de folhas

Sem GA; 63,90 Bb 70,50 Aa 58,81 Ca

Com GA; 73,00 Aa 67,50 Bb 53,25 Cb
Area foliar (cm?)

Sem GA; 103,90 Ba 86,39 Cb 123,69 Aa

Com GA; 84,48 Bb 99,88 Aa 84,64 Bb

As médias com mesmas letras mailusculas nas linhas e mindsculas nas colunas ndo diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os teores de massa seca de folhas, foi possivel observar que a
aplicacdo de EAM em até 15 mg.L™ foi superior em relagdo ao tratamento com 30
mg.L'1. Por outro lado, apds a aplicacdo de GA3; o tratamento com 15 mg.L'1 de EAM
foi 0 que promoveu os menores teores de massa seca foliar. Entretanto, a utilizagao
de 15 mg.L'1 EAM resultou em aumento de 21,30% nos teores de massa seca de
ramos em relacdo a testemunha, apos a aplicacdo de GA; combinada com EAM,

ndo houve diferencga significativa nos teores de massa seca de ramos (Tabela 21).

TABELA 21 - Massa seca de folhas e de ramos de Pogostemon cablin aos 75 dias
apos aplicacéo de extrato de alga marinha e 200 mg.L'1GA3. Curitiba-

PR, 2007.
Extrato de alga marinha (mg.L'1)
0 15 30

Massa seca de folhas

Sem GA; 10,51 Aa 10,18 Aa 9,13 Bb

Com GA; 10,55 Aa 9,35Bb 9,97 Aab
Massa seca de ramos

Sem GA; 13,93 Bb 17,70 Aa 16,27 Ab

Com GA; 20,78 Aa 19,21 Aa 19,98 Aa

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Houve alteracao no rendimento do 6leo essencial em relagao aos diferentes
reguladores vegetais utilizados. Pode—se observar que a aplicagdo de EAM resulta
em aumento do rendimento até a concentragdo de 15 mg.L™ (41,24% em relagdo
testemunha) e a concentragdo de 30 mg.L™" diminui o rendimento do 6leo essencial
(Tabela 22). Logo este resultado concorda com Scavroni et al. (2006) que observou
uma redugao no rendimento do 6leo essencial de Mentha piperita L. quando tratada
com a citocinina BAP na concentragdo de 50 mg.L'1. O maior rendimento de 6leo
essencial nas plantas submetidas a 15 mg.L™ de EAM e a 200 mg.L™" de GAs, pode
estar relacionado ao aumento do numero de folhas e da massa seca foliar nesses
tratamentos, sabendo-se que as estruturas de armazenamento de o6leos nessa
espécie estdo presentes na folha (HENDERSON et al., 1970). Da mesma forma, o
menor rendimento encontrado em plantas tratadas com GA3; combinado a 30 mg.L™
pode estar relacionado ao aumento no numero de ramos e a diminuicdo do niumero

de folhas.

TABELA 22 - Rendimento do 6leo essencial (uL. g' de massa seca foliar) de
Pogostemon cablin aos 75 dias apds aplicagdo de extrato de alga
marinha e 200 mg.L'1GA3. Curitiba-PR, 2007.

Extrato de alga marinha (mg. L")

Rendimento 6leo essencial

0 15 30
Sem GA; 39,39 Cb 67,03 Aa 56,54 Ba
Com GA; 60,01 Aa 60,71 Aa 23,88 Bb

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade

De forma semelhante ao rendimento, a produtividade do 6leo essencial de
patchouli também ¢é alterada pela aplicagdo de reguladores vegetais, onde houve um
aumento de 60,6% na produtividade quando utilizado 15 mg.L"' de EAM e de 58%
quando utilizado somente GAs;. Farooqui et al. (1993), observou que quando
aplicada as concentracdes de 100, 150 e 200 mg.L™" de GA; em plantas de Artemisia
pallens Wall, somente o tratamento com a maior concentragcdo € superior na
produtividade do Oleo essencial quando comparada ao tratamento testemunha.
Entretanto, a utilizagdo de 30 mg.L™" de EAM e EAM combinado a GA; tende a
diminuir a produtividade (Tabela 23).
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TABELA 23 - Produtividade (L.ha™") de éleos essenciais em Pogostemon cablin aos
75 dias apos aplicagao de extrato de alga marinha e 200 mg.L'1 GAs.
Curitiba-Pr, 2007.

Extrato de alga marinha (mg.L'1)

Produtividade 6leo essencial

0 15 30
Sem GA; 4,23 Cb 10,73 Aa 8,00 Ba
Com GA; 10,04 Aa 9,17 Bb 8,62 Cb

As médias com mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

A composicdo do oleo essencial de patchouli foi influenciada tanto pela
concentragdo quanto pela fonte de regulador vegetal utilizada (Tabela 24). De um
modo geral todos os reguladores utilizados parecem contribuir para o aumento do
constituinte majoritario patchoulol. A influéncia da aplicagdo de reguladores vegetais
na composigcdo do Oleo essencial tem sido observada em outras espécies
aromaticas. Em Artemisia annua L. a aplicacdao de GAj; resulta em aumento dos
teores de artemisin (FAROOQI et al., 1996), aplicagdo da citocinina 6-
benzilaminopurina altera a composi¢cdo do d6leo essencial de Mentha x piperita
(SCAVRONI et al., 2006). Logo as alteragbes na composigdo do oleo essencial de
patchouli frente aplicagcdo de reguladores vegetais estdo de acordo com a literatura

pesquisada.
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TABELA 24- Composicao do 6leo essencial de Pogostemon cablin apds 75 dias de
cultivo, com aplicagdo de GA; e extrato de alga marinha e 200 mg.L'1

GAs.

Regulador Vegetal (mg.L™)

Composto (%) GA; 0 200 200 200 0 0

EAM 0 0 15 30 15 30
Beta patchouleno 1,47 1,18 1,28 1,23 1,19 1,13
Cariofileno 3,6 3,23 3,47 3,39 3,12 3,18
Alfa guaieno 9,33 8,13 8,84 8,86 7,76 7,74
Gama patchouleno 6,61 5,68 6,20 6,00 5,33 5,45
Alfa patchouleno 4,06 3,49 3,76 3,64 3,23 3,31
Seicheleno 1,65 1,42 1,53 1,53 1,37 1,38
Beta guaieno 1,06 0,93 1,02 0,89 0,8 0,92
Alfa selineno 2,03 1,8 1,93 1,90 1,66 1,72
Alfa bulneseno 13,07 11,86 12,80 12,41 10,97 11,29
Nor patchoulenol 1,06 1,19 1,10 1,15 1,28 1,19
Pogostol 2,61 3,00 2,96 3,09 3,3 3,25
Patchoulol 42 .4 46,2 44,75 47,07 48,58 48,06
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5.4 CONCLUSOES

A utilizagdo de extrato de alga marinha combinado a giberelina ndo altera a
altura das plantas, entretanto, promove diferencas no numero de ramos, numero de
folhas e area foliar.

A aplicagéao de reguladores vegetais altera a biossintese de 6leos essenciais
em Pogostemon cablin.

A aplicagao de extrato de alga marinha na concentragao de 15 mg.L'1 resulta
em maior rendimento de 6leo essencial. O qual também pode ser obtido com
aplicacdo de 200 mg.L™" de GAs. Entretanto, a utilizacdo de 30 mg.L™" de extrato de
alga marinha e extrato de alga marinha combinado a GA3 diminui a produtividade do
O0leo essencial, deste modo, os dois reguladores n&do devem ser utilizados
simultaneamente.

A aplicagdo foliar de extrato de alga marinha e giberelina alteram a

composicao do 6leo essencial de Pogostemon cablin.
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6. CAPITULO V - CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho avaliou-se a resposta de Pogostemon cablin Benth. a niveis de
sombreamento e a aplicacdo de reguladores vegetais, buscando um melhor
desenvolvimento vegetativo da espécie e como conseqliéncia uma maior
produtividade de 6leo essencial. A necessidade deste estudo surgiu em funcéo da
falta de informacgdes sobre o cultivo desta espécie na regido, sabendo—se que esta
produz um 6leo essencial amplamente utilizado pelas industrias farmacéuticas, de

cosmeéticos e principalmente de perfumarias.

Foi possivel avaliar a influéncia do nivel de sombreamento sobre o
desenvolvimento das plantas, e que estas se desenvolvem melhor em ambientes
sombreados com base nos resultados de desenvolvimento vegetativo. A aplicagao
de giberelina também se mostrou eficiente no desenvolvimento vegetativo das
plantas bem como no rendimento e produtividade do 6leo essencial. Além disso, a
aplicagao de GA3z promoveu alteracdes bioquimicas e anatdmicas nas plantas, que
de um modo geral parecem contribuir para a maior produtividade de éleo essencial
nesta espécie. Logo a aplicagado deste regulador juntamente com a limitacdo da

radiagcao é recomendada.

Por outro lado, a aplicagdo de extrato de alga marinha também promove
alteragcbes no desenvolvimento vegetativo, rendimento e produtividade do oleo
essencial, mas, na concentracdo de 30 mg. L™ esta diminui tanto o rendimento
quanto a produtividade deste, especialmente quando combinada a GAs. Sugerindo
que para obterem-se maiores niveis de 6leo esséncias os dois reguladores nao

devem ser utilizados em conjunto nesta concentragéo.

Os resultados obtidos indicam que os niveis de sombreamento e utilizagao de
reguladores devem ser considerados para se obter maior produgcdo de Odleo
essencial do patchouli. Com base nos resultados observados em casa-de-vegetacao
que demonstraram a boa adaptacédo do patchouli a ambientes sombreados, espera-
se que quando submetida a condicdo de campo a espécie possa ser cultivada em

consorcio, o que resulta em melhor aproveitamento da area cultivada pelo produtor.
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Em relacdo a fonte do regulador vegetal, quando a planta € submetida a
condigdes de sombreamento, pode-se optar tanto por GA; 200 mg.L™" tanto por
extrato de alga marinha 15 mg.L™" tendo em vista que os dois reguladores vegetais,

nestas concentracdes, apresentaram rendimento de 6leo essencial iguais.

Este estudo ainda nao é conclusivo no que se refere a melhor concentragcéo
de regulador vegetal a ser usada, porém representa o inicio de um estudo que busca
encontrar reguladores vegetais e suas respectivas concentragbes que possam ser
aplicados a fim de se obter um maior rendimento e uma melhor qualidade do 6leo
essencial de Pogostemon cablin. Espera-se também que este estudo ndo seja
restrito a esta espécie, mas que a partir dos resultados apresentados, estes possam

ser aplicados a outras espécies aromaticas.



ANEXOS

87



88

Anexo 1 - Analise de varidncia da altura média das plantas aos 30 dias do experimento
Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial em diferentes niveis
de GA; e radiagao.

Fontes de Variaco Qraus de Soma dos Quadrgdos F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 49.04517 24.52258 8.4396**

Fator 2 (F2) 1 1.06408 1.06408 0,3662 ns

Interacdo F1 X F2 2 2.62517 1.31258 0,4517 ns

Residuo 24 69.73600 2.90567

Total 29 122.47042

Coeficiente de Variacao

Y% 18,85

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns n&o significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs.

Anexo 2 - Analise de variancia da altura média das plantas aos 75 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variaco Qraus de Soma dos Quagrgdos F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 366.79017 183.39508 82.7066**

Fator 2 (F2) 1 73.16408 73.16408 32.9952**

Interacdo F1 X F2 2 0.070017 0.35008 0.1579 ns

Residuo 24 53.21800 2.21742

Total 29 493.87242

Coeficiente de

Variacao % 5.76

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs;.

Anexo 3 - Anadlise de varidncia da altura média das plantas aos 120 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variacio Graus de Soma dos Quadrados F

& liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 1418.46017 709.23008 71.4800**
Fator 2 (F2) 1 297.99008 297.99008 30.0330**
Interacdo F1 X F2 2 282.81817 141.40908 14.2520**
Residuo 24 238.13000 9.92208
Total 29 2237.39842
Coeficiente de
Variacao % 6.14

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.
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Anexo 4- Analise de variancia do numero de folhas das plantas aos 30 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GAs e radiagao.

Fontes de Variacso Graus de Soma dos Quadrados F

¢ liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 20.23467 10.11733 2.1324 ns
Fator 2 (F2) 1 0.83333 0.83333 0.1756 ns
Interagdo F1 X F2 2 0.07467 0.03733 0.0079*
Residuo 24 113.87200 4.74467
Total 29 135.01467
Coeficiente de Variagao
% 16.07

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs;.

Anexo 5- Analise de variancia do numero de folhas das plantas aos 75 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variaco Qraus de Soma dos Quadrgdos F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 3925.15467 1962.57733 108.0040**

Fator 2 (F2) 1 1254.53333 1254.53333 69.0391**

Interagdo F1 X F2 2 873.37867 436.68933 24.0318**

Residuo 24 436.11200 18.17133

Total 29 6489.17867

Coeficiente de Variagao

Y% 10.68

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).

Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.

Anexo 6- Analise de variancia do numero de folhas das plantas aos 120 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variaco (_Sraus de Soma dos Quagr_ados F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 3201.93067 1600.96533 49.5180**

Fator 2 (F2) 1 1306.80000 1306.80000 40.4194**

Interacdo F1 X F2 2 10.46400 5.23200 0.01618 ns

Residuo 24 775.94400 32.33100

Total 29 5295.13867

Coeficiente de

Variacao % 9.85

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs;.
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Anexo 7 - Analise de variancia do numero de ramos das plantas aos 30 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GAs e radiagao.

Fontes de Variag&o C_-iraus de Soma dos Quagjrgdos F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 0.43467 0.2733 3.2600 ns

Fator 2 (F2) 1 0.00133 0.00133 0.0200 ns

Interacdo F1 X F2 2 0.05067 0.2533 0.3800 ns

Residuo 24 1.60000 0.06677

Total 29 2.08667

Coeficiente de Variacao

% 11.56

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.

Anexo 8- Analise de variancia do numero de ramos das plantas aos 75 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GAj3 e radiagao.

Fontes de Variaco Graus de Soma dos Quagrados F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 0.52267 0.26133 2.9697 ns

Fator 2 (F2) 1 0.26133 0.26133 2.9697 ns

Interagdo F1 X F2 2 1.48267 0.74133 8.4242**

Residuo 24 2.11200 0.08800

Total 29 4.37867

Coeficiente de Variacao

% 11.89

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.

Anexo 9 - Analise de variancia do numero de ramos das plantas aos 120 dias do
experimento Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial
em diferentes niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variaco Qraus de Soma dos Quafjrgdos F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 2.07200 1.03600 9.6522**

Fator 2 (F2) 1 0.16133 0.16133 1.5031 ns

Interagdo F1 X F2 2 0.13067 0.06533 0.6087 ns

Residuo 24 2.57600 0.10733

Total 29 4.94000

Coeficiente de Variagao

% 12.13

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.



91

Anexo 10 - Anadlise de varidncia massa seca de folhas do experimento
Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do éleo essencial em diferentes
niveis de GA; e radiagao.

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacéo liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 1301,64473 650,82236 1464,1453**
Fator 2 (F2) 1 1,66145 1,66145 3,7377 ns
Interagdo F1 X F2 2 208,40081 104,20040 234,4181*
Residuo 24 10,66816 0,44451
Total 29 1522,37515
Coeficiente de Variagdo % 1,15

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.

Anexo 11 - Anadlise de varidncia massa seca de ramos do experimento
Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do éleo essencial em diferentes
niveis de GA; e radiagao

Graus de Somados Quadrados F

Fontes de Variacao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 2045,53034 1022,76517 4748,5074**
Fator 2 (F2) 1 894,45720 894,45720 4152,7975*
Interagédo F1 X F2 2 6288,13865 3144,06932 14597,3257**
Residuo 24 5,16928 0,21539
Total 29 9233,29547
Coeficiente de Variagdo % 0,278

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.

Anexo 12 - Analise de variancia da area foliar do experimento Desenvolvimento de
Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial em diferentes niveis de GAs e
radiagao.

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacéo liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 19829,5406 9914,77003  1032,4731**
Fator 2 (F2) 1 2096,64427 2096,64427 218,3337**
Interagéo F1 X F2 2 85,31241 42,65620 4,4420*
Residuo 18 172,85280 9,60293
Total 23 22184,34953
Coeficiente de Variagao
% 3,58

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.
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Anexo 13 - Analise de variancia do rendimento de 6leo essencial do experimento
Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do éleo essencial em diferentes
niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variacao I(i;er:staccjiz gggj?;d?s Qllj\/lagc;ﬁ)dsos F Observado
Fator 1 (F1) 2 49.21338 24.60669 2.0378
Fator 2 (F2) 1 247.01236 247.01236 20.4560
Interagdo F1 X F2 2 121.32564 60.66282 5.0237
Residuo 12 144.90387 12.07532
Total 17 562.45524
Coeficiente de Variacao
% 20.17

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs;.

Anexo 14 - Analise de variancia da produtividade de 6leo essencial do experimento
Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do éleo essencial em diferentes
niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variacio Graus de Somados Quadrados F

& liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 664.71600 332.35800 2.7909ns
Fator 2 (F2) 1 2270.75098 2270.75098 19.0682**
Interagéo F1 X F2 2 2052.63836 1026.31918 8.6183**
Residuo 12 1429.02558 119.08547
Total 17 6417.13091
Coeficiente de Variagao
% 17.32

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.

Anexo 15 - Analise de varidncia dos teores de clorofila a do experimento
Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA; e radiagao.

Fontes de Variac3o Graus de Somados Quadrados F

& liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 0.32898 0.16449 101.7448**
Fator 2 (F2) 1 0.00037 0.00037 0.2286 ns
Interacdo F1 X F2 2 0.00043 0.00021 0.1328 ns
Residuo 24 0.03880 0.00162
Total 29
Coeficiente de Variacao
% 14.17

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).

Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.



93

Anexo 16 - Analise de varidncia dos teores de clorofila b do experimento
Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA3 e radiagéo.

Fontes de Variacso Graus de Soma dos Quadrados F

¢ liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 0.03247 0.01624 45.8944**
Fator 2 (F2) 1 0.00605 0.00605 17.1163**
Interacdo F1 X F2 2 0.00176 0.00088 2.4924 ns
Residuo 24 0.00849 0.00035
Total 29
Coeficiente de Variacao
% 11.76

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.

Anexo 17 - Analise de variancia dos teores de clorofila total do experimento
Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA3 e radiagéo.

Fontes de Variago (_Braus de Soma dos Quafjr_ados F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 0.59809 0.29905 94.7302**

Fator 2 (F2) 1 0.01113 0.01113 3.5264 ns

Interacdo F1 X F2 2 0.00254 0.00127 0.4017 ns

Residuo 24 0.07576 0.00316

Total 29

Coeficiente de Variagao

% 12.69

**

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GAs.

anexo 18 - Anadlise de variancia dos teores de carotendides do experimento
Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA; e radiagéo.

Fontes de Variacso Graus de Soma dos Quadrados F

& liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 0.02604 0.01302 150.6683**
Fator 2 (F2) 1 0.00986 0.00986 114.1744*
Interacdo F1 X F2 2 0.01374 0.00687 79.5326*
Residuo 24 0.00207 0.00009
Total 29 0.05172
Coeficiente de Variacao
% 10.34321

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.
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Anexo 19 - Analise de variancia da relagdo Cb/Ca do experimento Metabolismo de
Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA3 e radiagao.

Fontes de Variacao Graus de Soma dos Quaf:irgados F

liberdade Quadrados Médios Observado

Fator 1 (F1) 2 0,58037 0,29019 90,8425**

Fator 2 (F2) 1 0,00016 0,00016 0,0490ns

Interagdo F1 X F2 2 0,07367 0,03683 11,5307**

Residuo 18 0,05750 0,00319

Total 23 0,71169

Coeficiente de Variagao

Y% 9,04

**

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GA;.

Anexo 20 - Analise de variancia dos teores de proteinas soluveis totais do
experimento Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA; e
radiacao.

N Graus de Soma dos Quadrados

Fontes de Variacéo liberdade Quadrados Médios F Observado
Fator 1 (F1) 2 0.00002 0.00001 2.4557 ns
Fator 2 (F2) 1 0.00002 0.00002 5.8929*
Interagéo F1 X F2 2 0.00011 0.00005 16.5814**
Residuo 24 0.00008 0.00000
Total 29 0.00022
Coeficiente de Variagao
% 21.03775

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs;.

Anexo 21 - Analise de variancia dos teores de acgucares soluveis totais do
experimento Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA; e
radiagao.

Soma dos Quadrados F

Fontes de Variagcao Graus de liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 0,01702 0,00851 10,6737 **
Fator 2 (F2) 1 0,00081 0,00081 1,0176ns
Interagéo F1 X F2 2 0,13875 0,06938 87,0300**
Residuo 24 0,01913 0,00080
Total 29
Coeficiente de Variagao
% 3,89

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiagao, Fator 2 GAs;.
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Anexo 22 - Analise de variancia dos teores de acucares redutores do experimento
Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GAs e radiagao

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 2 0,00000 0,00000 12,7389**
Fator 2 (F2) 1 0,00001 0,00001 304,9433*
Interagédo F1 X F2 2 0,00000 0,00000 94,8043**
Residuo 18 0,00000 0,00000
Total 23 0,00003
Coeficiente de Variagao
% 12,41937

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.

Anexo 23 - Analise de variancia dos teores de aminoacidos soluveis totais do
experimento Metabolismo de Pogostemon cablin em diferentes niveis de GA; e
radiagao.

Fontes de Variacéo |C|; brgru dsagg Sgg?ad d(:)Ss Ql’JVIaéddris;dSos F Observado
Fator 1 (F1) 2 0.00000 0.00000 121.8712**
Fator 2 (F2) 1 0.00000 0.00000 0.0033 ns
Interagdo F1 X F2 2 0.00000 0.00000 62.1175*
Residuo 24 0.00000 0.00000
Total 29 0.00000
Coeficiente de
Variagdo % 12.60941

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 Niveis de Radiacao, Fator 2 GA;.

Anexo 24 - Analise de variancia da altura do experimento Desenvolvimento de
Pogostemon cablin rendimento do dleo essencial, GAs e citocinina.

Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacao Graus de liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 57,04167 57,04167 7,7932*
Fator 2 (F2) 2 40,08333 20,04167 2.7381 ns
Interacéo F1 X F2 2 30,08333 15,04167 20,0550 ns
Residuo 18 131,75000 7,31944
Total 23
Coeficiente de Variagdo % 4,53110

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina.
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Anexo 25 - Anadlise de variancia do numero de ramos do experimento
Desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do o6leo essencial, GA; e
citocinina.

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variagcao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 6,67815 6,67815 66,7333*
Fator 2 (F2) 2 7,10243 3,55122 35,4865**
Interacdo F1 X F2 2 10,29610 5,14805 51,4433**
Residuo 18 1,80130 0,10007
Total 23
Coeficiente de Variacao
% 6,00174

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina.

Anexo 26 - Anadlise de varidancia do numero de folhas do experimento
desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do o6leo essencial, GAs e
citocinina.

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 0,19082 0,19082 0,4292 ns
Fator 2 (F2) 2 860,65601 430,32800 967,9779**
Interacéo F1 X F2 2 245,22101 122,61050 275,7995**
Residuo 18 8,002215 0,44456
Total 23
Coeficiente de Variagao
% 1,03382

**

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns n&o significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina.

Anexo 27 - Analise de variancia da area foliar do experimento desenvolvimento de
Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial, GAs e citocinina.

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 1348,95020 1348,95050  18,8126**
Fator 2 (F2) 2 592,87218 296,43609 4,1341*
Interagéo F1 X F2 2 2820,13661 1410,06830  19,6649**
Residuo 18 1290,68637 71,70480
Total 23
Coeficiente de Variagao
% 8,71482

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns ndo significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina
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Anexo 28 - Analise de variancia da massa seca de ramos do experimento
desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do o6leo essencial, GAs e

citocinina.
Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variagao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 97,04282 97,04282 67,4988**
Fator 2 (F2) 2 5,08861 2,54430 1,7697 ns
Interagéo F1 X F2 2 28,78501 14,39250 10,0108**
Residuo 18 25,87855 1,43770
Total 23

Coeficiente de Variagéo % 6,66905

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina

Anexo 29 - Analise de varidncia da massa seca de folhas do experimento
desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do o6leo essencial, GAs e

citocinina.
Graus de Somados Quadrados F

Fontes de Variacao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 0,00107 0,00107 0,0053ns
Fator 2 (F2) 2 4,24926 2,12463 10,6521**
Interagédo F1 X F2 2 2,75701 1,37850 6,9113**
Residuo 18 3,59020 0,19946
Total 23 10,59753
Coeficiente de Variagdo % 4,48

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina

Anexo 30 - Analise de variancia do rendimento do 6leo essencial do experimento
desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do o6leo essencial, GAs e

citocinina.
Soma dos Quadrados

Fontes de Variacao Graus de liberdade Quadrados Médios F Observado
Fator 1 (F1) 1 224,78760 22478760 9,1063**
Fator 2 (F2) 2 2268,57543 1134,28771 45,9506**
Interagdo F1 X F2 2 2839,40726 1419,70363  57,5130**
Residuo 18 444.32867 24,68493
Total 23
Coeficiente de Variagdo % 9,69135

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina
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Anexo 31 - Analise de variancia da produtividade do 6leo essencial do experimento
desenvolvimento de Pogostemon cablin rendimento do 6leo essencial, GA; e
citocinina.

Graus de Soma dos Quadrados F

Fontes de Variacao liberdade Quadrados Médios Observado
Fator 1 (F1) 1 0,00960 0,00960 0,0503 ns
Fator 2 (F2) 2 71,59143 35,79572 187,5294**
Interagédo F1 X F2 2 110,61990 55,30995  289,7621**
Residuo 18 3,43585 0,19088
Total 23
Coeficiente de Variagao
% 5,72169

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0.01), * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0.01=<p<0.05), ns nao significativo (p>=0.05).
Fator 1 GAs. , Fator 2 citocinina



